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Afdeling Diergeneesmiddelen 1985-05- 13 

RAPPORT 85.57 Pr.nr. 505.0600 

Projekt: Ontwikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van dier

geneesmiddelen op niet microbiologische wijze 

Onderwerp: Bepaling van desaminosulfadimidine in bloed, vlees, lever 

en nier 

Doel: 

Het ontwikkelen van een methode voor de bepaling van het metaboliet 

desaminosulfadimidine in bloed, vlees, lever en nier met behulp van 

HPLC. 

Samenvatting: 

Er zijn methoden opgezet voor de analyse van desaminosulfadimidine in 

bloed, vlees, lever en nier. Na extraktie en Seppak clean-up volgt 

analyse met isocratische reversed phase HPLC op een CN-kolom en con

firmatie met een diode-array detector. 

Conclusie: 

De ontwikkelde methoden bleken goed te voldoen op een niveau tussen 10 

~g/kg en 1 mg/ kg voor vlees en 0,1-10 ~g/ml voor bloed. De onderste 

grens van aantoonbaarheid bedraagt 5 ~g/kg voor vlees en 0,05 ~g/ml 

voor bloed. 

Het terugvindingspercentage bij bloed bedraagt 95% en bij vlees, lever 

en nier 70%. 

Confirmatie / identificatie met een diode-array detector is mogelijk op 

een niveau van 35 ~g/kg. 

Verantwoordelijk: drs M.M.L. Aerts ~. 
Medewerker / Samensteller: w.M.J. Beek LP ·g_ 
Projektleider: drs M.M.L. Aerts 

8557.0 

/ 



1. Inleiding 

In het kader van het projekt "farmacokinetisch en toxicologisch 

onderzoek naar sulfaresiduen" (pr.nr. 404.0840) zijn biggen behandeld 

met 1000 ppm sulfadimidine in het voeder. 

Er ontstaan in het lichaam diverse metabolieten van sulfadimidine, 

waarvan N4-acetylsulfadimidine het meest voorkomende is. Een ander 

metaboliet dat ontstaat is desaminosulfadimidine. Van de bepaling van 

desaminosulfadimidine in bloed, vlees etc. op residuniveau is in de 

literatuur nauwelijks iets bekend. 

Er wordt een GLC scheiding beschreven door Matasik et al. (lit. 1). 

Hiermee wordt de aanwezigheid in lever bepaald (50 ppb niveau). 

Analyse met GC/ MS wordt ook vermeld maar kon niet worden toegepast 

voor de bepaling van desaminosulfadimidine in lever op een niveau van 

0,1- 0,2 ppm. Een 14c studie werd door Paulson et al. ( lit. 3 en 6) 

uitgevoerd waarbij de aanwezigheid van desaminosulfadimidine werd 

aangetoond en bevestigd via IR en MS. Wooley et al. (lit. 4) vermelden 

vorming van desaminosulfadiazine. 

Met behulp van de hogedrukvloeistofchromatografische analysetechniek 

is getracht een analysemethode te ontwikkelen voor bloed, vlees, lever 

en nier. Confirmatie/identificatie met behulp van een diode-array 

detector is eveneens toegepast. 

2. Structuur en eigenschappen 

Desaminosulfadimidine 

0 ~C~I~ 
~f-NH--<· "\:: 
~ o N-

et-I~ 

N-(4,~-dimethyl-2-pyrimidinyl)benzenesulfonamide 

De stof lost goed op in methanol. 

De stof werd gesynthetiseerd volgens Paulson et al. (lit. 6). Het 

smeltpunt MS; IR en NMR komen over met de literatuur. 

Desaminosulfadimidine geeft een negatieve respons bij fluorescamine en 

Bratton-Marshall test in verband met het ontbreken van primaire 

groepen. UV absorptie maximum in water / acetonitril bedraagt ca. 244 nm. 
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3. Ontwikkelen van een methode ter bepaling van desaminosulfadimidine 

in bloed, vlees, lever en nier 

3.1 HPLC 

De "reversed phase" hogedrukvloeistofchromatografie is tegenwoordig de 

meest toegepaste techniek in de vloeistofchromatografie. Op grond 

hiervan werd ook getracht desaminosulfadimidine op een Cl8 kolom te 

scheiden. 

