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Projekt : Onderzoek naar voorkomen, gehalte en stapeling van diverse 
diergeneesmiddelen in L & V produkten tevens Ontwikkelen 
met~oden voor aantonen en bepalen van diergeneesmiddelen op 
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Onderwerp : Residuen van chlooramfenicol in eieren, lever en mest na 
intramusculaire toediening bij leghennen 

Dit verslag verschijnt ook als COUP mededeling No . 412 en RIVM-rapport 
nr. 648301001 

Doel: 
Testen bepalingsmethode voor chlooramfenicolresiduen in eieren, verge
lijken van de resultaten met die van de RIVM-methode, en tevens nagaan 
hoe het gehalte aan chlooramfenicol verloopt in eieren gelegd na een 
éénmalige toediening; tevens orientatie over aantoonbaarheid chloor
amfenicol in (kippe)-lever en mest . 

Samenvatting : 
Twaalf leghennen werden geinjecteerd met 75 mg chlooramfenicol per dier. 
Residu analyse in eieren , lever en mest werd uitgevoerd met behulp van 
isocratische 11 reversed phase 11 HPLC met UV (278-280 nm) detectie . 

Conclusie: 
De aantoonbaarheidsgrens van chlooramfenicol in eieren was 0,01 mg/ kg. 
Tien dagen na de injectie was in nog s l echts twee ei eren chlooramfenicol 
aantoonbaar . De verschillen tussen gehalten van vrij chlooramfenicol in 
eieren gelegd op dezelfde dag door verschillende dieren waren zeer groot. 
In de levers van de dieren gedood veertien dagen na de injectie was geen 
chlooramfenicol noch een conjugaat daarvan aantoonbaar . 
De mest geproduceerd de eerste twee dagen na de injectie bevatte zowel 
vrij als geconjugeerd chlooramfenicol, daarna kon geen chlooramfenicol 
meer worden aange toond. 
De bepalingsmethode voor chlooramfenicolres iduen in eieren werkt r ede
lijk goed en geeft resultaten die in grote lijnen overeenstemmen me t 
die, die bij RIVM met andere eieren uit deze proef verkregen zijn . 
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Medewerkers /Samenstellers: mw M. Vis ser-Meijer, drs C.A. Kan (Spelderholt), 

dr C. Elle:IRIVM) 
Projektleider: W. Beek, M. M.L. Aerts 
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Inleiding 

Het gebruik van chlooramfenicol in de veehouderij is een omstreden zaak. 

Enerzijds is het als breedspec trum ant ibi oticum werkzaam tegen zowel 

grampositieve a l s gramnegatieve microorganismen, anderzijds heeft chloor

amfenico l toepassing resistentievorming tot gevo lg en heeft het een 

schadelijke inv loed op het beenmerg en zou de toepassing ervan bij de mens 

in enke l e geval Jen fatale consequenties gehad hebben (Voogd, Manten en 

Van Esch, 1982). ln het verleden waren voor residue ana l yse van anti

biotica s lechts microbio log i scheen/of calorimetrische me thod en beschik

baar, we lke naar de huidige maats t aven een onvoldoende gevoe li ghe id en/ 

of selectiviteit bezaten. In de laa t ste jaren zijn in de l iteratuur ver

scheidene instrumenteel ana lytische methoden beschreven, die wel aan 

deze eisen voldoen (bijv. Bécheiraz et a l, 1983; Bories et al, 1983 ; 

Ho 1 tmannspöt ter en Th i er, 1982; Petz, 1983) . 

Met behu 1 p van door hen beschreven methode konden Bar i es et a 1 ( 1983) 

vaststellen, dat bij kuikens na intramuscu laire injectie de verdw i jning 

van chloo ramphenicol uit v l ees en lever zeer snel (enke le uren) verloopt . 

In de zomer van 1982 kwamen uit West Duitsland berichten dat onderzoekers 

van het Bundes Gesundheits Amt (BGA) in Berlijn 60 dagen na toediening 

nog chlooramfenicol in e ieren konden aantonen. Tot op heden is, voor zo

ver ons bekend, over dit onderzoek nog geenpubl i katie in de wetenschap

pe lij ke 1 iteratuur verschenen. Wel heeft een van de onderzoekers (Prof . 

Somogyi) op een symposium in Züric h in oktober 1982 een aantal gegevens 

bekend gemaakt. Er wordt bij dit onderzoek gebru ik gemaakt van een rad io

immunoassay methode. Omtrent de eigenschappen van het gebruikte anti-

I ichaam, dat in een dergelijke methode een sleutelpositie inneemt, zijn 

geen gegevens bekend. Volgens ditduit seonderzoek dalen de residuen in 

eie ren in 10-15 dagen van 1 mg/kg ei naar 1 ~g/kg en het niveau blijft 

daarna 60 dagen op 0,5-1 ~g/kg. 

Om over het ver loop van residuen in e ieren nadere gegevens te verkr ij gen, 

werd een proef uitgevoerd, waarbij een twaalftal l eghennen intramuscula ir 

werd geïnjecteerd met chlooramfeni co l opgelost in polyethyleenglycol. 

Voor deze proef we rd gebru ik gemaakt van analysemethoden met behulp van 

HPLC ontw ikke ld op RIKILT en RIVM op bas is van in de 1 ite ratuur beschre

ven methoden. 
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De detectiegrens van deze analysemethoden in eieren is circa 0,01 mg/kg. 

Ook werd nagegaan of chlooramfenicol in gebonden vorm (d.w.z. als conjugaat) 

in ei, lever of mest aanwezig was. Deze conjugaten kunnen name! ijk bij orale 

opname weer gesp! itst worden en zo alsnog tot problemen leiden. 

Materiaal en methoden 

Aan twaalf individueel gehuisveste leghennen werd op 16 mei 1983 in de 

namiddag (dag 0) intramusculair 75 mg chlooramfenicol opgelost in poly

ethyleenglycol per dier toegediend (ca. 50 mg/kg I ichaamsgewicht). 

De eieren gelegd op dag -1 en 0 werden als controle materiaal beschouwd. 

Van al Je dieren werden de hardschal ige eieren gelegd op de dagen 1 t/m 

14 verzameld voor analyse. De eieren werden individueel geanalyseerd. 

