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Afdeling Dievgeneesmiddelen. Datum: 1983-03-25.

VERSLAG 83.32 Pr.nr. 404.0600

Projekt: Onderzoek naar het voorkomen, gehalte en stapeling van
diverse diergeneesmiddelen in landbouw~ en visseri jprodukten.

Onderwerp: Bepaling van vesiduen sulfadimidine in vlees, nieven,

levers etc van kippen.

Bijlagen: 5.

Doel:

In samenwerking met de Gezondheldsdienst voor Pluimvee te Doorn en het
RIKILT te Wageningen 1s een expeviment opgezet om na te gaan of na be-
handeling van slachtkuikens met sulfadimidine, vesiduen van sulfadimi-
dine kunnen wotrden tevuggevonden met behulp van beschikbare analyseme-

thodieken.

Samenvatting:

Etr werden monstevs bloed, serum, lever, nier en vlees onderzocht op
sulfadimidine vesiduen met behulp van RIKILT interne analysevoor-

schriften waacrblj HPLC met UV-detektie als analysetechniek diende.

Conclusie:
Na stopzetting van de thevapie 1s nog na enige dagen sulfadimidine in
bloed, sevum, lever, nier en vlees aantoonbaart.

De analysemethodieken voldeden, na aanpassing, goed.

Verantwoordeli jk: dvs F.G. Bulzerv e ey
Samenstellers: W.M.J. Beeﬂgj%b Y.J.M. van Hemert-de Boert,
H.A. Roozendaal en mw M.A. Visser-Mel jer

Prvojektleider: G.D. van Bruchem QH
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Inletding
Om na te kunnen gaan of vesiduen van sulfadimidine nog aantoonbaarvr
z1jn nadat slachtkulkens met dit geneesmiddel z1jn behandeld is in
samenwerking met de Gezondheldsdienst voor Pluimvee en het RIKILT
hiervoor een proef opgezet.

Hierblj wevden 20 slachtkuikens geduvende 3 dagen behandeld met sulfa-

dimidine. Daavnaast kregen 20 andere slachtkuikens geen sulfadimidine

toegediend. Na deze therapie wevden ledeve dag 2 stuks behandelde en 2

stuks onbehandelde kuikens geslacht.

De vevrzamelde ovganen, vlees etc. wevden geanalyseervd op sulfadimidine

residuen zodat een uitspraak gedaan kon wotvden overtr:

- hoelang vesiduen van sulfadimidine nog aantoonbaatv =zijn nadat
slachtkuikens hievrmee behandeld z1jn, in verband met eventuele vast-
stelling van wachtti jden

— het testen van analysemethodieken ontwikkeld doovr het RIKILT.

Proefopzet (Gezondheidsdienst voor Pluimvee)

Twee apavte groepen van 20 ééndaagse slachtkuikens wevden opgefokt tot
de leeftijd van 32 dagen.

Geduvende deze opfokperiode kregen deze kulkens voeder zonder cocci-
diostaticum of geneesmiddel vevrstrekt. Na deze peviode wevd &é&n van de
groepen sulfadimidine-natvium verstrekt via het dvinkwater geduvende 3
etmalen. De andeve groep kveeg geen sulfadimidine (controlegroep). De
dosering in het watev bedvoeg 2 gram per liter. Na deze behandeling
wevrd diermateviaal verzameld vanaf de eevste dag na behandeling door
dagelijks 2 dieren te doden. Van de contrvolegroep, welke niet behan-
deld was, zijn ook 2 dieven ledeve keev geslacht en mateviaal verza-
meld.

De medicatie verliep van vvijdag 8.30 uuv tot maandag 8.30 uuv. Op
maandag, de eerste dag na de behandeling, wevd geslacht en vetvzameld.
Dit was dag &é&n. Op dag &én, twee, drie, vier, vijf, acht en elf wer-
den telkens om 8.30 uur twee dieven van elke groep geslacht.

Per dier wevd verzameld: hepavine bloed, sevum, lever, nier en borst-
vlees.

Een deel evvan werd geanalyseeervd door de GVP (Gezondheidsdienst voorv
Pluimvee) en het andeve deel werd ondevzocht door het RIKILT (Rijks-—

Kwaliteitsinstituut voor land- en tuinbouwprodukten).
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Bloed en sevum werden bewaavd bij 4°C. Levetrs, nieven en vlees doorv

inveiezen bij -18°C (bijlage 1, projektbeschrijving).

Analyse
De monsters bloed en serum werden ondevzocht met behulp van voovlopig
intern analysevoorschvift nv. Dgm 19 (biljlage 2):
— Bepaling van sulfadimidine in bloed en plasma door middel van HPLC;
met de navolgende werkwi jze:
Sulfadimidine wovdt uit het bloed geéxtraheerd met ethylacetaat in
aanwezigheid van fenylbutazon. De ethylacetaatfase wovdt ingedampt
tot droog en het residu wordt opgenomen in een watervige fase.
Hievna volgt analyse met behulp van isocvatische veversed phase HPLC.
De monsters nier, lever en vlees wevrden ondetvzocht met behulp van
voorlopig intern analysevoorschvift nv. Dgm 29 (bijlage 3):
= Bepaling van sulfadimidine in vlees met behulp van vloeistofchroma-
tografie (HPLC-methode); met de navolgende werkwi jze:
Sulfadimidine wordt uit het vlees gedxtraheerd met behulp van een
chlovoform/acetonmengsel.
Het extrakt wordt gezuiverd door vloeistofextraktie.
De uiteindelijk verkregen zuve oplossing wovdt op pH 5,60 gebracht
waarna een vloeistof-vloeistof extraktie met dichloormethaan volgt
waarbhij de sulfadimidine in de dichloormethaanfase overgaat.
Na vevdampen van de dichloormethaanfase wordt het residu opgenomen
in eluens. Het gehalte sulfadimidine wordt bepaald met behulp van

isocratische "reversed phase" hogedrukvloeistofchromatografie met

UV-detektie bij 254 nm.