Dit werd uitgevoerd op een Cp Spher Cl8 (250 * 4,6 mm) 10 ~ kolom. 

De elutie van desaminosulfadimidine bleek niet mogelijk. Zelfs niet 

met pure acetonitril of methanol elueerde desaminosulfadimidine van 

deze kolom. 

In de literatuur wordt het gebruik van een CN-kolom bij de isolatie 

van desaminosulfadimidine in urine beschreven (lit. 3). 

Daarom is gebruik gemaakt van een binnen het RIKILT aanwezige CN-kolom 

van Machery and Nagel: Nucleosil 5 CN (200 * 4 mm). 

Met als eluens een mengsel van water en acetonitril in de verhouding 

98-2 werd een acceptabel chromatagram verkregen (figuur 1). 

De scheiding op de CN-kolom vertoont echter een opmerkelijk gedrag. 

Bij meer water in het eluens werd de retentietijd korter. Dit trad ook 

op bij meer acetonitril. Alleen bij de vermelde mengverhouding trad een 

redelijke retentie op. De drukopbouw in de kolom was vrij groot. 

Aangezien monsters bij de analyse van desaminosulfadimidine ook zeer 

hoge concentraties aan sulfadimidine en N4-acetylsulfadimidine bevat

ten welke ook elueren van deze kolom was het noodzakelijk deze duide

lijk te scheiden van desaminosulfadimidine. 

Met name N4-acetylsulfadimidine stoorde zeer sterk onder de voor desa

minosulfadimidine ideale chromatografische condities. Zure hydrolyse 

van de N4-acetylmetaboliet, resulterend in vorming van sulfadimidine, 

veroorzaakte ook ontleding van desaminosulfadimidine. 

Door toevoegen van PIC-B7 (1-heptaansulfonicacid) aan de te injecteren 

monsteroplossing werd door complexvorming een zodanig mengsel verkre

gen dat desaminosulfadimidine gescheiden was van sulfadimidine en 

N4-acetylsulfadimidine. Desaminosulfadimidine opgelost in het ion-pair 

reagens bleek stabiel gedurende minstens 4 uur. 
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3. 2 !loe~ana_!.Yse 

Aan de hand van de door Van der Hoeven (lit. 2) gepubliceerde methode 

voor de bepaling van sulfonamiden en N4-acetylmetabolieten in 

bloedplasma werd getracht deze methode ook geschikt te maken voor de 

analyse van desaminosulfadimidine in bloedplasma. Hiertoe werd blanco 

bloedplasma op diverse niveaus tussen 0,5 ~g/ml tot 50 ~g/ml gespiked 

met desaminosulfadimidine. 

Aan 1 ml bloed werd 4 ml 3 M perchloorzuur toegevoegd. 

Na mengen en centrifugeren werd 0,8 ml van de zure oplossing geneutra

liseerd met 0,2 ml 1,2 M bicarbonaatoplossing. De oplossingen werden 

geanalyseerd. Er werd zowel in het hoogste als laagste gespiked 

monster geen desaminosulfadimidine teruggevonden! 

Uitgaande van standaardoplossingen zonder bloed werd wel desamino

sulfadimidine teruggevonden zodat insluiting t.g.v. bloedeiwitten de 

meest voor de hand liggende oorzaak zal zijn. Het was duidelijk dat 

deze methodiek ongeschikt was en er moest daarom worden overgestapt op 

een andere methode. 

Een andere aanpak is extraktie uit bloed met een geschikt organisch 

oplosmiddel. Hiertoe werd bloed weer op dezelfde niveau's gespiked. 

Aan 1 ml bloed werd 10 ml dichloormethaan toegevoegd. Het geheel 

geschud, gecentrifugeerd en daarna 5 ml organische (dichloormethaan

fase) ingedampt tot droog. Het geheel werd opgenomen in de ion-pair 

oplossing en uitgeschud met iso-octaan. 

Er werden nu wel goede resultaten behaald. De recovery bedroeg ca. 95% 

(CV = 6%; n=6) zodat aangenomen mag worden dat eventuele opgetreden 

eiwitbinding tijdens de opwerking volledig wordt verbroken. 

3.3 Vl~e~a_!!alyse 

Voor de analyse in vlees, lever en nier werd een eerder opgezette 

methode voor de bepaling van sulfadimidine in vlees als leidraad geko

zen (lit. 7). 