Per dier werd de mest van de dagen 1 t/m 6 als mengmonster per twee dagen 

verzameld voor analyse. 

Op dag 14 in de namiddag werden de dieren gedood, waarna lever, ovarium 

en eieren ult de schQ&lkl ier p&;· dier voor an&lyse werden verzameld. 

Alle monsters van de dieren 1 t/m 6 werden voor analyse naar het RIKILT 

gebracht, de monsters van de dieren 7 t/m 12 naar het RIVM. 

Chemisch onderzoek ------------------
A. RIVM 

De analyse in eieren geschiedde volgens het voorschrift opgenomen in 

bijlage 1. Het principe hiervan verschilt niet van de RIKILT methode. 

De analyse in lever en mestmonsters werden- al dan niet na incubatie 

met glucuronidase/sulfatase- op dezelfde wijze uitgevoerd. De behande

ling met glucuronidase/sulfatase verliep als volgt: 10 gram mest wordt 

gemengd met 25 mi water en 2 mi acetaat buffer (41 gram natrium acetaat 

wv en 30 gram azijnzuur per 1 i ter water); Na homogeniseren wordt de pH 

gebracht op 4,5-5,0. Toegevoegd wordt 0,2 mi glucuronidase/sulfatase op

lossing (Boehringer Mannheim art. 12ï698) en na opnieuw homogeniseren 

wordt een uur geincubeerd bij 38°C. 
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B. RIKILT 

De bepaling van chlooramfenicol in eieren, kliereieren en ovarium werd 

uitgevoerd volgens het voorschr ift beschreven in DGM 30 (bijlage 2). 

Het principe van de bepaling berust op extractie met ethylacetaat, zui

vering door vloeistof-vloeistof verdeling en analyse met i socratische 
11 reversed phase'' HPLC met UV (278 nm) detectie. De eieren van dier 6 

zijn voor de analyse behandeld met glucuronidase/sulfatase (Merck 4114) 

om moge! ijke conjugaten eerst t e sp lit sen (zie bijlage 2). 

Lever en mest (al dan ni et na behandeling met glucuronidase/sulfatase) 

werden geanalyseerd volgens de RIKILT methode beschreven in DGM 25 (niet 

opgenomen in dit rapport). Deze methode bevat in vergel ijking tot DGM 

30 extra reiniging ss tappen. 

Resultaten en discussie 

Ql~~l?!:2~f 

Twee dieren (no. 3 en 11) hebben, vermoedel ijk door de stress van over

plaatsing en individuele hui svesting in de proefperiode s l echts één hard

schalig ei gelegd. Dier 3 heeft weliswaar nog een achttal windeieren ge

produceerd, doch deze gingen allen verloren. De overige tien dieren hebben 

een normale eiprodukt i e van 85-90% gehad. 

De resultaten van de analyses van de e ieren zijn weergegeven in de 

tabellen 1 (RIKILT) en 2 (RIVM). De totaal gemiddelden en hun standaa rd

deviatie zijn gegeven in tabel 3 en een grafisch overzicht in figuur 1. 

Uit de resultaten bi ijkt dat de verschillen tussen dieren groot z ijn. 

De eieren van dier 6 zijn onderzocht na incubatie met glucuronidase/ 

sulfatase. Aangezien de gevonden waa rden nietduidelijk hog er I iggen dan 

bij andere dieren, mag worden aangenomen dat in eieren chlooramfenicol 

conjugaten ni et in aanzien! ijke hoeveelheden voorkomen. 

De resultaten van de analyses van dooier en wit afzond er! ijk geven aan, 

dat chlooramfenicol zich vooral in de dooier bevind, wat gezien het 

I i pofiele karakter van de stof n iet te verwonderen is. 
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Uit het feit, dat in de eieren ge legd op dag 1 (17 mei) al hoge gehaltes 

chlooramfenicol gevonden worden, volgt dat, omdat de dieren in de na

middag als de e ivorming al begonnen is geïnjecteerd zijn, chlooramfen ico l 

ook tijde ns de eivorming in het e i t e r ec ht kan komen . 

Uit de totaa l resultaten, zoals weergegeven in fuguur 1, 1 ijkt er rond 

dag 4 een soort plat eau in de geha lten te zijn, terw ij l na dag 6 een 

sne ll e daling op treed t. Een verk la ring voor dit verloop is niet voor 

handen. In vrijwel a lle eieren bleek 10 dagen na de i nj ec tie ch loor

amfenicol ni et meer aantoonbaar (minder dan 0,01 mg/kg) te zijn . 

De eieren aanwezig in de schaa l kJ ier e n de ovar ia op het moment van doden 

va n de dieren 1 t/m 4 en 8 t/m 12 bevatten geen aantoonbare hoeveelheden 

chlooramfenicol (d.w.z. minder da n 0,01 mg/kg). Van de d ie r en 5 en 6 

werden de monsters wegens de r esu ltaten van de eerste v ie r dieren niet 

onderzocht, t erwijl van dier 7 het kl ierei 0,028 mg/kg en het ovar ium 

0,024 mg/kg ch looramfenic o l bevatte. Er is geen verklaring voor de discre

pantie tussen deze resultaten en het onderzoek van de e ieren gelegd doo r 

dit dier in de voorafgaande zes dagen, die a l Ie geen aantoonbaar r esidu 

bevatten. 

De recove ry van toegevoegd chloo ramf e ni co l was bij de (k l ier)eieren ca. 

80% e n bij de ova ri a ca. 65%. 

Lever 

Levermonsters werden na inc ubat ie met gl ucuron idase/sulfatase onderzocht 

op het gehalte aan chlooramfeni co l. In geen van de monste r s kon, zoa l s ver

wacht mocht worden gezien de per iode van 14 dagen tussen injectie en 

mo nstername , ch loo ramfeni co l worden aangetoond (detectiegrens voo r lever 

0 , 0 5 mg I kg ) . 

De recovery van t oegevoegd ch looramfen ico l was ca. 50%. 

Mest 

De gegevens van dit gedeelte , dat een sterk crienterend karakter had en 

daarom niet gestandaa rdi seerd werd uitgevoerd staan (gedeeltelijk) in 

tabe 1 4. 