Bespreking

Bij de analyse van bloed/serum bleek dat de monsters klonterig warven
en daavdoor niet erg homogeen. Toen de bloed/serum monsters (bewaavd
in koelkast) na enige weken (2) nogmaald geanalyseevd werden, bleek
het aantal matvixpieken sterk toegenomen te zijn. Het verdient dus
aanbeveling het bloed en servum zo snel mogelijk te analyserven.

De levers en nieven bleken van een dusdanige grootte te zijn dat hierv-
doovr een zeevr lage inweeg van monstermateviaal maav mogelil jk was en de

nauwkeuvigheid daavdoov te wensen overliet.
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Bij de analyse van kippevlees, levers en nieven bleek de zulvering/op-
wevrking niet geheel te voldoen. Mede hierdoor waren ook de rvesultaten
van de rvecoveryproeven zeevr wisselend. Een extrva zuilveringsstap wervd
daarom toegepast.

Het zo geoptimaliseervde analysevoorschvift is weevgegeven in bijlage 4.
Toch bleef bij levers en vooral de nieven het probleem bestaan dat het
mateviaal, bij chlovoform/acetonextraktie, aan de wand van het beket-—
glas ging plakken en hievdoor mogelijk sulfadimidine ingesloten wervd.
De controlegroep bleek ook positieve waarvden te geven met de genoemde
analysemethodieken. Dit zou kunnen wijzen op mogelijke besmetting van
het materviaal, misschien via glaswerk of werkruimte.

De rvesultaten staan vermeld in bijlage 5.

Conclusie
Na stopzetting van de thevaple is nog na enige dagen sulfadimidine in
bloed, serum, lever, nier en vlees aantoonbaarv.

De analysemethodieken voldeden, na aanpassing, goed.
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R PROJEKTHRESCHRIIVING

Onderzoekinstelling: Tezondheidsdiens! voor Plaimvee., (G.V.PL ).

Projek tnummer

Projekttitel : Onderzoel naar residacn van sulfadimidine in
slachtknikens.

Ordexzoeker (s) : M. Vertommen.

Projektleider :

Samerwerking ¢ Rilks Kwaliteitsinstituut voor Land—en Tuinbouwprodukten

—incidentele kontakten met: (RIKILT).

-veelvuldig overleg met ¢ Drs, F. G. Buizer en Dhr. van Bruchem,

Plaats van uitvoering: G.V.P. hok 3 éfdeling Ta
Datum van aanvang s 22 september 1982,
Venmoedelijke duur § 6 weken.

Vervolg op vroeger onderzoek (proj.nr.):

Geraamde direkte kosten f
" Geraamde tijd van direkt bij het projekt betrokken personeel;

- Hoger personeel mandagen
- Middelbaar personeel mandagen
- Lager personeel mandagen )

Bijzondere aanschaffingen of voorzieningen {amschrijving en bedragen) :
40 ééndags slachtkuikens

mestmeel zonder coccidiostaticum voor 6 weken.

Overige opmerkingen t.a.v. de kosten:

Titelvertalingen:
- Engels
- Frans

- Duits

Algemene opmerkingen:
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Beknopte beschrijving van achtereenvolgens:
A. Probleem en doel
B. Motivering (ekonomisch of wetenschappelijk perspektief)
C. Werkwijze (methodiek en hulpmiddelen)

D. Vroegere onderzoekingen.

A. Probleem en doel:
Dit experiment is het eerste in een reeks waarbij nagegaan zal

worden of na behandeling van slachtkuikens met "Geneesmiddelenj
residuen hiervan teruggevonden kunnen werden na extractle uit
bloed en/of organen. |

Voor sulfadimidine zal gebruik gemaakt worden van een analyse
methodiek die bij het RIKILT ontwikkeld werd.

B. Motivering: Bekend.

C. Werkwijze:

Opgezet worden twee groepen van 20 ééndags slachtkuikens.

Een oroep dient als controle aroep.

De dieren worden op kool gehuisvest en opgefokt tot de leeftijd van

32 dagen. Gedurende de opfok periode krijgen de kuikens voer

waarin géén coccidiostaticum of . © geneesmiddel verwerkt is.

Op 32 dagen leeftijd wordt aan é&é&n der beide groepen sulfadimidine-

Natrium door het drinkwater verstrekt,

De desering zal zijn 2 gram per liter drinkwater.

Ne hehandelings duur 3 dagen. Vanaf &én dag na de behandeling

Jorden dagelijks 2 dieren van de proefgroep gedood en materiaal

verzameld voor analyse. _

lPer dier wordt verzameld: heparine bloed, bloed plasma en hbed serum.
‘Lever, nier en borstvlees.

l.ever, nier en borstvlees worden ingevroren,

Alle monsters worden in twee gelijke delen gesplitst.

Eén deel wordt naar het RIKILT vervoerd voor analyse het andere

deel wordt op het lab. van de GVP geanalyseerd.

Datum lijstije:

opzet datum : 22 september 1982.

data qeneesmiddel behandelino: 22; 23 en 24 oktober 1982.

e

seiztie data vanaf 25 oktober 1982 en achtereen-

volaens zolang noodzakeliik.
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Voorlopig Intern Analysevoorschrift nr. Dgm 19
le oplage (1982-10-25)

BEPALING VAN SULFADIMIDINE IN BLOED EN PLASMA DOOR MIDDEL VAN HPLC

Verzendlijst: afd. Harmonisatie/Normalisatie, bibliotheek (5x), afd.
Diergeneesmiddelen (7x), afd. Microbiologie, cir-

culatiemap PVS %
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Voorlopig Intern Analysevoorschrift nr. Dgm 19
le oplage (1982-10-25)

Bepaling van sulfadimidine in bloed en plasma door middel van HPLC

1. Doel en toepassingsgebied.

Met de methode kunnen residuen van sulfadimidine in bloed worden
bepaald. De onderste grens van aantoonbaarheid bedraagt 0,5 pg/ml of
ng/g:

Het terugvindingspercentage bedraagt meer dan 95%.

Het niveau ligt tussen 1-20 ug/ml of ug/g.

2. Principe.
Sulfadimidine wordt uit het bloed geextraheerd met ethylacetaat im

aanwezigheild van fenylbutazon. De ethylacetaatfase wordt ingedampt tot
droog en het residu wordt opgenomen in een waterige fase.
Hierna volgt een analyse met behulp van isocratische reversed phase

HPLC.

