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Bestimmung von Chloramphenicol in
tierischen Lebensmitteln

Determination of Chloramphenicol in Food Samples of Animal Origin

M. Bécheiraz, A. Haldemann und R. Etter
Kantonales Laboratorium, Ziirich
(Direktor: Dr. E. Romann)

Einleitung

Wurde Chloramphenicol, das erste synthetisch hergestellte Breitband-Anti-
biotikum, dank seines groflen Wirkungsspektrums frither haufig eingesetzt, wird
es heute in der Humanmedizin wegen seiner toxischen Nebenwirkungen nur
noch zuriickhaltend verwendet.

In der Veterinirmedizin wird Chloramphenicol jedoch nach wie vor in gro-
8em Umfang angewandt, insbesondere als Therapeutikum in der Kilbermast und
als Bestandteil verschiedener Priaparate zur Mastitisbekimpfung bei Milchkiihen,
obwohl! aufler den in der Humanmedizin beobachteten toxischen Effekten auch
die Resistenzbildung bei Salmonellen (1) zur Vorsicht mahnt. Von der FAO/
WHO und von verschiedenen Lindern sind Nulltoleranzen fiir Chlorampheni-
col-Riickstinde gefordert worden; in den USA ist Chloramphenicol fiir Mastitis-
behandlungen nicht zugelassen.
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Die tiblicherweise zum Antibiotikanachweis angewandten mikrobiologischen
Methoden sind nicht in der Lage, Chloramphenicol in den relevanten Groflen-
ordnungen zu erfassen. Verschiedene chromatographische Bestimmungsmetho-
den sind fiir klinische Anwendungen beschrieben worden (2—7), sie sind aber
meist zu wenig empfindlich und beschrinken sich auf die Untersuchung von
Blut- und Urinproben. Die fiir die Lebensmitteluntersuchungen veréffentlichten
Vorschriften (8—17) erfordern einen groflen Zeitaufwand und haben sich fiir Rou-
tinekontrollen bisher nicht durchgesetzt, insbesondere ist fiir gaschromatogra-
phische Verfahren eine Derivatisierung (18) der Wirksubstanz unumginglich.
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Die nachfolgend beschriebene HPLC-Methode erlaubt eine rasche, zuverlis-
sige Bestimmung von Chloramphenicol in Milch, Eiern, Fleisch und Fisch.

Methode

Reagenzien und Gerdte

1 m Acetatpuffer: 1 m Natriumacetat/l m Essigsdure 1+ 1; Chloramphenicol:
Fluka, purum; Natriumsulfat wasserfrei: Siegfried, rein; n-Pentan: Fluka, fiir UV-
Spektroskopie; Petrolether: Siegfried, rein; iibrige Chemikalien und Lésungsmit-
tel: Merck, zur Analyse.

Fleischwolf; Hochfrequenzhomogenisator: Polytron PT 20 N; Zentrifuge: 4000
U/min; Zentrifugengliser mit teflonbeschichtetem Schraubdeckel.

HPLC-System: Pumpe:  Waters M-45
Injektor: Waters U6K mit 2 ml-Probenschleife
Sdule: Glassdule 4 x 100 mm, gepackt mit Hypersil H 5 ODS
als Suspension in Aceton
Detektor: Perkin-Elmer LC-75
Schreiber: W + W 1100

Extraktion
Milch

50 ml Milch werden in einem 250-ml-Scheidetrichter mit 25 ml gesittigter
Kochsalzlosung und 150 ml Ethylacetat geschiittelt. Man fiigt 8 g festes Na-
triumchlorid zu und schiittelt mehrmals intensiv. Die wisserige Phase wird abge-
trennt und verworfen.

Eier, Fleisch und Fisch

10 g einer vorhomogenisierten Probe (Fleisch und Fisch gewolft) werden zu-
sammen mit 2 ml Acetatpuffer, 25 g wasserfreiem Natriumsulfat und 100 ml
Ethylacetat mittels Polytron homogenisiert, dann dekantiert und durch einen mit
Sand und Watte beschickten Glastrichter in einen 250-ml-Scheidetrichter filtriert
(evtl. unter Vakuum). Der Riickstand wird noch zweimal mit 50 ml Ethylacetat
extrahiert und die Extrakte ebenfalls in den Scheidetrichter filtriert.