Mest werd zowe l voor a ls na incubati e met g luc uronidase/su l fatase onde r

zocht. De mest verzameld op dag 1 e n 2 bevatte vrij grote hoevee lheden 

chlooramfeni co l varierend van 2 to t 180 mg/kg. 
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De mest van de dagen 3/4 en 5/6 bevatte wein ig of geen chlooramfenicol. 

Door incubatie gedurende 1-1! uur met glucuron idase/su l fatase nam het 

bepaalde geha lte chlooramfenicol in de mest voor sommige dieren nauvte-

1 ijksen voor andere tot een factor twee toe. De individuele versch il Jen, 

zovte 1 in geha 1 te a Is in toename na incubatie waren zeer groot . 

Incu bati e van mestmonsters gedurende een nacht (ook zonder glucuronidase/ 

su lfatase) veroorzaakt een (vrijwel) tota l e verdwijning van chloor amfe

nicol zovtel in mons t ers uit de proef als na toevoeging van chlooramfenicol. 

Aangezien een waterige oplossing van ch looramfenicol bij incubatie wel 

stab ie l was, I ijken bestanddelen van de mest voor deze afbraak verant

\'/Oordel ij k. 

De recovery van toegevoegd chlooramfenico l var ieerde van 50 tot 80%. 

Bij de mest ana l yses uitgevoerd op het RIKILT, viel het op, dat een 11voor

piek1 1 in het chromatagram van de mestmonsters van dag 1 en 2 iets \'las 

toegenomen en op de dagen 3/4 en 5/6 zeer nadrukkei ijk aanwezig was, 

terwijl ch looramfenico l zelf niet meer aa ntoonbaar was (zie figuur 2) . 

Een verk laring hiervoor is ni e t voor handen. 

Conclusies 

Na injectie met 75 mg chlooramfenico l per dier bij leghennen zijn residuen 

in eieren na 10 dagen ni et meer aantoonbaar (minder dan 0,01 mg/kg). 

Deze afname komt overeen met (niet gepub l iceerde) gegevens van mede

werkers van het BGA (Berlijn). 

De verschillen tussen gehalten van chlooramfenicol in eieren gelegd op 

dezelfde dag door verschil l ende d ieren kunnen zeer groot z ijn. Ook 

tijdens de eivorming kan ch l ooramf en icol in het ei doordringen . 

De onderzochte eieren bevatten geen aanzien! ijke hoeveelheden chloor

amfenico l conjugaten, d ie door g lu curonidase/sulfatase gesp li tst kunnen 

worden . De levers bevatten 14 dagen na de inj ect ie geen aantoonbare resi

duen meer . 

Mest bevat de eerste twee dagen na de injecti e chlooramfenicol in zowel 

vrije a l s geconjugeerde vorm . De hoevee lheid ch looramfen ico l in de mest 

en de mate van conjugatie ervan varieert zeer sterk tussen de dieren. 

Na twee dagen is de u it scheiding via mest vr ij wel nul . 
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Tabe 1 1 Ch looramfen icol i n eieren (RIKILT-ana lyses) ~ 

datum - 1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

kipnr. 15/05 16/05 17/05 18/05 19/05 20/05 21/05 22/05 23/05 24/05 25/05 26/05 27/05 28/0 5 29/0 5 30/0: 

<0,01 - 12' 1 - 2 , 5 3,0 3,5 2 , 8 - 2, 1 0 , 73 0,04 - - <0 ,01 <0 , 0 

2 <0,01 <0,01 7, 9 - 3, 5 3,3 3 , 7 3 , 1 2, 5 0,36 - <0 , 01 <0 , 01 <0,01 <0, 01 <0 , 0 

3 - - - - - - - - - - - - - <0, 01 

4 <0,01 <0, 01 12,4 1 , 9 2,2 - 2,9 - 1, 5 0,66 0 , 09 <0 , 01 <0,01 - <0 , 01 <O ,o · 
wit 0,54 wit 0 ' 16 wit 0 ,01 
dooie r 4,7 dooier 7,1 dooier 3,6 

5 - <0 , 01 - - 4 , 2 5,8 - 2,4 - - 0,09 <0 , 01 <0,01 - <0, 01 <O, o· 
wit 1 , 2 wit 1 , 0 wit 0,10 
dooi er 8, 7 dooi er 11 , 6 dooi er 5, 7 

6 <0 , 01 <0,01 9 , 7 - 3 , 1 3 , 5 3,6 3,4 2,8 1 '2 0' 1 0 <0,0 1 <0 , 01 <0, 01 <0 , 01 <0 , 0. 

Gem . ~~ <0 , 01 <0 , 01 10 ,5 1 '9 3 ' 1 3,9 3,4 2 ,9 1 ' 9 1 , 1 0 ,25 0,01 <0,01 <0,01 <0 ,01 <O , o· 

~ all e ge ha lten z i j n in mg/kg heel ei en gecorrigeerd voor de gemiddelde recovery (=70%) 

geen ei aanwez i g van die dag 

ü waa rden 0,01 bij berekenen gemiddelde gelijkgesteld aan 0 ,005 



'fäbel 2 Chlooramfenicol in eiere (RIVM-anal yses)* 

datum -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 11 12 13 1 4 

ki pn r. 15/05 16/05 17/05 18/05 19/05 20/05 21/05 22/05 23/05 24/05 25/05 26/05 27/05 28/05 29/05 30/05 

7 <0,01 <0 '01 4,5 3,0 3' 1 3,0 - 1 '9 1 ,2 0,48 <0,01 <0 '01 <0 '01 <0,01 <0' 01 <0' 01 

8 <0' 01 <0 '01 - 8,3 3,6 4,4 4,0 3,2 1 '5 0,31 - <0,01 <0 ' 01 <0' 01 <0 '01 <0 '01 

9 <0,01 <0' 01 - 7,6 3,0 3,0 2,9 2,5 0 '61 0 '15 <0,01 <ij' 01 <0' 01 <0,01 <0' 01 <0' 01 

1 0 <0 '01 < 0' 01 - 11 '8 3,4 3,4 4,0 - 2,7 1 '3 0,38 0 , 02 <0,01 <0' 01 <0 '01 0,03 