3. Reagentia.

Alle reagentia dienen van "pro analyse" kwaliteit te zijn of van een

hogere kwaliteit indien vermeld.

i 950 | Miilipore water

3.2 Methanol, lichrosolv kwaliteit (b.v. Merck art. 6007)
3.3 Ammonia gec.(b.v. BDH 10011)

3.4 Ethylacetaat, Uvasol kwaliteit (b.v. Merck art. 863)
3.5 IJsazijn (b.v. Merck art. 10001)

3.6 Fenylbutazon (b.v. Serva art. 32325)
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3.7 Acetonitril (b.v. Merck art. 3)
3.8 Sulfadimidine standaardstof

3.9 HPLC eluens.
Meng 800 ml millipore water (3.1) met 200 ml methanol (3.2) en 10 ml
ijsazijn (3.5) en filtreer het geheel door een millipore filter (0,45

um)

3.10 Oplosmiddel sulfadimidine.
Meng 70 ml millipore water (3.1) met 30 ml acetonitril (3.7) en 5 ml

ammonia (3.3).

3.11 Standaard stamoplossing (oplossing A)
Weeg 50 mg sulfadimidine (3.8) op 0,1 mg nauwkeurig af in een 100 ml

maatkolf. Los op in methanol (3.2), wvul aan en meng.

3.11.1 Standaardoplossingen.
Pipetteer 20,0 ml standaardstamoplossing in een maatkolf van 100 ml en

vul aan met HPLC eluens (3.9) en meng (oplossing B). Pipetteer van
deze oplossing 10,0 ml in een maatkolf van 100 ml en vul aan met HPLC
eluens (3.9) en meng (oplossing C). Pipetteer 40,0, 20,0 en 10,0 ml
van deze oplossing in afzonderlijke maatkolven van 100 ml, wvul aan en
meng (oplossingen D, E en F). De concentraties van deze oplossingen
zijn:

B = 100 ug/ml, C = 10 pg/ml, D = 4 pg/ml, E = 2 ug/ml, F = 1 ug/ml.

4. Apparatuur.

4.1 Hogedrukvloeistofchromatografische apparatuur met UV-detector en
als kolom u Bondapak Cyg 10 micron (3,9 mm I.D. x 300 mm lengte)
Waters art. 27324.

4.2 Vibro-fix.

4.3 Waterbad (indamp).
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4.4 Roelcentrifuge.

4.5 Normaal laboratorium glaswerk.

5. Werkwi jze.

Voeg bij 0,5 ml of 0,5 g nauwkeurig afgepipetteerd of ingewogen

bloed of plasma welke zich in een centrifugebuis met ingeslepen stop
van 25 ml bevindt, ongeveer 20 mg fenylbutazon.

Meng het enkele seconden op een vibro-fix. Pipetteer hierbij 10,0 ml
ethylacetaat (3.4) en sluit de buis af. Schud het geheel gedurende 1
minuut intensief en scheid de fasen door middel van 5 minuten centri-
fugeren in een koelcentrifuge bij 10°C. Pipetteer 5,0 ml van de boven-
staande ethylacetaatfase in een 10 ml cultuurbuis met schroefdop en
damp het geheel in met stikstof op een waterbad bij 35°C. Voeg nadat
het geheel is ingedampt tot droog nauwkeurig 0,5 ml oplosmiddel (3.10)
toe en los op met behulp van een vibro-fix. Filtreer de oplossing door

een millipore filter (0,2 um).

6. Hogedrukvloeistofchromatografie.

Eluens: water-methanol-ijsazijn 80-20-1
Injectievolume: 50 pl

Eluenssnelheid: 2,0 ml/min

Golflengte: UV-254_nm

Gevoeligheid: min 0,01 A

Recordersnelheid: 10 mm/min.

7. Uitvoering.

Breng 50 ul van de verkregen monsteroplossing in het HPLC systeem en
vergelijk de sulfadimidinepiek met die, die met een van de standaard-
oplossingen (3.11.1) wordt verkregen.

Bereken het gehalte in ug/ml of ug/g aan sulfadimidine in het monster.

8. Opmerkingen.

8.1 Alle chemicalien dienen te worden gecontroleerd op bruikbaarheid.
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8.2 Bij analyse van bloed en plasma dient een "blanco” monster geana-

lyseerd te worden ter vergelijking van eventuele storingen.

8.3 Voor de analyse van het terugvindingspercentage dient men bij
blanco bloed of plasma een zodanige hoeveelheid van de standaard-
oplossingen toe te voegen dat een gehalte tussen de 0,2 en 20 pg/ml of
ug/g wordt verkregen (verdunde standaard in methanol indampen tot

droog en blanco bloed toevoegen).

8.4 Na een etmaal analyses op de kolom dient deze gespoeld te worden

met 50% nmethanol voor elutie van de geabsorbeerde stoffen.

9. Literatuur.

9.1 Determination of sulfonamides in Swine Plasma.
R.F. Bevill, K.M. Schermske, H.G. Luther etc.
J. Agric. Food Chem. vol. 26, no. 5, 1978, pp 1201-1203.

9.2 Determination of Sulfa Drugs in Biological Fluids by Liquid Chro-
matography (Massaspectrometry) Mass. Spectrometry.

J.D. Henlon, B.A. Thomson, P.H. Dawson,

Anal. Chem. 1982, 54. 451-456.

Verantwoordelijk: drs F.G. Bulzer E SE

Samenstellers : G.D. @ Bruchem en W.M.J. Beek u)B
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VOORLOPIG INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. DGM 29
le oplage (1982-11-30)

BEPALING VAN SULFADIMIDINE IN VLEES MET BEHULP VAN VLOEISTOFCHROMATO-
GRAFIE (HPLC-METHODE)

Verzendlijst: Bibliotheek (5x), sektorhoofd, afdeling Normalisatie/
harmonisatie, afdeling Diergeneesmiddelen (6x), circu-

latiemap, afd. Microbiologie. }fﬁ
!- .
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VOORLOPIG INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. DGM 29
le oplage (1982-11-30)

Bepaling van sulfadimidine in vlees met behulp van vloeistofchromato-

grafie (HPLC-methode)

1. Doel en toepassingsgebied

Met de methode kunnen residuen van vrij sulfadimidine in vlees worden
bepaald. De onderste grens van aantoonbaarheid bedraagt ca. 10 ppb.
Het terugvindingspercentage ligt bij 75Z%.

