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Afdeling Diergeneesmiddelen 1986-06-27 

RAPPORT 86.67 Pr.nr. 505.0600/404.0600 

Projekt: Ontwikkeling methoden over het aantonen en bepalen van 

diergeneesmiddelen op niet microbiologische wijze. 

Onderwerp: Ontwikkeling van een FAST-LC methode voor sulfaguanidine 

in eieren en praktijkuitscheidingsproef. 

Doel: 

Het bepalen van sulfaguanidine in ei, eigeel en eiwit met behulp van 

FAST-LC met een detektieniveau van 10 ppb . Vergelijken van FAST- LC met 

de in Duitsland toegepaste multi- methode. Het in de praktijk toetsen 

van de methoden via een op het COVP-Spelderholt opgezet dierexperiment . 

Samenvatting 

Er is een FAST-LC methode voor sulfaguanidine in eieren ontwikkeld. 

Door toepassing van het FAST-LC systeem, kunnen monsters "on-line" 

zonder veel manuele handelingen automatisch worden geanalyseerd . De 

ontwikkelde methode is vergeleken met een arbeidsintensieve multi

methode beschreven door Nalisch . De ontwikkelde methode is in de prak

tijk getoetst via een uitscheidingsproet waarbij sulfaguanidine op 

twee niveau's aan leghennen is verstrekt (COVP). 

Conclusie 

Sulfaguanidine is vanaf een niveau van 10 ppb goed analyseerbaar in 

monsters hee lei en eigeel (in eiwit 20 ppb). Net de multi- methode van 

Nalisch bleek dit niet mogelijk. Na iinmalige orale toediening zijn 

minimaal 10 dagen residuen van sulfaguanidine in eieren aantoonbaar. 

Verantwoordelijk drs M.M.L. Aerts 

Medewerker(s)/Samensteller(s): W.N.J. Beek; drs N.M.L . Aerts (RIKILT); 

drs C.A. Kan (COVP-Spelderholt) 

Projektleider drs M.M.L . Aerts 
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1. Inleiding 

Sulfaguanidine is een sulfonamide dat voor zover bekend niet (meer) 

wordt toegepast bij leghennen. 

Door een Duits onderzoeksinstituut werden echter residuen ervan aan

getroffen in meerdere partijen eieren, afkomstig uit Nederland. De ge

vonden gehalten varieerden van 40-110 ppb. Deze eieren werden onder

zocht met behulp van een enigszins gemodificeerde versie van de multi

methode van Malisch (1). 

Met deze methode worden sulfonamiden en een groot aantal andere midde

len geanalyseerd via een acetonitril extractie gevolgd door vloeistof

vloeistof extracties. De detectie vindt plaats via HPLC en gaschroma

tografie. De opgegeven recovery voor sulfaguanidine is laag (20%) en 

analyse is pas mogelijk vanaf een niveau van 100-500 ppb. De methode 

is vrij bewerkelijk (bijlage 1). 

Uitgaande van het FAST-LC systeem, opgezet voor de analyse van sulfo

namiden en dapson in melk/vlees en eieren is getracht ook voor sulfa

guanidine automatische en specifieke analyse van residuen in ei moge

lijk te maken. 

In samenwerking met het COVP "Spelderholt" is een kleine farmacokine

tische proef opgezet om de methode te kunnen toetsen aan praktijkmon

sters. Tevens kon hierdoor een indruk worden verkregen van de uit

scheiding van sulfaguanidine in eieren en het risico voor het voor

komen van residuen. Tenslotte kan aan de hand van deze praktijkmon

sters een indruk verkregen worden van de storingsgevoeligheid van de 

analysemethoden. 

2 . Structuurformule en eigenschappen 

Sulfaguanidine (N-p- Aminobenzeensulfanylguanidine monohydraat) 

H 
I 

- N 

Mol. massa: 232,3 

Mol. formule: C7 H10 N4 02s, H20 
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Een wit kristallijn poeder. Smeltpunt 190° - 192,5°C. Oplosbaar in 

water (1 g/1000 ml) en ethanol (1 g/250 ml) . Goed oplosbaar in mine

rale zuren. 