11 - - - - - - - - - - - - - - <0,01 

12 <0' 01 <0 '01 10,9 2,6 3,0 3,5 2,7 1 '4 0,31 0,29 <~,01 <0 '01 <0' 01 <0' 01 <0' 01 <0' 01 

Gem i dd .** <0, 01 <0 '01 7,7 6,7 3,2 3,5 3,4 2,2 1 '3 0' 51 0' 1 0 <0 '01 <0,01 <0 '01 <0,01 <0,01 

*alle gehalten zijn in mg/kg heel ei, en gecorrigeerd voor de gemiddelde recovery (=80%) 

- geen ei aanwezig van die dag 

**waarden <0,01 bij berekenen gemiddelde gelijkgesteld aan 0,005 



Tabel 3 Gemiddelde chlooramfenicolgehalten in eieren in mg/kg 

(gemiddelde van 10 dieren en standaarddeviatie) 

Datum ei dag t. i.v . geha 1 te 
injectiedatum 

15/05 -1 <0,01 

16/05 0 <0,01 

17/05 +1 9,6 .:!: 3,3 

18/05 2 5,9 .:!: 4' 0 

19/05 3 3,2 .:!: 0,6 

20/05 4 3,7 .:!: 0,9 

21/05 5 3,4 .:!: 0' 5 
22/05 6 2,6 .:!: 0 '7 
23/05 7 1 '5 .:!: 0,9 

24/05 8 0,76 .:!: 0,64 

25/05 9 0' 18 .:!: 0,26 

26/05 1 0 <0,01 .:!: 0' 01 

27/05 11 <0,01 

28/05 12 <0,01 

29/05 13 <0,01 

30/05 14 <0,01 



Tabel 4 Chlooramfenicolgehal ten in mest van dag 1 en 2 in mg/kg 

kipnr. zonder incubatie Na incubatie 

1 '7 2,7 

2 12 27 

3 168 178 

4 18 30 

5 52 100 

6 34 53 

7 20 18 

8 150 170 

9 95 

10 " 110 95 

11 90 11 0 

12 70 75 
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EIEREN - BEPALING VAN HET GEHALTE AAN CHLOORANFENICOL NET HOGE DRUK 

VLOEISTOFCHRO~~TOGRAFIE 

G.Ellen en J.P.Schols 

ONDERWERP EN TOEPASSINGSGEBIED 

Deze methode van onderzoek bes chrijft de bepaling van het gehalte aan 

chlooramfenicol (CAP) in kippe-eieren . Behalve voor eieren is de methode 

waarschijnlijk ook toepasbaar voor andere produkten van dierlijke oor

sprong, zoals melk, vlees en organen. De onderste bepaalbaarheidsgrens 

is 0,01 mg CAP/kg analysemonster. 

2 DEFINITIE 

Onder het gehalte aan CAP wordt verstaan de hoeveelheid CAP aanwez1g 1n 

de waar, bepaald volgens de beschreven analysemethode en uitgedrukt als 

mg CAP/kg analysemonster . 

3 BEGINSEL 

Van het gehomogeniseerde ei wordt een afgewogen hoeveelheid samen met 

acetaatbuffer, natriumsulfaat en ethylacetaat gehomogeniseerd. Na af

scheiden van de vloeistoffase wordt het vas teresidu nog twee keer met 

ethylacetaat gehomogeniseerd. De verzamelde ethylacetaat extracten wor

den achtereenvolgens met een zwak basische en een zwak zure verzadigde 

keukenzout oplossing gewassen. Na drogen wordt het ethylacetaat extract 

onder vacuüm ingedampt tot droog, het residu opgelost in een klein volume 

207. acetonitril in wate r waarna vervolgens wordt geëxtraheerd met petro

leum ether 40-60 en pentaan. Na verwijderen van de pentaanlaag wordt in 

de waterige acetonitriloplossing met reversed phase vloeistofchromatogra

fie het gehalte aan CAP gemeten. Kwantificering geschiedt aan de hand van 

één of meer externe standaarden. 

QEJE!:E~i~g: Indien in het te onderzoeken materiaal het CAP vermoedelijk voor 

een deel aanwezig is als glucuronide (bijv. in urine, mest, or

ganen of vlees), en men wil zowel het vrije als het gebonden 
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CAP bepalen, dan moe t voorafgaand aan het homogeni se ren met 
0 ethylacetaat het monster bij pH 4-5 en 37-40 C gedurende 

I uur worden geincubeerd met 8-glucuronidase/sulfatase . 

4 REAGENTIA EN HULPSTOFFEN 

Tenzij anders is vermeld moeten alle reagentia en oplosmiddelen van analyse

kwaliteit zijn. Gebruik, tenz ij anders aangegeven, uitsluitend gedestilleerd 

wate r. 

4. I e Acetaatbuffer, c(CH3COO) = I mol/1: Los 41 g natriumace taat (CH3COONa) 

en 30 g azijnzuur op in '"'a t e r (bides t) en vul met \.Jater (bides t) aan tot 

4.2 

4.3 

4.4 

4.5 

4 . 6 

Natriumsulfaat, watervrij . 

Ethylacetaat. 

Zeezand, gewassen en gegloeid . 

Watten. 

Verzadigde keukenzoutoplossing . 

4.7 Natriumhydroxide oplossing, c (NaOH) 

4.8 Petroleum ether 40-60 . 

4.9 n-Pentaan. 

4. 10 Ace toni t ril. 

I mo 1 I li ter . 

4.11 Ace tonitril oplossing 1n water, 20% (v/v) . 

I liter. 

4. 12 Geconcentreerde standaardoploss ing van chlooramfenicol 1n methanol, 

1000 mg CAP/1: Weeg in een 100 rol maatkolf 100,0 mg CAP (Boehringe r 

Hannheim:l: , art. 103250) af, vul met methanol aan tot 100 ml en schud 

tot een homogene oploss ing i s verkregen . 

4.13 Verdunde standaardoplossing van chlooramfenicol in methanol, 20 mg 

CAP/1: Pipe tteer 2 ml van de standaardoploss ing 4. 12 in een 100 ml 

maatkolf. Vul met methanol aan tot 100 ml en meng . 