Het toepassingsniveau van de methode ligt tussen 20 ppb - 1 ppm.

2. Principe

Sulfadimidine wordt uit het vlees ge€xtraheerd met behulp van een

chloroform/aceton mengsel.

Het extrakt wordt gezuiverd door vloeistof-vloelstof extraktie.
Aansluitend wordt een zure oplossing op pH 5,60 gebracht waarna een
vloeistof-vloeistof extraktie met dichloormethaan volgt waarbij de
sulfadimidine in de dichloormethaanfase overgaat.

Na verdampen van de dichloormethaanfase wordt sulfadimidine in het re-
sidu bepaald met behulp van isocratische "reversed phase” hogedruk-

vloeistofchromatografie met UV-detektie bij 254 nm.

3. Reagentia

Alle reagentia dienen van "pro analyse" kwaliteit te zijn of van een
hogere kwaliteit indien vermeld.

3.1 Aceton (b.v. Merck art. 14).

3.2 Chloroform (b.v. Merck art. 2445).

3.3 Dichloormethaan (b.v. Merck art. 6050).

3.4 Acetonitril (Lichrosolv kwaliteit, Merck art. 30).
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3.5 Hexaan (b.v. Merck art. 4367).
3.6 Zoutzuur, gec. (b.v. Merck art 317).
3.7 Water, gedemineraliseerd.

3.8 Zoutzout 1 N.
Breng 8 ml zoutzuur (3.6) in water (3.7) en vul aan tot 100 ml.

3.9 Trinatriumcitraat 2 aq (b.v. Merck art. 6448).

3.10 Verzadigde trinatriumcitraatoplossing.
Meng meer dan 72 g trinatriumecitraat 2 aq (3.9) in 100 ml water (3.7).

3.11 Natriumhydroxyde (b.v. Merck art. 6498).

3.12 Natriumhydroxyde-oplossing 6 N.
Los 24 g natriumhydroxyde (3.11) op in 100 ml water (3.7).

" 3.13 Kaliumdiwaterstoffosfaat (b.v Merck art. 4873).
3.14 Kaliummonowaterstoffosfaat (b.v. Merck 5104).
315 Nagriumsulfaat, watervrij (b.v. Merck art. 6649).
3.16 Stikstof, zuiver.

3.17 Millipore water.

3.18 Extraktiemiddel: meng gelijke volumedelen chloroform (3.2) en

aceton (3.1).
3.19 Glasvezelfilter GFA ¢ 15 cm (Whatman).
3.20 Milliporefilters (0,45 um) Acrodise 4184.

3.21 Ammonia (b.v. BDH art. 10011).
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3.22 Oplosmiddel.
Meng 80 ml water (3.17) met 15 ml acetonitril (3.4) en 5 ml ammonia

(3215,

3.23 HPLC eluens sulfadimidine.

12% oplossing van acetonitril (3.4) in bufferoplossing pH 7,7.

Los 6,89 g kaliumdiwaterstoffosfaat (3.13) en 8,79 kaliummonowater-
stoffosfaat (3.14) op in 1 1 millipore water (3.17) en breng de pH met
natriumhydroxyde-oplossing (3,12) op pH 7,70; gebruik een pH meter.
Voeg toe 136,4 ml acetonitril (3.4) en meng het geheel.

3.24 Sulfadimidine standaardstof.

3.24.1 Sulfadimidine stamoplossing (oplossing A).
Weeg op 0,1 mg nauwkeurig ca 50 mg standaardstof (3.2.4) af in een
100 ml maatkolf.

Los op met acetonitril (3.4) vul aan en meng.

3.24.2 Breng met een pipet 20,0 ml van de standaardoplossing in een

100 ml maatkolf en vul aan met oplosmiddel (3.22) en meng (oplossing B).
Breng van deze oplossing met een pipet 10,0 ml in een 100 ml maatkolf
en vul aan met oplosmiddel en meng (oplossing C).

Breng respektieveli jk met een pipet, 20,0 ml; 10,0 en 5,0 ml in afzomn-
derlijke maatkolven van 50 ml, vul aan met oplosmiddel en meng (oplos-
sing D,-E en F). De concentraties van de verkregen oplossingen zi jn:

B 100 pg/ml, C 10 ug/ml, D 4 pg/ml

E 2 ug/ml, F 1 ug/ml.

4. Apparatuur
4.1 Vleesmolen (b.v. Moulinette).

4.2 Sorvall Omni mixer met vrijstaande rotoras en 1 inch mes.

4.3 Rotatieverdampeer (bad temp. 30°-40°C).
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4.4 Hogedrukvloeistofchromatografische apparatuur bestaande uit:

pomp, injektor, UV-detektor, recorder.

4.5 HPLC-kolommen.

voorkolom : Bondapak C18/Corasil 37-50 micron
3,9 mm I.D. x 20 mm lengte
Waters art. 27248,

hoofdkolom: p Bondapak Cl18 10 micron
3,9 mm I.D. x 30 cm lengte
Waters art 27324

of

Lichrosorb RP18 5 micron
4.6 mm I.D. x 15 cm lengte.

4.6 Digitale pH meter.
4.7 Normaal laboratoriumglaswerk.
5. Werkwld jze

5.1 Extraktie.

Maal het vlees in een vleesmolen fijn. Weeg 25,0 g monster af in een
bekerglas van 400 ml (50,0 g indien het monster minder dan 0,1 mg/kg
aan sulfadimidine bevat).

Breng nu met een maatcylinder 100 ml extraktiemiddel (3.18) in het be-~
kerglas en macereer gedurende 1 minuut bij lage snelheid met een Omni-
mixer en 2 minuten bij hogere snelheid. Spoel de Omni-mixer af met ca.
10 ml extraktiemiddel en filtreer de oplosmiddelfase nu voorzichtig
over een glasvezelfilter (3.19) in een indampkolf van 500 ml zodanig
dat het vlees achterblijft in het bekerglas.