In water is het absorptiemaximum 259 nm. In ethanol is het absorptie

maximum 264 nm. pKa 11-12 . 

3. Uitvoering van de experimenten 

3.1 _Q_p~e~ ~aE_ !A§_T-L.Q_ ~e~h~de 

Zie ook schema (bijlage 1 en 2). 

3.1.1 Monstervoorbereiding 

Heelei of dooier wordt gemengd (eventueel met behulp van een ultra

Turrax). Hierna \Wrdt aan 10 g eistruif 10 ml fysiologische zoutoplos

sing en 3 rul natriumazideoplossing (100 g/liter) toegevoegd . Dit meng

sel wordt in het FAST-LC systeem gebracht . 

(Eiwit dient te worden verdund met 20 rul fysiologische zoutoplossing). 

3.1.2 Concentrering en scheiding 

Analyse vindt plaats door 10 minuten te bemonsteren. Het monstermate

riaal wordt over twee (in serie gekoppelde) dialysers van 24 inch ge

voerd. 

Concentrering van de stoffen, die zich in de onderstroom bevinden, 

vindt plaats op een XAD-l• (50-100 nm) (60 * 4, 6 mm) concentrerings

kolom. Tussen de 30e-35e minuut vindt backflush van de componenten 

plaats op de analyse kolom . Met het HPLC eluens, \olater-acetonitril

ijsazijn (970-20-10) vindt bij een elutiesnelheid van 1,0 ml/min 

scheiding plaats op een 11 Bondapak C18 (300 * 3 , 9 nun) kolom. 

Na scheiding worden de componenten gederivatiseerd met DMAB (dimethyl

aminobenzaldehyde). 

3.1 . 3 Derivatisering 

Via een T-stuk wordt het derivatiseringsreagens (1,5% D~~B in 17% 

o-fosforzuuroplossing) met een snelheid van 0,5 ml/min toegevoegd . 

Reactie vindt plaats in een teflon coil (7 , 5 m x 0,5 rum ID) bij kamer

temperatuur . 

Detectie van de component vindt plaats bij 450 nm . 

Alle handelingen geschieden volledig automatisch en computer gestuurd . 
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3 . 2 Op~e.!_ me.!_h~d~ ~a_!i~c.!!_ 

Zie ook schema bijlage 1. 

- 3 -

Het monstermateriaal wordt ge~xtraheerd met acetonitril. Hierna wordt 

het extrakt gezuiverd door uitschudden met hexaan . Verdere opzuivering 

vindt plaats door extraktie in dichloormethaan. Na droogdampen wordt 

het restant opgenomen in een water/methanol mengsel en verder gezui

verd met hexaan . Vanuit de waterige fase worden de te analyseren com

ponenten terugge~xtraheerd in ethylacetaat. Deze ethylacetaatfase 

wordt drooggedampt en het restant wordt opgenomen in water-methanol

acetonitril mengsel . 

Hierna vindt analyse plaats met gradi~nt of isocratische hogedruk

vloeistofchromatografie onder dezelfde omstandigheden als bij FAST-LC. 

3.3 .Q_pze.!_ .E_har~a.E_o~ine.!_i~c.!!_e_p.E_o~f 

Om de uitscheiding van sulfaguanidine in eieren te volgen en om de 

analysemethode te toetsen werd aan leghennen sulfaguanidine verstrekt. 

Op het COVP "Het Spelderholt" kregen leghennen via een capsule een 

eenmalige dosis van 90 resp. 180 rog/dier sulfaguanidine (drie dieren 

per dosis). 

De eieren werden 10 dagen verzameld en van 2 dieren per doseringsgroep 

werd per dag een mengmonster heelei gemaakt . 

Van één leghen welke 90 mg sulfaquanidine kreeg werd voor analyse 

dooier en eiwit gescheiden. Het 180 mg/kg dier produceerde helaas 

alleen niet analyseerbare windeieren. 

4. Bespreking 

4 . 1 FAST-LC 

4.1.1 Scheiding en concentrering 

De !socratische reversed phase HPLC analyse van sulfaguanidine bleek 

moeilijk. 