4. 14 Werk-s tandaard oplossingen van chlooramfenicol in acetonitril/water, 

20% (v/v), 0,2, 0,4 en 1,0 mg/ 1: Pipetteer in 3 100 ml maatkolven 

resp. I, 2 en 5 ml van de standaardoplossing (4. 13), vul me t aceto

nitril/water oplossing (4.1 I) aan tot een volurne van 100 ml en meng. 

QE~~E~i~g: Hits in het donke r in een koelkast bewaard, zijn op lossingen 

van CAP in methanol vrijwel onbeperkt houdhaar . De standaard

oplossingen in waterbeva tt ende media (4.14) moeten bij beware n 

* He t ve rme lde n van specif ieke merk- of hande l snamen dient uit s luitend 
ter identifica tie en vormt geen aanbeve ling. - 3 -
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1n een koelkast maandelijks vers worden bereid . 

4.15 Loopvloeistof voor HPLC: Meng 800 ml water (bidest) met 200 ml aceto

nitril en JO ml acetaatbuffer (4.1). Filtreer de oplossing door een 

I ~ PTFE membraanfilter. 

5 TOESTELLEN t GLAS\YERK EN HULPHIDDELEN 

In een analytisch-chemisch laboratorium normaal aanwezige apparatuur en in 

het bijzonder: 

5. I Ultra Turrax mixer. 

5.2 Centrifuge. 

5.3 Vacuüm rotatieverdamper. 

5.4 Scheitrechterst 250 ml. 

5.5 Doseerpipet (bijv. Finnpipett) met een volume instelbaar van Ot5-5 ml 

en bijbehorende plastic pipetpunten. 

5.6 Centrifugebuizent ca. JO ml. 

5.7 Vortex mixer. 

5.8 Hogedruk vloeistof chromatografisch systeemt bestaande uit: 

5.8.1 HPLC-pompt bijv. Waters type M 6000 A. 

5 .8 .2 Injectort bijv. Waters, type U 6 K. 

5.A.1 Voorkolom, 2,3 x 0,39 cm inwendig, gevuld met Bondapak C JS/Corasil 

(Haters). 

5.8.4 Reversed phase kolom, bijv. Waters, ~-Bondapak CIS, JO ~' 

30 x 0,39 cm inwendig of Waters Z-Module met CIS kolom, JO~, 

JO x O,S cm inwendig. 

5.S.5 UV-detector, instelbaar op 278 of 280 nm, bijv. Waters, type M 440 . 

5.8.6 Recorder met variabel meetbereik. 

5.9 Injectiespuit, geschikt voor injiciëren in de injector (5.8 . 2) van het 

HPLC systeem, JO - 250 ~1. 

5.10 Filtreerapparaat, uitgevoerd in glas, met bijbehorende membraanfilters 

(PTFE, 0,5 of I IJ). 

6 MONSTERVOORBEHANDELING 

Breek de schaal van het ei en kluts de inhoud met een vork in een bekerglas 

tot een dun-vloeibare en op het oog homogene massa is verkregen. 
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7 \~ERK\HJZE 

7. I ~~~!~~~E9!!i~· Weeg van het gehomogeniseerde ei JO gram af op 0,01 

gram nauwkeurig in een 250 ml konische kolf. Voee toe 2 ml acetaat

buffer (4.1), 100 ml ethylacetaat (4.3) en 25 ~natriumsulfaat (4.2). 

7.2 ~~!~i~i~g-~~~-~~~-!~~~-~~~E~~!· Homogeniseer de inhoud van de konische 

kolf met de Ultra Turrax, I minuut bij 10.000 toeren per minuut. Decan

teer de bovenstaande vloeistof via een glazen trechter, voorzien van 

een wattenprop met daarop een laagje zand (4.4) in een 250 ml schei

trechter. Extraheer het vasteresidu in de konische kolf nog twee 

keer met 50 ml ethylacetaat m.b.v. de Ultra Turrax (I min. 10.000 toe

ren per minuut) en decanteer de vloeistof via de trechter met watten 

prop en laagje ~and in de scheitrechter. 

monsters worden geanalyseerd met sterk uiteenlo-

pende geha lten aan CAP, moet om besmetting te voorkomen, 

de Ultra Turrax ~rondig worden ~ereini~d v66rdat een nieuw 

monster ermee bewerkt wordt. In de praktijk is gebleken dat 

twee keer spoelen van de Ultra Turrax met water, daarna twee 

keer met aceton en tenslotte nog één keer met water, vol

doende is: Besmetting van een blanco monster, behandeld 

na een monster dat mg/kg hoeveelheden CAP bevatte·, was niet 

meetbaar. 

7.3 ~~!~~!!~8-~~~-~~!-~~!!~~!· Voeg aan de verzamelde ethylacetaatextracten 

in de scheitrechter 25 ml verzadigde keukenzoutoplossing en I ml natrium

hydroxide oplossing (4.7) toe. Schud gedurende I min. en verwijder de 

waterige fase. Voeg vervolgens 25 ml verzadigde keukenzoutoplossing 

en I rol acetaatbuffer (4. I) toe en schud weer gedurende min . Ver-

wijder de waterige laag en droog de organische laag in een konische kolf 

met natriumsulfaat (4.2). Filtreer de oplossing via een vouwfilter in 

een rondbodem kolf en spoel het droogmiddel en de konische kolf met 20 

ml ethylacetaat na. Destilleer het oplosmiddel m.b.v. de rotatieverdam

per onder verminderde druk af bij een badtemperatuur van 50 °C, Verwij

der de laatste resten ethylacetaat uit de kolf met residu door een 

zachte stikstofstroom in de kolf te leiden. 

- 5 -
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QE~~!~i~g: In verband met het overbrengen van het residu na het droog

dampen is het gewenst dat dit zich in een niet al te grote 

kolf bevindt. Daarom kan het afdampen het beste in twee stop

pen gebeuren in bijv . een ISO ml rondbodem kolf . 

7.4 ~~~!~E!~~~i~g. Breng van het taai-vloeibare residu in de rondbodem kolf 

met een Pasteur pipet zoveel mogelijk over in een centrifugebuis (5.6). 

