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Projekt

Ontwikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van diergeneesmid-—
delen op niet microbiologische wi jze.

Onderwerp

Ontwikkeling van een FAST-LC methode voor anthelmintica in boerderi j-
me 1k .

Doel.
De automatische bepaling van de belangri jkste anthelmintica in boer-

derijmelk met behulp van FAST-LC op een detectieniveau van 10 ppb.

Samenvatting:

Er is, uitgaande van een op de KvWU ontwikkelde methode, een FAST-LC
methode voor oxfendazol, mebendazol, albendazol, fenbendazol en flu-
bendazol in melk opgezet. Hierbij werd met name de monsteropwerking
via dialyse kritisch onderzocht, resulterend in een procedure waarbij
de storingsgevoeligheid sterk wordt verminderd. Enige manuele voor-

behandeling is noodzakeli jk.

De methode van v. Gend et al bleek niet direkt operationeel te maken.
Exr traden verstoppingen op in het continuous flow systeem. Door
voorafgaand aan de FAST-LC analyse de melk te behandelen met miere-
zuur, fysiologlsch zout en azide werden de problemen ondervangen.
Oxfendazol, mebendazol en flubendazol zijn te screenen vanaf het

10 ppb niveau, albendazol vanaf 20 ppb en fenbendazol vanaf 50 ppb.
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Medewerker/Samensteller: W.M.J. Beek |3,
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Inleiding

De benzimidazol-2-carbamaten behoren tot de anthelmintica
(anti-wormmiddelen) welke worden toegepast bij runderen, schapen,
varkens en pluimvee.

Worminfecties komen veel voor bij landbouwhuisdieren. Antiwormmiddelen
worden dan ook veelvuldig toegepast.

Toediening vindt plaats via injecties, drinkwater, voeder of zg.
wormblokken. Toepassing van deze middelen kan aanleiding geven tot
residuen in melk en/of vlees. Opsporing en controle op residuen ervan
is dan ook gewenst.

Volgens Whatson (1) zijn de veelvuldigst toegepaste anti-wormmiddelen
in Groot—-Brittannié: fenbendazol, levamisol, thiabendazol en
oxfendazol. In Nederland worden naast genoemde middelen ook alben-
dazol, flubendazol, mebendazol, pyrantel en morantel toegepast (2).
Voor de analyse van residuen wordt door Woestenborghs een gaschroma-
tografische methode voor levamisol in weefsel vanaf een niveau van

5 ng/kg beschreven (5).

Analyses van benzimidazolen vinden voornameli jk plaats met
hogedrukvloeistofchromatografie (6 t/m 8). Voor oxfendazol en levami-
sol zijn residumethoden in melk, met behulp van HPLC, beschreven op
niveau's vanaf respectievelijk 5 en 50 pg/l (3,4). Een geheel geauto-—
matiseerde methode voor de analyse van een aantal anthelmintica in
melk wordt beschreven door v.Gend et al (9).

Hiermee kunnen vier benzimidazolen gescreend worden in melk op een
niveau vanaf 5 ug/l. Gezien het eigen onderzoek betreffende de ont-
wikkeling van multimethoden via FAST-LC is getracht deze methode
operationeel te maken binnen de afd. Diergeneesmiddelen. Daarbij stond

het verrichten van eigen ontwikkelingswerk niet voorop.



2. Structuurformule en eigenschappen

NHCOOCH

/

H

oxfendazol R = C6H5S0 -
mebendazol R = C6H5CO -
albendazol R = C3H/S -
fenbendazol R = C6H5S -
flubendazol R = C6H4FCO -

Alle genoemde middelen lossen redelijk op in mierezuur.

3. Uitvoering van de experimenten

3.1 Opzet van een FAST-LC methode

Zie schema (bijlage 1)

3.1.1 Monstervoorbereiding

Boerderi jmelk wordt goed gemengd. Hierna wordt in een 25 ml buis
respectievelijk 5 ml melk, 5 ml fysiologische zoutoplossing, 1 ml
natriumazideoplossing (1%) en 1 ml gec.mierezuur gepipetteerd.
Het geheel wordt goed gemengd. Hierna wordt het geheel 10 minuten

gecentrifugeerd (2000 rpm, 10°C).

De heldere bovenlaag wordt in een 8,5 ml monstercupje van het FAST-LC

systeem gebracht (eventueel vetlaagje afscheppen).

3.1.2 Concentrering en scheiding

Analyse vindt plaats door 10 minuten te bemonsteren. Het monster-—

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

gevoerd met dialysemembranen (Technicon Type C art. 170-0472-02). De

monsteroplossing wordt aangezogen met een snelheid van 0,6 ml/min.
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De onderstroom (receptorstroom) is een 10% methanoloplossing.
Concentrering van de stoffen, die zich in de onderstroom bevinden,
vindt plaats op een Perisorb RP-2 (60%4.6 mm) 30 - 40 um con-
centreringskolom met 20 y frits. Tussen de 35e en 40e minuut vindt
backflush van de componenten plaats op een Supelcosil LC-8 (150%4.6 mm)
5 u kolom. Na 45 minuten wordt het volgende monster in behandeling
genomen. Scheiding van de componenten geschiedt met behulp van het
elutiemengsel 0,05 M ammoniumcarbamat—-methanol (50-50) bij een debiet
van 1,0 ml/min. Detectie van de componenten vindt plaats met UV bij

296 nm en 0,001 AUFS versterkerstand.

4. Bespreking

4.1 Schelding en concentrering

Voor de chromatografische schelding van genoemde anthelmintica met
behulp van HPLC werd gekozen voor het elutiemiddel, dat ook reeds door
Bogan (8) en door v.Gend (9) werd toegepast.