De daar toegepaste zuivering van het extrakt op Seppak cartridges werd 

ook hier toegepast. De extraktie uit vlees, lever en nier geschiedt 

door 3 maal met 25 ml dichloormethaan met behulp van een ultrasoonbad 

te extraheren. De extracten worden gefiltreerd over natriumsulfaat en 

daarna gemengd met 75 ml petroleumether (40°-60°C). 

8557.3 - 4 -



- 4 -

Het aldus op een geschikte polariteit gebrachte mengsel wordt over een 

Seppak Florisil cartridge geperst. Na spoelen met petroleumether en 

drogen wordt desaminosulfadimidine van de cartridge geelueerd met een 

mengsel van dichloormethaan-methanol 95-5. 

Na afdampen van de organische fase en oplossen in ion-pair oplossing 

wordt de waterige fase nog gezuiverd met iso-octaan waarna analyse 

volgt met behulp van HPLC. De recovery bedraagt voor zowel vlees, 

lever als nier 70% (CV= 5%; n=6). 

4. Bespreking 

4.1 Monsteronderzoek 

Met de beschreven procedures werden monsters bloedplasma, vlees, lever 

en nier onderzocht op de aanwezigheid van desaminosulfadimidine. 

Alleen in monsters van vlak na het beëindigen van de medicatie werd de 

aanwezigheid van desaminosulfadimidine aangetoond. 

Bij vlees, lever en nier bleek dat alleen verse monsters goed analy

seerbaar waren. Monsters welke langer bewaard werden (in vrieskast 3 

maanden) bleken veel meer storende bestanddelen te bevatten, zodat 

goede analyse praktisch onmogelijk bleek. 

4.2 Confirmatie / identificatie -------------
Positieve monsters werden onderzocht met behulp van een diode-array 

detector (HP model 1040 a). In zowel vlees, lever en nier als bloed 

konden na opname van een standaardspectrum, positieve monsters 

bevestigd worden op een niveau van 35 ppb. 

Om voldoende stof door de detector te sturen zodat opname van een 

absorptiespectrum mogelijk was, moest wel 200 ~1 geïnjecteerd worden 

op de HPLC kolom in plaats van 50 ~1. 

5. Conclusie 

De ontwikkelde methoden bleken goed te voldoen op een niveau tussen 10 

ppb en 1 ppm. De onderste grens van aantoonbaarheid bedraagt ca. 5 ppb. 

Het terugvindingspercentage bij bloed bedraagt 95% en bij vlees, lever 

en nier 70%. Confirmatie/ identificatie met een diode-array detector is 

mogelijk op een niveau van 35 ppb. 
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7. Bijlagen 

7.1 Analysevoorschrift desaminosulfadimidine 

7.2.1 Chromatagram standaard: concentratie 0,15 ~g /ml. 

7.2.2 Absorptiespectrum standaard: concentratie 0,15 ~g/ml. 

7.3.1 Chromatagram vleesmonster: concentratie 35 ppb. 

7.3.2 Absorptiespectrum vleesmonster: concentratie 35 ppb---- monster 

•••••• standaard. 

7.4.1 Chromatagram niermonster: concentratie 29 ppb. 

7.4.2 Absorptiespectrum niermonster: concentratie 29 ppb---- monster 

standaard. 

7.5.1 Chromatagram levermonster: concentratie 35 ppb. 

7.5.2 Absorptiespectrum levermonster: concentratie 35 ppb---- monster 

standaard. 

7.6.1 Chromatagram plasmamonster: concentratie 3,35 ~g /ml. 

7.6.2 Absorptiespectrum plasmamonster: concentratie 3,35 ~g/ml 

----monster ••••• standaard. 
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INTERN ANALYSEVOORSC~IFT NR. A 414 

1e opl age (198~-04•16) 

Vlees .en bloed - Bepalin~ va11 desamin osulfadimidine - HPLC 

1 . Doel en toep~ss i-ngsgebied_ 

D.e bepaling ·is ges chikt voor de kwantitatieve analyse van desamino

s ulfadimidine in vlees, lever, nier en bloed. 

De onderste gr ens ~..ran aantoonbaar':leid bedraagt cae 5 ppb. Het toepas

s ingsgebiei.i ligt t ussen 10 ·'J:.I:g/kg en 1 J118/kg. 