Zelfs met zeer polaire elutiemiddelen was er nauwelijks retentie op 

een Cp Spher. C8 en Cp Spher. C18 kolom . Met een ~ Bondapak C18 kolom, 

waarvan de C1a- belading en end-capping goed is, kon ,.,el retentie worden 

verkregen. 
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Met het eluens water-acetonitril-ijsazijn (970-20-10) werd een k ' van 

1,3 verkregen . 

Sulfaguanidine, welke zich na dialyse in de onderstroom bevindt in het 

FAST-LC systeem, blee k niet te concentreren op C18 materiaal. Zelfs 

met water vond directe doorslag plaa ta . XAD-~ .materiaal (polystyreen 

materiaal) bleek succesvol om, bij concentreren in het FAST-LC 

systeem, sulfaguanidine voldoende lang t e kunne n vasthouden. 

Ook a ndere matrixcomponenten worden dan vastgehouden . Door toepassing 

van post-column derivatisering wordt het storend effec t van deze com

ponenten op de sulfaguanidine detectie voorkomen. Het resultaat is een 

zeer schoon chromatagram me t één matrix-piek, goed gescheiden van 

sulfaguanidine (zie bijla ge 10). 

4 . 1.2 Lineariteit e n detectiegrens 

De bepa ling was lineair in het gebied van 10- 1000 ppb (correlatie 

coëf: 0 . 99996) . 

Dit geldt voor zowel heelei , eigeel en eiwit. Eiwit diende echter wel 

extra te worden verdund omdat anders in het continuous flow gedeelte 

verstoppingen optraden (ste rke emulsievorming bij oproeren v66r de 

analyse). 

De de tectiegrens bedroeg 10 ppb voor heelei en eigeel. Voor eiwit was 

dit 20 ppb . 

De recovery vergeleken met standaarden was 87 + 5%. De dupliceer

baarheld was goed (n=6, c.v . =4,7%, 100 llg/ kg) . 

4.2 Methode Malisch 

Me t de methode van Malisch werden handelsmonsters en monste rs van de 

kinetische proef onderzocht . 

Deze multimetbode berust op zuivering van de extrakten met behulp van 

vloeis tof-vloeistof extraktles waarna gradiënt analyse op een hyper

si! 50 DS (250 * 4.6 mm) kolom volgt . In opgewerkte bla nco en ges pi

kete eimonsters bleken vooral bij gradiënt, maar ook, bij isocratische 

analyse zeer veel stoorpieken voor te komen (bijlagen 4, 5 en 13 . 

Hierdoor was de aanwezigheid van sulfaguanidine vrijwe l niet aan t e 

tone n. 
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Ook bij hoge concentraties sulfaguanidine in eimonsters ui t de kine

tische proef kan bij opwerking volgens Malisch en isocratische analyse 

op een ~ Bondapak C18 kolom geen betrouwbare analyse worden verkregen. In 

bijlage 5 is een monster met 3 ppm sulfaguanidine te zien. Duidelijk is 

dat ook bij hoge niveau's storing van matrixcomponenten optreedt. 

In alle zes handelsmonsters welke met de methode Malisch als positief 

werden bevonden kon met behulp van de FAST-LC methode geen sulfaguani

dine worden aangetoond . De recovery van de Malisch-methode bedroeg 5%. 

Gezien de hoeveelheid stoorpieken in het chromatagram is het risico 

van vals positieve uitslagen met de methode van Malisch bij gehalten 

<500- 1000 pg/kg zeer re~el. 

Toepassing van Diode Array ter identificatie van de positieve piek zou 

het v66rkomen van vals positieven sterk moeten kunnen reduceren . 

Het UV-spectrum van in blanco ei aanwezige stoorpieken moet dan echter 

wel verschillen van het sulfaguanidine spectrum. 

In de bijlage 3 t/m 5 is het chromatagram en het bijbehorende UV

spectrum weergegeven van de piek met vrijwel de retentietijd van 

sulfaguanidine in zowel blanco ei als in een monster waarin met behulp 

van FAST-LC 3019 ~g/kg aangetroffen werd. Hierbij werd l1et !socra

tische HPLC s ysteem toegepast, waarmee een optimal e resolutie van de 

polaire componenten wordt bereikt . 