Met behulp van het mengsel 50-50 methanol-0,05 M ammoniumcarbamat
konden met een Supelcosil LC8 kolom voor standaarden goede scheidingen
worden verkregen. Bij toepassing van andere elutiemiddelen zoals water-
acetonitril (75-25), acetonitril-methanol-0,05 M ammoniumcarbamat
(100-400-500) konden geen goede scheidingen worden verkregen.

Op een Lichrosorb RP8 kolom konden ook met het 50-50 methanol-0,05 M
ammoniumcarbamatmengsel geen scherpe pieken worden verkregen.

De scheiding lukt kennelijk alleen met een kolom met goede endcap
zoals Supelcosil.

Omdat het eluens alkalisch is (pH 7,5), kan oplossen van de silica van
de analysekolom plaatsvinden. Om deze te beschermen werd tussen de
eluenspomp en b6-weg kraan een kolommet je geplaatst, gevuld met silica
(60%3 mm, 5 u frits). Het eluens raakt hierdoor verzadigd met even-
tueel opgeloste silica, zodat oplossen van de silica van de analyseko-
lom niet kan optreden.

Detectie vindt plaats met U.V.

Een mengsel van de vijf anthelmintica in het eluens gaf een absorp-—

tiemaximum van 296 nm (bijlage 2).
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Concentrering van de componenten, welke zich na dialyse in de
onderstroom bevinden in het FAST-LC systeem, bleek mogelijk op
Bondapak Cl8/Corasil materiaal. V. Gend (9) paste dit materiaal toe.
Concentrering op Perisorb RP2 30-40 y materiaal bleek eveneens
mogelijk. Toepassing van Perisorb RP2 materiaal verdient de voorkeur,
omdat dan tijdens het spoelen meer matrixcomponenten konden worden
afgeélueerd. Door in de onderstroom (receptorstroom) niet water maar
een 10%Z methanoloplossing toe te passen konden nog meer matrixcom-

ponenten worden verwi jderd.

De bepaling in melk was lineair, voor alle componenten, in het gebied
van 10-500 ppb (bijlage 3).

De detectiegrens bedroeg 10 ppb voor oxfendazol, mebendazol en fluben-
dazol, 20 ppb voor albendazol.

Omdat bij fenbendazol een kleine storing werd waargenomen overeenko-—
mend met een gehalte van ca. 15 ppb geldt hiervoor een detectiegrens
van 50 ppb. De recovery, na toevoeging aan melk, vergeleken met stan—
daarden was voor oxfendazol 88%, mebendazol 86%, flubendazol 83%,
albendazol 87% en fenbendazol 56% (n=5 op 100 ppb niveau).

De bepaling wordt niet gestoord door de middelen:

amprolium, arprinocid, buquinolaat, carbadox, dinitolmide, ethopabaat,
furazolidon, nitrofurazon, ipronidazol, ronidazol, dimetridazol, fur-
nicozone, nitrovin, nifursol, metichlorpindol, robenidine, thiofanaat,
pyranteltartrate, olaquindox, chlooramphenicol, halofuginon, methyl-
benzoquaat, decoquinaat, nicarbazin, dapson, sulfaquinoxaline, sulfa-
doxine, sulfadimidine, sulfadiazine, sulfanilamide onder de gekozen

omstandigheden (3.1).

4.3 Monsteropwerking

De anthelmintica bevinden zich ook in het vet van de melk (9). Melk
mag daarna niet worden ontroomd voordat deze in het FAST-LC wordt
onderzocht. Bovendien zijn de anthelmintica moeili jk in water oplos-

baar (wel in mierezuur) en dialyseren slecht vanuit melk naar een

waterige receptor.
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Alleen een zure of alkalische monsterstroom geeft een goede dialyse.
Door v. Gend (9) werd dit opgelost door de monsterstroom alkalisch te
maken met loog. Hierdoor werd de dialyse bevorderd.

De receptorstroom wordt daardoor alkalisch en zou het concentrerings-
materiaal beschadigen. Daarom wordt voor pré—-concentratie de pH op 5
gebracht met behulp van een citroenzuuroplossing.

Deze toegepaste methodiek bleek in onze handen verstoppingen in het
continuous flow gedeelte te veroorzaken.

Het probleem werd opgelost door de melk eerst te behandelen met
mierezuur en hierna te centrifugeren. De anthelmintica bevinden zich dan
in de zure fase en niet meer in het vet. De heldere oplossing (pH 2,5)
kan daarna zonder problemen in het systeem worden gebracht. Dialyse
van de componenten bleek nu eveneens mogeli jk.

Er werd nu geen verschil geconstateerd tussen toevoegen van standaar—
den aan melk, als waterige oplossing of indampen van in methanol ver-
dunde standaarden en daarna opwerken volgens de in 3 beschreven

methode.

5. Conclusie

De methode van v. Gend et al bleek niet direkt operationeel te maken.
Er traden verstopplngen op in het continuous flow systeem. Door
voorafgaand aan de FAST-LC analyse de melk te behandelen met miere-
zuur, fysiologisch zout en azide worden de problemen ondervangen.
Oxfendazol, mebendazol en flubendazol zijn te screenen vanaf het 10

ppb niveau, albendazol vanaf 20 ppb en fenbendazol vanaf 50 ppb.

Bijlagen

1. Opstelling FAST-LC.

2. Absorptiespectrum anthelmintica.

3. Lineariteit anthelmintica.

4. Chromatogrammen blanco melk.

5. Chromatogrammen melk + 10 ppb.

6. Chromatogrammen melk + 100; 50 ppb.
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Fully Automated Sample Treatment — Liquid Chromatography
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Scan Speed: 750 nm/min
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Blanco melk
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