Reinigung der Extrakte

Der Extrakt wird nacheinander gewaschen mit:
1. 25 ml ges. Kochsalzlésung + 1 ml 1 m Natronlauge,
2. 25 ml ges. Kochsalzlosung + 1 ml 1 m Acetatpuffer.

Die wisserigen Phasen werden jeweils verworfen, ebenso die bei Milch- und
Fischuntersuchungen auftretende flockig-gelatinose Schicht an der Phasengrenze.
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Die organische Phase wird in einem Erlenmeyer-Kolben iiber Natriumsulfat ge-
trocknet, durch Watte in einen 250-ml-Rundkolben filtriert, Trocknungsmittel
und Erlenmeyer mit wenig Ethylacetat nachgespiilt und das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer bei 50 °C abdestilliert. Ethylacetatreste werden anschlie-
end direkt am Wasserstrahlvakuum entfernt.

Der Riickstand (evtl. leicht erwdrmt) wird soweit moglich ohne Losungsmittel
in ein 12-ml-Zentrifugenglas pipettiert und der Kolben mit gesamthaft 7 ml Pe-
trolether gut nachgespiilt. Zur Losung im Zentrifugenglas gibt man 1 ml Wasser/
Acetonitril 4 + 1, mischt intensiv und zentrifugiert. Die organische Phase wird
abgesaugt und verworfen. Man gibt 5 ml Pentan ins Zentrifugenglas, schiittelt,
zentrifugiert und saugt anschliefend die Pentanphase ab. Durch kurzes Erwir-
men der Wasserphase (Wasserbad, ca. 50 °C) werden Pentanreste entfernt. Man
filtriert die Losung durch ein «Mikrofilter» (Pasteurpipette mit Watte/Celite/
Watte) und setzt die klare Losung direkt fiir HPLC ein.

Chromatographische Bedingungen

Saule: 4 x 100 mm, Hypersil H 5 ODS

Mobile Phase: Wasser/Acetonitril/Acetatpuffer 80 + 20+ 1

Flufs: 1 ml/min

Injektionsvolumen: Probe: 100 ul
Externer Standard: 100 ul Chloramphenicol 0,5 ug/ml in
20% Acetonitril

Empfindlichkeit: 0,02 A. u.f.s.

Retentionszeit: ca. 9 min

Nachweisgrenze:  ca. 5 ng

Resultate und Diskussion

Die Extraktion von zugesetztem Chloramphenicol aus der Matrix mit Ethyl-
acetat gelingt bei simtlichen untersuchten Lebensmitteln nahezu quantitativ.
Die Sittigung der Waschwasser mit Kochsalz erleichtert die Phasentrennung im
Scheidetrichter und unterdriickt Verluste am relativ gut wasserloslichen Wirk-
stoff.

Die Hauptmenge der Begleitsubstanzen, insbesondere Fett, wird in der zwei-
ten Fliissig-fliissig-Verteilung entfernt. Die Verwendung nur geringer Losungs-
mittelmengen auf dieser Stufe gestattet einerseits die bequeme parallele Aufar-
beitung mehrerer Proben, andererseits kann die wasserige Phase ohne Aufkon-
zentrieren direkt fiir die chromatographische Bestimmung eingesetzt werden.