Voeg hierna met een maatcylinder 50 ml extraktiemiddel in het beker-
glas en extraheer als bovenstaand.

Herhaal nadat ook deze extraktiefase is gefiltreerd het nogmaals met
50 ml extraktiemiddel en breng dan de inhoud van het bekerglas nu ge-
heel op het filter.

Spoel het filter etc. na met 25 ml extraktiemiddel.
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Voeg nu aan de verzamelde extraktoplossing 10,0 ml zoutzuur 1 N (3.8)
en damp de organische fase af op een rotatieverdamper totdat alle or-

ganisché oplosmiddelen zijn verdwenen.

5.2 Zuivering. _

Breng het waterig residu met 75 ml hexaan (3.5) in een scheitrechter
van 250 ml.

Breng 10,0 ml zoutzuur 1 N (3.8) in de indampkolf en zwenk de kolf
enige malen en breng dit in de scheitrechter met 75 ml hexaan.
Spoellhet resterende residu nu met 2 porties van 5 ml aceton (3.1)
kwantitatief in de scheiltrechter.

Sluit de scheitrechter af en schud het geheel gedurende 30 seconden.
Laat de fasen scheiden gedurende 10 minuten.

Laat de onderste zure waterige fase af in een bekerglas van 150 ml en
spoel de scheitrechter na met 2 ml water (3.17).

Breng nu 10,0 ml zoutzuur 1 N in de indampkolf en zwenk enige malen
(eventueel verwarmen op een kokend waterbad om alles van de wand los
te krijgen).

Breng deze zure fraktlie in de scheitrechter, sluit hem af en schud ge-
durende 30 seconden.

Laat nadat de fasen zijn geschelden de zure fase af in het bekerglas
en spoel de scheitrechter na met 2 ml water.

Breng nu 5,0 ml zoutzuur 1 N in de indampkolf, zwenk even en giet deze
zuurfraktie in de scheitrechter.

Sluit dé scheitrechter af en schud gedurende 30 seconden, laat de
fasen scheiden en breng de onderstaande zuurfase in het bekerglas en
spoel de scheitrechter na met 2 ml water.

Verwerp de hexaanfase en breng 40 ml verzadigde trinatriumcitraatop-—
lossing (3.9) in de scheitrechter, sluit af en schud gedurende 10 se-
conden en laat dit af in het bekerglas.

Stel de pH van de oplossing in het bekerglas in (roervlo inbrengen) op
5,60 met behulp van natriumhydroxyde~oplossing 6 N (3.12) en maak
hierbij gebruik van een digitale pH meter, spoel de elektrode, na in-
dompeling, af met enige ml's water.

Breng de op pH 5,60 ingestelde oplossing kwantitatief in een schei-
trechter van 250 ml met behulp van 30 ml dichloormethaan (3.3) en

schud het geheel gedurende 30 seconden,
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Laat de fasen scheiden en filtreer de onderstaande organische fase
door een trechter waarin zich een propje watten bevindt met daar bo-
venop ca. 5 g natriumsulfaat (3.15).

Vang het filtraat op in een 100 ml erlenmeyer.

Spoel de scheitrechter na met 5 ml dichloormethaan.

Laat nu de waterige fase af in het bekerglas en controleer de pH op
5,60 en stel eventueel met natriumhydroxyde-oplossing 6 N bij.

Breng de waterige, op pH 5,60 ingestelde, oplossing met behulp van

15 ml dichloormethaan kwantitatief in de scheitrechter en sluit hem af.
Schud nu gedurende 30 seconden en laat de fasen scheiden.

Laat de organische fase af in de erlenmeyer via de trechter met na—
triumsulfaat en spoel de scheitrechter na met 5 ml dichloormethaan.
Controleer eventueel nogmaals de pH op 5.60.

Schud nu nog 2 keer met telkens 15 ml dichloormethaan en laat telkens
de organische fase af via de trechter met natriumsulfaat.

Spoel de natriumsulfaatlaag met 2 porties van 5 ml dichloormethaan en
damp in tot droog onder een stikstofstroom bij 30°-40°C en los het re-
sidu op in precies 2,0 ml oplosmiddel (3.22). Filtreer het geheel door
een 0,45 ym milliporefilter en injekteer in het HPLC systeem.

6. Hogedrukvloeistofchromatografie

Eluens : 12% acetonitril in bufferoplossing pH 7.7.
Injektievolume: 50 ul.
Eluenssnelheid: 1,2 ml/min.

Golflengte : UV-254 nm.

Gevoeligheid : min 0,01 A.
Recorder : 10 mV.

Pap. snelheid : 10 mm/min.

Retentietijd : 8-10 min.

7. Uitvoering

Breng 50 ul van de verkregen monsteroplossing in het HPLC-systeem en
vergelijk de sulfadimidinepiek met die, die met een van de standaard-
oplossingen (3.24.2) wordt verkregen.

Bereken het gehalte in mg/kg aan sulfadimidine in het monster.
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8. Opmerkingen

8.1 Alle chemicalién dienen voor analyse gecontroleerd te worden op

bruikbaarheid.

8.2 Bij analyse van een vleessoort dient een "blanco" vlees geanaly-

seerd te worden ter vergelijking voor eventuele storingen etc.

8.3 Voor analyse van monsters welke meer dan 1 mg/kg aan sulfadimidine
bevatten kan men de inweeg hoeveelheid met een faktor 10 verkleinen

(dus 5 g monster).

8.4 De recovery (terugvindingspercentage) kan men bepalen door aan
blanco vlees een zodanige hoeveelheid van de standaardoplossingen toe

te voegen dat een gehalte van 100 ppb tot 1 ppm wordt verkregen.

8.5 Eluens HPLC.

Het eluens voldeed voor diverse vleessoorten. Het kan echter noodzake-
1ijk zijn de samenstelling ervan dan aan te passen Iin verband met sto-
ringen.

De concentratie van acetonitril of de pH dient dan iets te worden ge-

wijzigd voor optimale scheiding.