Hieruit blijkt dat zowel in een blanco als in een positief monster, op 

nagenoeg dezelfde retentietijd als sulfaguanidine, componenten werden 

aangetroffen met een UV-absorptiespectrum dat bijna overeenkomt met de 

sulfaguanidine . Het feit dat enerzijds de spectra van matrixcomponent 

en su lfa sterk op elkaar lijken en anderzijds bij de normale Malisch 

a nalyse niet isocratisch maar met een gradi~nt gewerkt wordt , maakt 

het v66rkomen van vals positieve uitslagen met deze multimethode 

re~el. Bij de toegepaste gradient is de polariteit van het eluens te 

laag voor optimale resolutie van de vroeg eluerende componenten . Pas 

bij !socratische analyse, specifiek gerich t op sulf aguanidine, en bij 

een relatief hoog sulfa niveau is onderscheiding van matrix en sulfa 

m.b.v. Diode-Array mogelijk . Dan dienen wel de volledige spectra 

vergeleken te worden en niet de (in Duitsland gebruikelijke?) verge

lijking van top en buigpunt en. Positieve identificatie is alleen moge

lijk bij doseringen op hoog niveau (> 1-2 ppm). 
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4. 3 Q_i.!_s~hei~ing~p~o .. U~len 

Van de leghennen werden na eenmalige dosering de eieren verzameld 

en geanalyseerd. In een aantal gevallen werd per dag per twee kippen 

maar één ei of zelfs geen ei gelegd . 

Dit maakt de uitscheiding wat minder vloeiend. 

Zoals in de uitscheidingacurven te zien is (bijlagen 9a en 9b) is op 

de eerste dag na dosering de hoogste concentratie aantoonbaar. Dan is 

de concentratie in het (vers aangemaakte) eiwit bepalend voor de 

overall concentratie. Daarna wordt de concentratie in het eiwit snel 

lager. Dit wordt veroorzaakt door de snelle afname van de plasma

concentratie waardoor het vers aangemaakte eiwit geen sulfaguanidine 

meer aangeboden krijgt. Alle sulfaguanidine is dan opgeslagen in het 

eigeel in de zich vormende oöcyten. De hoeveelheid hangt daarbij af 

van het ontwikkelingsstadium van de oöcyt (ref. 2) en dit verklaart 

de langzame afname van de sulfaguanidine concentratie vanaf dag 2 tot 

dag 8 . Terugdiffusie van de sulfa naar plasma lijkt niet of nauwelijks 

plaats te vinden. 

Ondanks de lage lipofiliteit van sulfaguanidine blijken toch gedurende 

langere tijd (8 dagen) residuen in het ei voor te komen (> 100 ~g/kg). 

Uit de sun~iere literatuurgegevens lijkt sulfaguanidine een niet

resorbeerbare stof te zijn maar kennelijk treedt toch een redelijke 

resorbtie op. Vooropgesteld moet worden dat bij deze analyses alleen 

gekeken is naar de moederverbinding . 

Het is echter mogelijk dat ook metabolieten aanwezig zijn die niet 

gedetecteerd worden. Ook bestaat de kans dat metabolieten met de 

intacte p-amino functie (welke dus met DHAB reageren) meegemeten wor

den wanneer ze chromatografisch hetzelfde gedrag vertonen . Vergelij

king van de twee doseringen (90 en 180 mg/kg) toont een vrijwel even

redige verhoging van de ei- residuconcentraties tussen 1 en 8 dagen . Na 

8 dagen is in beide gevallen het gehalte gedaald tot beneden 100 ~g/kg. 

Een minimale wachttermijn van 8 dagen lijkt dan ook nodig bij oraal 

gebruik van sulfaguanidine. 
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5. Conclusies 

5.1 Met behulp van FAST-LC is sulfaguanidine vanaf een niveau van 

10 ~g/kg goed te bepalen in heelei en dooier. In eiwit vanaf een niveau 

va n 20 ~g/kg . 

5.2 Vergelijking van de in de BRD gebruikte multi-metltode van Malisch 

met de FAST-LC methode geef t aan dat de Malisch methode niet in staat 

lijkt gehalten van sulfaguanidine op niveau's beneden 500 ~g/kg be

trouwbaar aan te tonen . Gebruik van Diode Array UV/Vis detectie kan 

bij deze methode alleen hoge gehaltes s ulfaguanidine (> 1-2 ppm) 

bevestigen. 