Breng met een doseerpipet (5.5) I ml acetonitril/wateroplossing (4,1 I) in 

de kolf en zwenk deze even om, Breng de inhoud van de kolf met dezelfde 

Pasteur pipet over in de centrifugebuis. Spoel de kolf na met 7 ml petro

leum ether (4,8) en voeg de petroleum ether met de Pasteur pipet toe aan 

de inhoud van de centrifugebuis. Meng de inhoud van de centrifugebuis 

intensief. bijv. I min . op de Vortex mixer. Centrifugeer bij 2000 toeren 

per minuut en verwijder de organische laag. Voeg 5 ml n-pentaan toe en 

schud weer gedurende I minuut krachtig. Centrifugeer en verwijder de pen

taanlaag. De waterige laag (= de meetoplossing) wordt geanalyseerd met 

HPLC. 

7.5 ~i!Y~~!i~g_y~~-~~-~~!i~g~~ · Schakel de spanning in van de HPLC-appara-

tuur en stel de diverse parameters als volgt in: 

golflengte (detector) 280 nro 

gevoeligheid (detector) o.oos A 

meetbereik recorder 10 mV 

papiersnelheid recorder o.l mm/sec. 

stroomsnelheid loopvloeistof: voor de 0,39 x 30 cm kolom I .s ml/min 

en bij gebruik van de 0,8 x 10 cm 

kolom (Z- Module), 5 ml/min. 

Wacht tot de recorder een stabiele basislijn schrijft (doorgaans 10 à 

15 min.) en spuit dan achtereenvolgens 100 ~1 in van elk der drie 

werk-standaardoplossingen (4. 14). Controleer of piekhoogten en retentie

tijd voor CAP gelijk zijn aan die verkregen voor deze standaardoplossingen 

op voorgaande dagen. 

Spuit vervolgens 100 ~l in van de meetoplossing (7.4) en controleer of 

een piek in het chromatagram aanwezig is met dezelfde retentietijd als 

CAP. Onder invloed van matrix bestanddelen kan de retentietijd van 

CAP voor een meetoplossing enigszins afwijken t.o.v. die voor een stan-
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daardoplossing. Controleer dit in twijfelgevallen door een mengsel 

van JOO.~l meetoplossing en 2 ~1 standaardoplossing 4. J3 in te 

spuiten (st3ndaardadditie). 

Indien de piek afkomstig van CAP in de meetoplossing meer dan twee 

keer zo hoog is als die voor de hoogste standaardoplossin~, spuit 

dan opnieuw een hoeveelheid meetoplossing in, en wel zoveel dat de 

piek voor CAP maximaal twee keer zo hoog wordt als die verkregen voor 

de hoogste standaardoplossing. Als dit ertoe leidt dat minder dan 

JO ~1 moet worden ingespoten, voer dan een passende verdunning uit 

van de meetoplossing met acetonitril/water oploss ing (4 . JJ). 

Spuit, nadat alle meetoplossingen van de monsters zijn geanalyseerd, 

opnieuw achtereenvolgens JOO ~1 van elk der werk-standaardoplossingen 

(4. J4) in en controleer of de piekhoogten en retentietijd gelijk Z1Jn 

aan die ge registreerd vóórdat de meetoplossingen van de monsters 

waren ingespoten. 

Spoel vervolgens de HPLC kolom schoon door ca. JO kolomvolumes 

water en daarna ca. JO kolomvolumes methanol door te pompen. Laat de 

kol om gevuld met methanol totdat deze weer voor een volgende ser ie 

analyses gebruikt moe t worden. 

7.6 ~l~~~~· Voer eer blanco bepaling uit door alle handelingen bes chre

ven in 7.J t /rn 7.5 te verrichten, waa~bij als analysepor tie 7 ml 

water wordt ~enomen . Indien bij de me tin~ van de blanco meetoplos

sing een piek wordt verkregen die qua hoogte overeenkomt met meer 

dan JO ~g CAP/ke , berekend op een analyseportie van JO ~ , dan di ent 

de oorzaak van deze besmettinR te worden opResryoord. 

8 BEREKE~ING 

Bereken het gehalte aan CAP 1n het monster met de volgende formule: 

g 

waarin: 

c.Vst.Vm 
Vi.m 

e gehalte aan CAP in het monster 1n mg/kg. 

= piekhoogte, in mm , verkregen voor CAP bij inject ie van de mee top

lossing. 

- 7 -
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piekhoogte, in mm, verkregen op de retentietijd van CAP bij injectie 

van de blanco meetoplossing. 

gemiddelde piekhoogte, in mm, verkregen bij injectie van de standaard 

die qua piekhoogte het dichtst bij de meetoplossing ligt, vóór en na 

injectie van de meetoplossingen. 

gehalte in mg CAP/1 van de betreffende standaardoplossing, 

Vst geinjicieerde volume, in ~1 van de betreffende standaardoplossing, 

(doorgaans 100 ~1). 

Vm volume, in ml, van de meetoplossing (doorgaans I ml). 

Vi geinjicieerde volume, in ~1, van de meetoplossing (doorgaans 100 ~1). 

m = de analyseportie, uitgedrukt in grammen (doorgaans 10 g). 

9 OPMERKING 

Opbrengstexperimenten op een toevoeeingsniveau van 0, I mg CAP/kg, leverden 

een gemiddelde opbrengst op van 877., uiterste waarden 72- 1027. (n=9), 

Bij een toevoegingsniveau van 3 mg/kg bedroeg het percentage teruggevonden 

CAP 807. . 

Aanbevolen wordt om bij elke ser1e monsters die wordt geanalyseerd tevens 

een monster te analyseren waaraan een bekende hoevee lheid CAP is toegevoegd , 

en de volgens 8 berekende gehalten te corrigeren voor het gevonden opbrengst

percentage. 
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INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. DGM. 30 

2e oplage (1983- 07-22) 

Bepaling van chlooramphenicol in kippe-eieren door middel van HPLC 

1. Doel en toepassingsgebied 

Met de methode kunnen residuen van "vrij chlooramphenicol" alsook het 

"totale chlooramphenicol", door enzymatische omzetting van de voor

naamste metaboliet (chlooramphenicolglucuronide) worden bepaald. 