-
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INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. DGM 29
le oplage (1983-02-10)

Bepaling van sulfadimidine in vlees met behulp van vloeistofchromato-
grafie (HPLC-methode)

1. Doel en toepassingsgebied

Met de methode kunnen residuen in varkens-, runder— en kippevlees wor-
den bep;ald als ook in de lévers en nieren hiervan. De onderste grens
van éantoonbaarheid bedraagt ca. 10 ppb. Het toepassingsniveau van de
methode ligt tussen 20 ppb — 1 ppm waarbij het terugvindingspercentage

ca. /5% bedraagt.

2. Principe
Sulfadimidine wordt uit het materiaal geéxtraheerd met behulp van een

chloroform/aceton mengsel.

Het extrakt wordt gezuiverd door vloelstof-vloeistof extraktié.
Aansluitend wordt een zure oplossing op pH 5,60 gebracht waarna een
vlceistof-vloeistof extraktie met dichloormethaan volgt waarbij de
sulfadimidine in de dichloormethaanfase overgaat.

Na verdampen van de dichloormethaanfase wordt sulfadimidine in het re-
sidu bepaald met behulp van isocratische "reversed phase” hogedruk-

vloeistofchromatografie met UV-detektie bij 254 nm.

L B

g " Reagenfia

Alle reagentia dienen van "pro analyse” kwaliteit te zijn of van een
hogere kwaliteit indien vermeld.

3.1 Aceton (b.v. Merck art. 14).

3.2 Chloroform (b.v. Merck art. 2445).

3.3 Dichloormethaan (b.v. Merck art. 6050).

3.4 Acetonitril (Lichrosorb kwaliteit, Merck art. 30).
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3.5 Hexaan (b.v. Merck art. 4367).
3.6 Zoutzuur, gec. (b.v. Merck art 317).
3.7 Water, gedeminefaliseerd. 2

3.8 Zoutzout 1 N. ‘;:iﬁa
Breng 8 ml zoutzuur (3.6) in water (3.7) en vul aan tot 100 ml.

3.9 Trinatriumcitraat 2 aq (b.v. Merck art. 6448).

3.10 Verzadigde trinatriumcitraatoplossing.
Meng meevr dan 72 g trinatriumcitraat 2 aq (3.9) in 100 ml water (3.7).

3.11 Natviumhydroxyde (b.v. Merck art. 6498).

3.12 Natriumhydroxyde-oplossing 6 N.
Los 24 g natriumhydroxyde (3.11) op in 100 ml water (3.7).

3.13 Raliumdiwaterstoffosfaat (b.v Merck art. 4873).
3.14 Kaliummonowaterstoffosfaat (b.v. Merck 5104).

3.15 Ngtriumsulf#at, watervrlij (b.v. Merck art. 6649).

-

P

3.16 Stikstof, zuiver.
3.17 Millipore water.

3.18 o—-fosforzuur (b.v. Merck art.-573).

3.19 1 Molair o-fﬁéforzuﬁfgglossing:‘ b
Bféng 5,73 ml o-fosforzuur (3.18) in water (3.7) en vul aan tot 100

ml.

3.20 Extraktiemiddel: meng gelijke volumedelen chloroform (3.2) en

aceton (3.1).
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3.21 Glasvezelfilter GFA ¢ 15 cm (Whatman).
3.22 Milliporefilters (0,20 um) Acrodisc 4192.

3.23 BPLC eluens sulfadimidine.

12% oplossing van acetonitril (3.4) in bufferoplossing pH 7,7.

Los 6,89 g kaliumdiwaterstoffosfaat (3.13) en 8,79 g kaliummonowater—
étoffosféat (3.14) oprin 1 1 millipore wéter (3.17) en breng de pH met
'ﬁatriuﬁﬂydroxyde—oplossing (3,12) op pH 7,70; gebruik een pH meter.
Voeg toe 136,4 ml acetonitril (3.4) en meng het geheel. Filtreer door
een 0,45 ym filter.

3.24 Sulfadimidine standaardstof.

3.24.1 Sulfadimidine stamoplossing (oplossing A).
Weeg 0,1 mg nauwkeurig ca 50 pug standaardstof (3.24) af in een
100 ml maatkolf.

Los op 1n acetonitril (3.4) vul aan en meng.

3.24.2-Breng met een pipet 20,0 ml van de standaardoplossing in een
100 ml maatkolf en vul aan met HPLC eluens (3.23) en meng (oplossing B).

Breng véﬁ deze oplossing met een pipet 10,0 ml in een maatkolf en wvul

aan met eluens en meng (oplossing C).

Breng respektievelijk met een plpet, 20,0 ml; 10,0 en 5,0 ml in afzon-
deflijke magtkolven van 50 ml, vul aan met eluens (oplossing D, E en
‘E).'Dé concentraties van de verkregen oplossingen zijn:

B 100 ug/ml, C 10 ug/ml, D 4 ug/ml, E 2 pyg/ml, F 1 pg/ml.

4. Apparatuur

4.1 Vleesmolen (b.v. Moulinette).

f4.2 Ultra-Turrax met 18 N staaf.

4.3 Rotatieverdamper (bad temp. 30°-40°C).
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4.4 Hogedrukvloeistofchromatografische apparatuur bestaande uit:

pomp, injektor, UV-detektor, vrecorder, integrator.

4.5 HPLC~kolommen.

voorkolom : Bondapak ClS/Corasil 37-50 micron

3,% mm I. D x 20 mm lengte

' _khoofdkolom. Lichrosorb RP 18 S micron

s 4.6 mn I.D. x 15 cm lengte.,
4.6 Digitale pH meter.
4.7 Normaal laboratoriumglaswerk.

5. Werkwi jze

5.1 Extraktie.
Maal het materiaal goed fijn in een vleesmolen. Weeg hiervan 25,0 g af
in een bekerglas van 250 ml (50,0 g indien het monster minder dan 0,1

‘mg/kg aan sulfadimidine bevat) . r

Breng nu met een maatcylinder 100 ml extraktiemiddel (3.20) in het be-"
kerglas en macereer gedurende 1 minuut bij 1age snelheid met een
Ultra—Tutrax en 2 minuten bij ‘een hogere snelheid. Spoel hierna de
Ultra-Turrax af met ca. 10 ml extraktiemiddel en filtreer de oplosmid-
delfasé nu voorzichtig over een glasvezelfilter (3.21) in een

indampkolf van 500 ml.. zodanig dat het vlees achterblijft in het

'T?bekerglas (gebruik een glazen roerstaaf)

Voeg hierna met een maatcylinder 50 ml extraktiemiddel in het beker-

glas en extraheer als bovenstaand.