5.3 Na eenmalige orale dosering van sulfaguanidine (90 en 180 rug/kip) 

zijn gedurende 8 dagen r esiduen > 100 ~g/kg in ei aantoonbaar. 

Litera tuur 
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Bijlagen 

1. Schema procedure Malish- FAST- LC 

2. FAST-LC schema 

3 . Chromatogram/spectrum sulfaguanidine standaardstof 

4. Chromatogram/spectra blanco ei 

5 . Chromatogram/spectra ei+ 3019 ppb sulfaguanidine 

6. Resultaat dosering 90 mg/dier 

7. Resultaat dosering 180 mg/dier 

8. Resultaat dosering 90 mg/dier: eiwit - eigeel 

9 . Grafiek uitscheidingaprofielen 

curve ~ Concentratie sulfaguanidine in heel ei na eenmalige orale 

dosering aan 2 leghennen (180 mg/ capsule V\ <jO I~ / ca.~J~Aie.) • 

10 . 

11 . 

12. 

13 . 

c urve ~. Concentratie sulfaguanidine in eiwit/eigeel 

FAST-LC 

FAST-LC 

FAST-LC 

na eenmalige orale dosering van 90 mg sulfaguanidine 

(capsule) 

chromatogram 

chromatogram 

chromatogram 

heel ei; 2 dieren 

eigeel 

eiwit 

1 dier 

1 dier 

(blanco ei) 

(ei + 11 ppb) 

(ei + 110 ppb) 

Chromatogram gradiänt analyse Malish. 
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MaliJh procedure 
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Fully Automated Sar- p le Treatment - _iquid Chromatography 
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Ei 

Dosering: 90 mg/dier 
Aantal dieren: 2 

Dag Aantal 

0 2 

1 1 

2 x 

3 3 

4 1 

5 2 

6 1 

7 2 

8 2 

9 1 

10 1 

11 2 

x geen ei 
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Bijlage 6 

eieren Concentratie (ppb) 

-

1785 

-

650 

573 

518 

440 

230 

136 

40 

11 

-



Ei 

Dosering: 180 mg/dier 
Aantal dieren: 2 

Dag Aantal 

0 2 

1 2 

2 2 

3 1 

4 2 

5 2 

6 2 

7 x 

8 1 

9 1 

10 2 

11 2 

x geen ei 
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Bijlage 7 

eieren Concentratie (ppb) 

-

3019 

2093 

970 

1013 

904 

785 

-
252 

19 

15 

-



Eigeel/ eiwit 

Dosering: 90 mg/dier 
Aantal dieren: 1 

Dag Aantal eieren 

0 1 

1 x 

2 1 

3 1 

4 1 

5 x 

6 x 

7 x 

8 1 

9 x 

10 1 

11 1 

x geen ei 
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Bijlage 8 

Concentratie (ppb) 
eigeel/eiwit 

- -

1146/1580 

1192/ 92 

1421 I -

273/ -

50/ -

11/ -



CONCENTRAT ION 
mg/kg 

10 

1. 0 

0. 1 

I 

I 

I 

I 

I 

I 

{( ECC - ALBUM IN 
• ECC - YOLK 

0. 01 1 . 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

DAYS AFTER ADMINISJRATION 



EGG CONCENTRATION 

mg/kg 

10 

1.0 

0. 1 

• 180 mg/animal 

o 90 mg/animal 

0.01 ~--~----------------------~~--~~ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

DAYS AFTER ADMINISTRATION 

gb 



BIJLAGE 10. 

FAST-LC 

----------- -------·-·------ ·- ----- ---·- - ... ----·------··-r o.os A 

o.oos A 

BLANCO EI 



BIJLAGE 11. 

FAST-LC 

---...._.- ·- -,,_ -·--r o. oS R 

o. oos .A 

BLANCO EI + 11 PPB SULFAGUANIDINE 



BIJLAGE 12. 

FAST-LC 

--·--·---- o. 0~ A ----- -

\ 

o. oo s ~ 

BLANCO EI + 110 PPB SULFAGUANIDINE 
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