Het terugvindingspercen t age ,van de methode voor desaminosulfadimidine 

i n vlees be dr aagt ca. 70% en bloe dplasma > 95%. 

2 . Principe 

2.1 Vlees 

.Desaminosulfadimid~ne word t met dichloormethaan uit het verse 

.mat eriaal geextraheerd. 

Na toevoegen .van petro.lewnether wqrdt het filtraat gereinigd over een 

Seppak Floris iJ. kolommetje (Wa.~-ers Ass.). Desaminosulfadimidine wordt 

geconcentr eerd .op de top - v~n he.t kplommetje. 

Hierna vqlgt . ~lutie V\3,n ·het ko,lomme tje met dichloormethaan-methanol 

mengsel. ·Na indamp~n .va n he t eluaat en opname in HPLG eluens volgt 

z_uivering . met iso-roc t a:o!ln• Hierna -ve>lgt ,ap_alyse van de waterige fase 

met behulp ,van HPLC ~t ·UV detecti.e bij ,254 om. 

··2 .2 Bloed 

!Desaminosulfa dimi:<iin.e .wordt --uit het moJ:?.ster geext.raheerd met 

·dich].oormetha.:an·o Een a l iq'l.lot deel wordt ingedampt, opgenomen in 

oplosmiddel en gerei·q~gd lllet iso- octaan waé!rna analyse volgt zoals bij 

.vlees. 

3. Reagentia 

3 .1 Dichloormeth.a.~n ~ ( b .v. · H!i! t"-.ek a-rt;. 6050). 

3.2 Petroleumether . 4;0~. ,.60 (.C (-,q.v . Merck art. 909). 
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3.3 Methanol, Lichrosolv kwaliteit (b.v. Merck art. 6007). 

3 .4 Mi llipor.e water:. 

3. 5 Açet·onitr-il ~ . Lichrosol v kwaliteit (b .v. Me rek art. 30). 

3.6 Iso-o.ctaan , (l:r.v. Merck art. 4727). 

3.7 Natriumsulfaat (b .v . Merck a r t. 6649). 

3.8 Seppak Florisil cartridges (art. 51960, Waters). 

3.9 Dich.loo rmethaan-methanolmengsel (95-5) . 

Meng 9 5 m1 dichloormethaan met preeies 5,0 ml methanol • 

. 3. 10 loi~ pair reagens B~ 7 (1-heptane sulfónic acid; Waters art. 

35103 )~ 

3 ~ 11 HPL C-eluens 

Water--acetoni tril 980-20 ·~ 

Meng 980 ml millipare -water met 20 ml a cetonitril Lichrosolv. 

3 .12 Op·losmidde l ~ 

Water-ace t onitril- 0 ~Ol . M PIC-B7 

Meng 940 ml wa ter met 60 ml acetonitril en 0,01 M PIC-B7 (2 flesjes). 

3 .13 Desami nosulfadimid:Lne, . standaardst of. 

3.13.1 Desaminosulfadiinidine standaardoplossirlgen 

Weeg op 0 , 1 mg_ nauwkeurig ,25 .mg sta ndaardstof· af in een 100 ml 

maatkolf. .Los• :.op rin. ;o plósmiddel . (3 .12) , vul aan ·en meng. 

Pipetteer 10 ,0 , ,·ml. •van.-.-de z e oplossing in een 100· ml maatkolf, vul aan 

met oplosmidd e l ·en:-.itneng.-;_: 

Pipetteer respec t-i-eve1Ljk :2,5 , 10 en 25 ml vàn deze oplossing in 

afzonde rli j ke maatkolv-en rvan- rlOO m.l . en···vul a a n met oplosmiddel en 

meng. De aldus ,v e r kre gen: st-andaa rdoplossingen zijn geschikt voor HPLC. 
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4 . Appar a tuur 

4.1 Vle~smblen (Moulinette). 

4.2 Vibr~·f ix ( I ka ). 

4.3 Digitale pH meter. 

4 .4 ,_Cent r: ifuge . 

4.5 HPLC ops te l ling vo or i s ocratische "reve r sed phase" met een UV 

de t ec t or bij: 254 .-. nm en een Nucleos il 5 CN (4 * 200) kolom (MN art. no. 

·, 715 380 ). 