De onderste grens van aantoonbaarheid bedraagt ca. 5 ppb. Het terug

vindingspecentage bedraagt 70 7. . Het niveau ligt tussen 10 ppb- 1 ppm • . 

2. Principe 

Chlooramphenicol wordt met ethylacetaat uit het monster geextraheerd. 

De glucuronidevorm wordt eerst met behulp van een enzym omgezet tot 

chlooramphenicol. 

Het extrakt wordt gezuiverd door vloeistof-vloeistofextrakties. Een 

waterig extrakt wordt dan op pH 10,4 gebracht, waarna een vloeistof

vloeistofextraktie met diëthylether volgt waarbij chlooramphenicol in 

de etherfase overgaat. De etherfas e wordt verdampt en chlooramphenicol 

wordt opgelost in water en gezuiverd met behulp van tolueen. 

Hierna volgt analyse van de waterfase met behulp van !socratische 

"reversed phase" hogedrukvloeistofchromatografie met UV- detektie bij 

278 nm. 

3. Reagentia 

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

hogere kwaliteit indien vermeld. 

3.1 Millipore-water. 

3.2 Methanol, Lichrosolv kwaliteit (b.v. Merck art. 6007). 

3.3 IJsazijn (BDH art. 10001). 

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

3.5 Acetonitril, Uvasol kwaliteit (b.v. Merck art. 16). 
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3.6 lsooktaan (b.v. Merck art. 4727). 

3.7 n-Bexaan (b.v. Merck art. 4367). 

3.8 Di~thylethér, Uvasol kwaliteit (b.v. Merck art. 930). , 

3.9 Natriumsulfaat, droog (b.v. Merck art. 6649). 

3.10 Natriumchloride (b.v. Merck art. 6404). 

3.11 Kaliumchloride (b.v. Merck art. 4936). 

3.12 Tris(hydroxymethyl)aminomethaan (b.v. Merck art. 8382). 

3.13 6-Glucuronidase/arylsulfatase (b.v. Merck art. 4114). 

3.14 Tolueen (b.v. Merck art. 8325). 

3.15 Chlocramphenicol standaardstof (Sigma art. C-0378). 

• 
3.16 Natriumchlorideoplossing 4% 

Los 40 g natriumchloride (3.10) op in millipore water (3.1), vul aan 

tot 1000 ml en meng. 

3.17 Verzadigde kaliumchlorideoplossing 

Los kaliumchloride (3.11) op in 100 ml millipore water (3.1) tot ver

zadiging (> 34 g). 

3.18 Natronloog 3N 

Los 12 g natriumhydroxyde (Merck art. 6498) op in 100 ml water. 

3.19 o-Fosforzuur 3M 

Los 17,2 ml o-fosforzuur (Merck art. 573) op in water en vul aan tot 

100 ml. 

3.20 Buffer pH 10,4. 

Los 12,1 g tris(hydroxymethyl)aminomethaan (3.12) op in 1 liter milli

pore water (3.1) en stel de pH in op 10,4 met 3N natronloog of 

3M o- fosforzuur. 
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3.21 Natriumacetaat (b.v. Merck art. 6268). 

3.22 Buffer pH 4,3 

Los 3,4 g natriumacetaat (3.21) op in ca. 500 ml water en stel de pH 

met water verdunde ijsazijn in op pH 4,3 en vul aan tot 1000 ml en 

meng. 

3.23 HPLC eluens 

Meng 700 ml water (3.1) met 300 ml methano~ (3.2) en 10 ml ijsazijn 

(3.3) en filtreer het geheel door een millipere filter (0,45 ~m). 

3.24 Standaardstamoplossing (oplossing A) 

Weeg ca. 50 mg chlooramphenicol (3.15) nauwkeurig op 0,1 mg af in een 

100 ml maatkolf. 

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

3.24.1 Breng 10,0 ml van de standaardoplossing A in een 100 ml 

maatkolf, vul aan met millipore water (3.1) en meng (oplossing B). 

Breng 10,0 ml van oplossing B in een 100 ml maatkolf, vul aan met 

millipore water ( 3.1) en meng. 

Pipetteer 10,0; 20,0 en 40,0 ml van deze oplossing in afzonderlijke 

maatkolven van 100 ml. Vul deze aan met water (3.1) en meng. Deze 

oplossingen hebben een concentratie van resp. 0,5; 1,0 en 2,0 ~g/ml 

(oplossing D, Een F). 

Oplossing C heeft een concentratie van 5,0 ~g/ml. 

4. Apparatuur 

4.1 Ultra-Turrax met 18N staaf. 

4.2 Rotatieverdamper (waterbad temp. 40°-50°C). 

4.3 Centrifuge (MSE coolspin temp. 10°C 6000 rpm). 

4.4 Hogedrukvloeistofchromatografische apparatuur met UV-detectie. 

4.5 pH meter. 

DGM30.3 - 4 -



- 4 -

4.6 Broedstoof (37°C). 

4.7 Stikstof. 

4.8 Normaal laboratorium glaswerk. 

5. Werkwijze 

5.1 Voorbewerking 

Weeg in een bekerglas van 800 ml het struif van een ei af (ca. 50 g) 

en voeg toe 100 ml buffer pH 4,3 (3.22). 

5.2 Hydrolyse (enzymatisch) 

Voor de bepaling van "totaal" chlooramphenicol dient het voornaamste 

metaboliet, namelijk de glucuronidevorm, te worden omgezet tot 

chlooramphenicol. Deze stap kan achterwege worden gelaten indien men 

alleen het ''vrije" chlooramphenicol wil bepalen. 

Voeg aan de voorbewerkte massa 200 ~1 8-glucuronidase/arylsulfatase toe 

en meng het geheel gedurend~ 3 minuten met een Ultra-Turrax en spoel 

de staaf af met 5 ml water. Zet het met parafilm afgesloten bekerglas 

gedurende 16 uur in een broedstoof bij 37°C. 

5.3 Extraktie. 

Breng nu nauwkeurig 300,0 ml ethylacetaat in het bekerglas en meng 

gedurende 3 minuten met een Ultra-Turrax en spoel hierna de staaf af 

met 5 ml water. 