Chloramphenicol ist in reinem Petrolether nahezu unléslich (< 5 ug/l). Trotz-
dem hat sich die Ubertragung der Hauptmenge des eingedampften Essigesterex-
traktes ins Zentrifugenglas und Nachspiilen des Kolbens direkt mit Petrolether
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ohne weitere Losungsmittel bewihrt. Die Wiederfindungsraten waren hoher als
in Vorversuchen, bei denen der Riickstand in Ether oder Dichlormethan aufge-
nommen, ins Zentrifugenglas transferiert und dann sehr zeitraubend durch Ab-
blasen im Stickstoffstrom vom Losungsmittel wieder befreit worden war. Schein-
bar wird die Loslichkeit von Chloramphenicol durch die grofle Menge an Be-
gleitsubstanzen geniigend erhoht. Eine solche Steigerung der Loslichkeit durch
Begleitsubstanzen in der organischen Phase und dadurch Erniedrigung des Ver-
teilungskoeffizienten zwischen Wasser/Acetonitril 4 + 1 und Petrolether 1st ver-
mutlich auch fiir die deutlich geringere Wiederfindungsrate bei der Untersu-
chung von Eiern verantwortlich, wenn von 30 g statt von 10 g Probenmaterial
ausgegangen wird (vgl. Tabelle 1).

Die Extraktion mit 1 ml Laufmittel ergibt gegeniiber der Probe eine 10-
bis 50fache Anreicherung des Arzneimittels. Die erreichbare Nachweisgrenze
hingt vorwiegend von der eingesetzten Probemenge ab. Wahrend sich diese von
anfinglich 10 g bei der Untersuchung von Milch und Eiern ohne weiteres erho-
hen lieR, ist dies bei Fleischuntersuchungen schlecht durchfiithrbar. Eine Stei-
gerung der Empfindlichkeit wire auch durch Erhohung des Injektionsvolumens
oder durch stirkeres Aufkonzentrieren denkbar. Da die Vergroflerung des Injek-
tionsvolumens von tiblicherweise 100 ul (1410 des Extraktes) aus chromatogra-
phischen Griinden ungiinstig ist, wurden einige Versuche mit einem Extraktions-
volumen von 0,5 ml angestellt. Diese ergaben aber deutlich erniedrigte Wieder-
findungsraten.

Die Quantifizierung erfolgt durch Vergleich mit einem externen Standard un-
ter Annahme von 1 ml Endvolumen, ohne Beriicksichtigung von Verlusten an
Losungsmittel bei der Extraktion oder durch Verdunstung.

Milch

Das in verschiedenen, zum Teil hidufig eingesetzten Priparaten zur Mastitis-
Therapie bei Milchkiihen enthaltene, intramammar applizierte Chloramphenicol
diirfte zum grofliten Teil unverdndert mit der Milch ausgeschieden werden, ohne
in den Stoffwechsel des Tieres zu gelangen. Da Chloramphenicol mit den in der
Milchwirtschaft routinemiflig durchgefithrten mikrobiologischen Antibiotika-
tests nicht erfalit wird, liegen bisher keine Angaben iiber Riickstinde in der
Milch vor.

Die bei Analysen ausgehend von 50 ml Milch praktisch erreichte Nachweis-
grenze liegt bei 2 ppb. Die in Versuchen mit Zusitzen von 2 ppb gefundene
Peakhohe liegt in der fiir eine quantitative Wiederfindung erwarteten Grofie,
wenn auch die Mefigenauigkeit fiir eine Festlegung der Wiederfindungsraten
nicht ausreicht. Die Wiederfindungsrate bei 10 ppb Zusatz betrigt 92 + 5% (9 Be-
stimmungen).

Fiir Routinekontrollen mit einer angestrebten Nachweisgrenze von 10 ppb er-
wies sich die gemeinsame Untersuchung von 5 Proben zu 10 ml als sinnvoll. Da-
durch wird die Analyse von 40 Milchproben pro Tag durch eine Arbeitskraft oh-
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Abb. 1. Chromatogramm von Chloramphenicol in Milch
a = Chloramphenicol Standard (100 ul, 0,5 ppm in 20% Acetonitril)

b = Extrakt aus 50 ml Rohmilch ohne Zusatz
¢ = gleiche Probe mit Zusatz von 2 ppb Chloramphenicol

ne weiteres moglich. Abbildung 1 zeigt die Chromatogramme ausgehend von
50 ml Milch (5 Proben zu 10 ml) ohne und mit Zusatz von 100 ng Chlorampheni-
col, entsprechend 10 ppb auf 10 ml (d. h. auf eine Einzelprobe) bezogen.