Herhaal nadat ook deze extraktiefase is gefiltreérd het nogmaals met
50 ml extraktiemiddel en breng dan de inhoud van het bekerglas nu ge-
heel op het filter.

:{: Spoel het filter etc. -na met-25 ml extraktiemiddel.

(Indien er vezels etc-_door het filter zijn gegaan, filtreer de gehele

extraktOplossing nogmaals door een nieuw glasvezelfilter.)
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Voeg nu aan de verzamelde extraktoplossing 10,0 ml zoutzuur 1 N (3.8)
toe en damp de organische fase af op een rotatieverdamper totdat alle

organische oplosmiddelen net zijn vevdwenen (niet droogdampen).

5.2 Zuivering.

Breng het waterig vesidu met 75 ml hexaan (3.5) in een scheitrechter
van 250 ml. ‘ - '
Breng“lo 0 ml zoutzuur 1 N7(3 8) in de indampkolf en zwenk de kolf
enige malen en breng dit in de scheitrechtet met 75 ml hexaan.

Spoel het resterende residu nu met 2 porties van 5 ml aceton (3. 1)
kwantitatief in de scheitrechter.

Sluit de scheitrechter af en schud het geheel gedurende 30 seconden.
Laat de fasen minstens 10 minuten scheiden.

Laat de onderste zure waterige fase af in een bekerglas van 150 ml en
spoel de scheitrechter na met 2 ml water (3.7).

Breng nu 10,0 ml zoutzuur 1 N in de indampkolf en zwenk enige malen
(eventueel verwarmen op een kokend waterbad om alles van de wand los
te‘krijgen).

Breng deze zure fraktie in de scheitrechter, sluit hem af en schud het

geheel 30 seconden.

Laat nadat de fasen 5 minuten zijﬁ gescheiden de zure fase af in het

bekerglas en spoel de scheitrechter na met 2 ml water.

. Brehg nu 5,0 ml zoutzuur 1 N in de indampkolf,.zwenk even en glet deze

zuurfraktie in de. scheitrechter.

 S8luit de scheitrechter af en schud gedurende 30 seconden, laat de

fasen scheiden en breng de onderstaande zuurfase in het bekerglas en

l-spoel de scheitrechter pa met 2 ml water.

Verwerp nu de hexaanfase en breng de verzamelde zuurfasen met behulp van
10 ml chloroform (3.2) in de scheitrechter.

Sluit de scheitrechter af en schud voorzichtig gedurende 30 seconden.
Laat de fasen minstens 10 minuten scheiden en verwerp de onderstaande
chloroformfase.

_Breng nu’ 10 ‘ml chloroform in het bekerglas, zwenk enige malen en glet
het geheel in de scheitrechter.

Sluit de scheitrechter af en schud gedurende 30 seconden. Laat het
geheel minstens 5 miﬁuten scheiden en verwerp de onderstaande chloro-
formfase. Breng'ﬁu‘slmlrchloroform in het bekerglas, zwenk even en
glet dit in de‘schei;rechter.

Sluit de‘scheitrechfer af-en séhud 30 seconden. Laat de fasen minstens

5 minuten scheiden en verwerp dan de onderstaande chloroformfase.
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Laat de zuurfase pu af in het bekerglas en spoel de scheitrechter na
met 2 ml watet.

Breng 40 ml verzadigde trinatviumcitraatoplossing (3.10) in de schei-
trechter, sluilt af en schud gedurende 10 seconden en laat dit eveneens
af in het bekerglas. Stel de pH van de oplossing in het bekerglas in
(roervlo inbrengen) op ‘5,60 met behulp van natriumhydroxide—oplossing
6 N (3 12) en maak hierbij gebruik van een digitale pH meter en spoel

;;;_de elektrode, na indompeling, af met enige ml's water.

d‘Breng de ‘op pH 5 60 ingestelde oplossing kwantitatief in de
scheitrechter van 250 ml met behulp van 30 ml dichloormethaan (3.3) en
schud het geheel gedurende 30 seconden.
Laat de fasen minstens 10 minuten ‘scheiden en filtreer de onderstaande
organische fase door een trechter waarin zich een propje watten
bevindt met daar bovenbp ca. 5 g natriumsulfaat (3.15).
Vang het filtraat op in een 100 ml erlenmeyer.
Spoel de scheitrechter na met 5 ml dichloormethaan.
Laat nu de waterige fase af in het bekerglas en controleer de pH op
5,60 en stel eventueel bilj met natriumhydroxyde-oplossing 6 N of
_ —fosforzuur 1 H.;;3-; : e TR
Breng de waterige, op pH 5 60 ingestelde, oplossing met behulp van
"15 ml. dichloormethaan kwantitatief in de scheitrechter en sluit hem-
: af. ey |
Schud nu gedurende 30 seconden enllaaf de fasen minstens 5 minuten
scheiaeﬁ.
. Laat de organische fase af in de erlenmeyer via de trechter met na-
. triumsulfaat en spoel de scheitrechter na met 5 ml dichloormethaan.
_Controleer de pH nogmaals op 5. 60._ '
| Breng de waterige fase 4in de scheltrechter en schud nu nog 2 keer met
telkens 15 ml dichloormethaan en laat steeds de organische fase af via
. de trechter met natriumsulfaat.
Spoel de natriumsulfaatlaag met 2 _porties van 5 ml dichloormethaan en
ldamp in tot _droog -onder eenﬂstikstofatroom bij 36°-40°C en los het re-
sidu op in precies 2,0 ml HPLC eluens (3. 23) (laat minstens 10 minuten
staan en zwenk daarna even). Filtreer het geheel door een 0,2 um

milliporefilter en injékteer in het HPLC systeem.
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6. Hogedrukvloeistofchromatografie

Kolom : Lichrosorb 5 RP 18 (4,6 mm ID x 15 cm lengte).
Eluens : 12% acetonitril in bufferoplossing pH 7.70.
Eluenssnelheid: 1,2 ml/min.