4. 6 Normaal labora.t\Orium _ gl aswerk • 

. 5 . Werkwij ze 

5 . 1 Vlees 

Weeg 10 g gemalen materiaal (vl ee smo len) af in een 150 ml bekerglas. 

Voeg toe 25·: roL. dichloorme t haan en meng. ·zet · het geheel (afdekken) 

gedurende 10 minuten i n een ultrasoonbad -en laat de temperatuur van 

dit bad :.ni e t boven ' 40° C sq jgeu . Filtr eer het oplosmiddel over een 

trechter met . gla swol : me t daarop ca. 8 g na t riumsulfaat in een 200 ml 

erlenmeyer . 

Herhaal de , extrakt i eprocedure nog t wee maal met te l kens 25 ml di

chloormethaan · (meng . t è l kens ma ter i aa l en dichloormet haan met roerstaaf 

voordat het in ultrasoon wordt geze t ). 

Voeg nu 75 ml petrol eumether ( 40~ ·-60°C) e r bi j en meng. 

Ve r bind .he t •korte e i rtde van Seppak Florisil cartridge met een 

wegwerpspuit ( Terumb ) \ van 50 ml. 

Breng het pet r ol e umether-:: dichl oor methaanmengsel in de spuit en pers 

het l angzaam door 'de (·ca rttidge t ot dat he t gehele monster op de 

cartridge is -gebracht. 

Spoel het geheeh,na cme t . l.O .. rol pe tro l eumether. Verwerp het gehele 

eluaat en · breng het ~.:korte e:i.nde van de cartridge aan een 

stikstofstroom ~ en . laat ~ca • . lO •minut en s t iks tof stromen. Laat de 

cartridge nu 20 minuten b~ j · kamer temperatuur liggen. 
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Elueer d;e~famiri.osulfad'imid'ine van de kolom door het korte e inde van de 

cart r":{d'ge te verbi:óieri met een spuit en er 10 ml dichloormethaan

methanol (95- 5) er·door te persen in een 25 ml buis met ingslepen stop. 

Damp de inhoud droog onder een st i ks t ofstroom bij 30 11 - 40°C en los het 

residu op in precies 1 , 0 ml oplosmiddel (3.12) en schud dit uit met 4 

mi iso-octaan e·n èentrifugeer het geheel 5 minuten bij 800 rpm. 

Filtrèer de onders taande analyseoplossing door een 0,45 ~m filter 

(Acrodisc 42Ü) :i.n mon:sterpotje. 

5·.2 Bloed 

Breng 0,5 ml Siöed in een buis met ingeslepen stop, voeg t oe 10,0 ml 

d ichloorme thaan en schud 30 seconden. Centrifugeer bij 800 rpm ca. 5 

minuten en pi petteer 5,Ö ml dichlóormethaanfase in een buis. Damp in 

tot droög met stikstofstroom en los op in 2,0 ml oplosmiddel en schud 

uit met 2 ml i s o-octaan. 

Centrifugeer gedur ende 5 minuten bij 800 r pm en filtreer de 

onder s t aande waterfase door een 0,45 ~m filter (Acrod i sc 4217) in een 

mons terpot je . 

6. Vloeistofchromatografie 

Eluens Water-acetonitril 980-20. 

Injectievolume! 50 ~1. 

Eluenssnèlheid! 1,5 mi/mi n. 

Det ectie uv~2s4 nm. 
Kolom • Nucieos il 5 CN (200 * 4). 

7 . Uitvoering 

l3 r'ei:ig 50 ~1 van de verkregen monsteroplossing in het HPLC systeem en 

vergelijk de desairi·i'tiosulfadimidine met die, die '\net een van de stan

·daardopiossingen 'WO-rd·t verkregen. 

·Berekên het g~halte in lJg/kg voor des·aminosulfadimidine in het 

mons t er·. 
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8. Opmerk,;! r1g en 

8.1 voor recdvetyproeven dient men van dè standaa~doplossingen in 

methanol een bekende hoeveelheid te pipetteren in het bekerglas of 

buis en af te dampen met behulp van stikstof. Hierna monstermateriaal 

t oevoeg en ert de anài~~e ~olgeri zoáls staat beschrèven. 

Verantwoor delijk: drs· l{.M.L. Aerts 

Samensteller w.M.J . Beék 
(/Jt] . 
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