Voeg nu ineens 350 g natriumsulfaat (3.9) toe en homogeniseer het 

geheel met een roerstaaf gedurende 2 minuten. Centrifugeer de sub

stantie gedurende 5 minuten bij l0°C en 4500 rpm. Breng 150,0 ml van 

het supernatant met een pipet in een indampkolf van 250 ml. Damp de 

ethylacetaatfase af op een rotatieverdamper tot er een olieachtig 

residu overblijft. 

5.4 Zuivering 

Neem het residu op in ca. 20 ml acetonitril en breng het met 50 ml 

isooctaan kwantitatief in een 250 ml scheitrechter. Schud de afgeslo

ten scheitrechter gedurende 1 minuut en laat de fasen scheiden . 
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Laat de onderstaande acetonitrilfase af in de 250 ml indampkolf en 

spoel na met 2 ml acetonitril. 

Schud de isooctaanfase nogmaals met 20 ml acetonitril. 

Laat de fasen scheiden en laat de onderstaande acetonitrilfase af in 

de indampkolf. Spoel na met 2 ml acetonitril. Verwerp de isooctaan

fase. Damp de verzamelde acetonitrilfasen op een rotatieverdamper af 

tot er een droog residu wordt verkregen (voorzichtig op het laatst). 

Los het residu op in 2 ml methanol en voeg daarna 20 ml 4% natrium

chlorideoplossing toe . 

Breng het mengsel met 60 ml hexaan kwantitatief over in de 250 ml 

scheitrechter. Schud nu, na afsluiten van de scheitrechter, het geheel 

voorzichtig gedurende 1 minuut en laat de fasen 5-10 minuten 

scheiden. 

Laat de onderstaande waterige fase af in de indampkolf van 250 ml en 

spoel na met 1 ml water. Voeg 2 ml water toe aan de hexaanfase en 

schud gedurende 30 seconden en laat de fasen scheiden. 

Laat de waterige fase af in de indampkolf en spoel na met 1 ml water 

en verwerp de hexaanfase. 

Breng de verzamelde zoutoplossing in de 250 ml scheitrechter met 30 ml 

hexaan en schud de scheitrechter nogmaals gedurende 1 minuut en handel 

als bovenstaande. Herhaal het geheel nogmaals. 

Voeg hierna aan de waterige fase 4 , 0 ml verzadigde kaliumchloride 

oplossing en 6,0 ml buffer pH 10,4 en breng het geheel kwantitatief 

met 30 ml diethylether over in de 250 ml scheitrechter . 

Schud de fasen gedurende 1 minuut en laat ze minstens 5 minuten 

scheiden. Laa t de onderstaande waterige fase af in de reeds gebruikte 

250 ml indampkolf. 

Filtreer de bovenstaande etherfase (welke chlooramphenicol bevat) in 

een erlenmeyer van 100 ml waarop zich een trechter met glaswol en 

droog natriumsulfaat (10- 12 g) bevindt. Spoel de scheitrechter etc. na 

met 2 ml diethylether. 

Breng de waterige fase opnieuw in de scheitrechter met behulp van 30 

ml diethylether en schud nogmaals gedurende 1 minuut en handel als 

bovenstaande. 

Herhaal de extractie met ether nogmaals met 30 ml en behandel als 

bovenstaande. 
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Spoel, nadat alle etherfracties zijn verzameld in de erlenmeyer, de 

natriumsulfaat na met 2 maal 5 ml diethylether. 

Verdamp de ether op een waterbad bij 30-35°C met stikstof, totdat er 

een droog residu wordt verkregen. 
"' 

5.5 Analyseoplossing 

· Los het residu dat verkregen wordt door äe zuiveringsstappen op in 2,0 

ml millipere water en voeg 4,0 ml tolueen toe. 

Schud het geheel gedurende 30 seconden en centrifugeer het mengsel 

gedurende 10 minuten in 25 ml centrifugebuizen. Verwerp de 

bovenstaande tolueenfase (pipet) en filtreer de onderstaande waterlaag 

voorzichtig door een millipere filter (Acrodisc-CR 0,45 ~m). Injecteer 

van deze oplossing 50 ~1 in het HPLC systeem. 

6. HPLC-instelling 

Kolommen 

Analytische kolom: Lichrosorb 5 RP 18 (4,6 mm ID x 15 cm lengte) 5 ~m 

Chrompack art. 28810. 

Voorkolom 

Eluens 

Eluenssnelheid 

Detectie 

Injectievolume 

Retentietijd 

Gevoeligheid 

7. Uitvoering 

Bondapak C 18 (3,9 mm ID x 2 cm lengte) 37-50 ~m 

Waters art. 27248. 

Water-methanol- ijsazijn 70-30-1. 

1,5 ml/min. 

UV-278 nm. 

50 ~1. 

6-8 min. 

0,005 - 0,01 AUFS. 

Breng 50 ~1 van de verkregen monsteroplossing in het HPLC systeem en 

vergelijk de chlooramphenicolpiek met die, die met één van de stan

daardoplossingen wordt verkregen. 

Bereken het gehalte in ~g/kg aan chlooramphenicol in het monster (of 

aantal ~g per ei). 
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8. Bespreking 

8.1 Alle chemiéalien dienen voor de analyse gekontroleerd te worden op 

bruikbaarheid. 

8.2 Voor de bepaling van het terugvindingspercentage (recovery) dient 

men bij blanko materiaal (geen chlooramphenicol bevattend) een zoda

nige hoeveelheid van de standaardoplossing ·toe te voegen dat een 

gehalte van 10 ppb tot 1 ppm wordt verkregen. 

8.3 De analytische kolom dient van goede kwaliteit te zijn (aantal 

theoretische schotels meer dan 2500- 3000) om goede scheidingen te 

bewerkstelligen ten opzichte van eventuele matrix storingen. 

8.4 De analyse kan ook uitgevoerd worden op een analytische kolom 

welke langer is namelijk CP tm Spher C 18 (250 mm lengte x 4,6 mm ID) 

10 micron. 

Chrompack art. 28512. 

met als eluens: Water-methanol-ijsazijn 60-40-1 en eluenssnelheid 1,5 

ml/mio en condities als voorheen vermeld. 

Verantwoordelijk: drs F.G. Buizer~ 
Samensteller/medewerker: W.M.J. Beek U/,~. 
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