ﬁetectiegolf—

lengte : UV 254 nm.

Injektievolume: 50 pl. -
Retentietijd : > 6 min.

7. Uitvoering
Breng 50 pl van de verkregen monsteroplossing in het HPLC-systeem en

vergelil jk de sulfadimidinepiek met die, die met een van de standaard-
oplossingen (3.24.2) wordt verkregen.
Bereken het gehalte in mg/kg aan sulfadimidine in het monster.

8. Opmerkingen

8.1 Alle chemicali&n dienen voor analyse gecontroleerd te worden op

. bruikbaarheid.

8.2 Bij analyse van materiaal dient "blanco” materiaal geanalyseerd te
worden ter vergelljking voor eventuele storingen etc.

8.3 Het gebruik van een Omni-mixer met vrijstaande votoras en 1 inch-

mes alé extraktor, dient toegepast te worden indien het materiaal niet

fijn genoeg is om behandeld te worden met een Ultra-Turrax.

8.4 De recovery (terugvindingspercentage) kan men bepalen door aan
blanco materiaal een zodanige hoeveelhelid van de standaardoplossingen

toe te voegen dat een gehalte van 100 ppb tot 1 ppm wordt verkregen.

“’l8;5 Eluens-ﬁPLC. B R ESENS Re VR @Ry R A

Het eluens voldeed voor diverse vleessoorten. Het kan echter noodzake-
11ijk zijn de samenstelling ervan aan te passen in verband met sto-

ringen. . '
De concentratie van acetonitril of de pH dient dan iets te worden ge-

wijzigd voor optimale scheiding.
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8.6 Kolom HPLC
Men kan ook gebruik maken van een y Bondapak C18 kolom (3,9 mm ID x

30 cm lengte, 10 micron) van Waters met dezelfde analyseomstandigheden

als bij Lichrosorb RP 18.
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Bijlage 5

Bloed
K = kontrolegroep - = niet ondevrzocht
S = behandelde groep
Dag numme gevonden ppm Recovery
een K1 1,26
K2 1,65
51 86,8/92,7 99,1%
52 140,8
twee K3 1,94 106%
K4 1,94 1047
83 1,68
S4 1,53
drie K5 1,40 121%
K6 1,46 99,1%
S5 1,41
S6 1;25
vievr K7 1,20 121%
K8 1,31 99,1%
87 1,97
S8 1,52
vijf K9 0,7 121%
K10 2,06 99,1%
s9 1,34
S10 1,43
acht K11l 12 121%
K12 2.3 99,1%
S1l 1,36
s12 1,44
elf K13 afwezig 99,1%
K14 -
S13 afwezig
Sl4 afwezig
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Plasma

K = kontrolegroep ~ = niet onderzocht
S = behandelde groep

Dag numme v gevonden ppm Recovery

een Kl 2,04
K2 2,04
s1 98,2/79,7 120%
52 154,15

twee K3 1,68 1047
K4 1,52 120%
s3 1,88
S4 1,80

drie K5 L, 10 121%
K6 1,17 99,1%
85 1,84
S6 2,22

vier K7 1,20 121%
K8 1,27 99,1%
s7 2,49
S8 2,66

vijf K9 0,9 121%
K10 0,96 99,1%
S9 2,86
510 Jud )

acht K11 0,9 121%
K12 15 L, 99,1%
811 3,07
§12 2,90

elf K13 afwezig
K14 = 121%
S13 afwezig
S14 afwezig
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Vlees

K = kontrolegroep
= behandelde groep

wm

niet onderzocht

Dag numme t gevonden ppm Recovery
een K1 niet aant.b.

K2 -

sl 43 ppm 387%

S2 75-77 ppnm 38%/111%
twee K3 37 ppb

K& -

s3 49 ppb 89%

S4 38 ppb 38%
drie K5 13,2 ppb 2177

K6 =

S5 26 ppb 89%

56 17 ppb 89%
vier K7 19 ppb

K8 -

S7 22,5 ppb 21%

S8 25 ppb 38%
vi jf K9 -

K10 -

s9 8,5 ppb 21%

510 72 ppb 111%
acht K11 -

K12 -

Sl1 8,0 ppb 21%

812 45 ppb 111%
elf K13 —~

K14 -

s13 7,7 ppb 21%

Sl4 26 ppb 11.1%
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Lever

K = kontrolegroep ~ = niet onderzocht
S = behandelde groep

Dag numme ¢ gevonden ppm Recovery
een K1 0,04 ppm 847%

K2 —

Sl 46,27 ppm 847

52 62,4 ppnm 225%
twee K3 0,01 ppm 225%

K4 -

S3 0,30 ppnm 847

S4 0,35 ppm 2257
drvie K5 afwezig 36%

K6 —

S5 0,12 ppm 84%

S6 0,10 ppm 84%
viev K7 niet aant.b. 47%

K8 -

s7 0,06 ppm/afw 47/367%

S8 0,03 ppm 225%
vijf | K9 -

K10 -

S9 0,04/afwezig 47%/36%

s10 0,05 225%
acht K11 -

K12 -

S11 afwezig 36%

S12 0,01 ppm 47%
elf K13 =

K14 -

S13 0,08 ppm 36%

Sl4 0,03 ppm 477%

8332.7



Niev

K = kontrolegroep

S = behandelde gvoep

niet onderzocht

Dag nummnet gevonden ppm Recovery
een K1 0,01 ppm 22%

K2

Sl 79,1 ppm 22%

S2 156 ppm 71%
twee K3 10 ppb 717%

K4

53 0,58 ppm 227%

S4 2,91 ppm 1%
drie K5 33 ppb 77%

K6 -

S5 0,31 22%

S6 0,17 22%
vier K7

K8

s7 72 ppb 1774

S8 100 ppb 71%
vi jf K9

K10

s9 84 ppb 1%

S10 60 ppb 17%
acht K1l

K12

S1l 55 ppb 17%

512 80 ppb 717
elf K13

K14

s13 131 ppb 17%

Sl4 190 ppb 717%

8332.8