In einer der bis anhin untersuchten 240 Milchproben wurde 35 ppb Chloram-
phenicol gefunden. Dieser Befund konnte durch GC/MS bestitigt werden.

Eizer

Bei der Untersuchung von Eiern und Eiprodukten auf Chloramphenicol wird
ausgehend von einer 10-g-Einwaage eine Nachweisgrenze von ca. 10 ppb erreicht.
Fiir Routineuntersuchungen wird vorteilhaft eine Mischung von 3 Proben zu 10 g
zur Analyse eingesetzt. Dabei ist die Natriumsulfatmenge zu verdreifachen und
das Ethylacetatvolumen zu verdoppeln. Die Erhohung der Probemenge bot bei
den untersuchten Proben von Vollei und Gefriervollei von der Aufarbeitung her
keine Probleme, und Storpeaks, die mehr als ca. 5 ppb Chloramphenicol (auf
eine Probe zu 10 g bezogen) entsprechen wiirden, traten nicht auf. Gefriereigelb
wurde genau nach Vorschrift aufgearbeitet, fiir die Untersuchung von Trocken-
voller wurden 5 g Untersuchungsmaterial und 10 g Natriumsulfat verwendet. Bei
der Untersuchung von frischem Eiklar und Trockeneiweifl traten Storpeaks auf,
die eine Bestimmung verhinderten.
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Die Wiederfindungsraten in Abhangigkeit der Zusatzmenge fiir eine Eiprobe
sowie fur die verschiedenen Eiprodukte sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

In keiner der bis anhin untersuchten 24 Proben von Eiprodukten wurde
Chloramphenicol nachgewiesen.

Tabelle 1. Wiederfindungsraten in Eiprodukten

Probemenge Zusatz Wiedcgﬂdungs' Versuchszahl
Frischeier 10g 200 ng 98% 1
10g 500 ng 98% 1
10g 1000 ng 94% 1
10g 2000 ng 92% |
10g 500 ng 96 = 5% 3
30g 500 ng 76 £ 5% 6
Gefriervollei 10g 500 ng 91+ 11% 3
30g 500 ng 77% 1
Gefriereigelb 10g 500 ng 84% 1
Trockenvollei 5g 500 ng 83% 1
Flezsch

Chloramphenicol wird renal hauptsichlich als Glucuronid (bis zu 90%) ausge-
schieden (19). Fiir die Bestimmung in Niere oder Harn mufl deshalb der Wirk-
stoff erst durch enzymatische Hydrolyse freigesetzt werden. Eine neue Untersu-
chung an Schweinen zeigte, da§ Chloramphenicol im Blutserum ungefihr zu
gleichen Teilen frei und als Konjugat vorliegt (15). Entsprechende Angaben fiir
Muskelfleisch fehlen. Eine starke Verschiebung dieses Verhiltnisses zu Ungun-
sten des freien Chloramphenicols ist aber kaum wahrscheinlich. Wir beschriank-
ten uns bisher auf den Nachweis von ungebundenem Chloramphenicol.

Die in Fleischuntersuchungen problemlos erreichbare Nachweisgrenze liegt
bei ca. 10 ppb. In den bis anhin analysierten Proben von Kalb- und Rindfleisch la-
gen die im Bereich von Chloramphenicol auftretenden, unspezifischen Storpeaks
stets deutlich unter dem angegebenen Grenzwert. Typische Chromatogramme
von Fleischextrakten ohne und mit 50 ppb Zusatz zeigt Abbildung 2. Die Wie-
derfindungsraten sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Fisch

Die Untersuchung von Forellen unterscheidet sich methodisch nicht von der-
jenigen von Fleisch. Fiir die Analyse werden nur die efbaren Anteile verwendet.
Die Nachweisgrenze liegt ebenfalls ca. 10 ppb, die Wiederfindungsraten sind je-
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doch deutlich niedriger als bei Fleisch und die Streuung ist grofier (Tabelle 2).
Storpeaks sind 1. a. stirker als bei den iibrigen Lebensmittelproben. Sie beein-
trachtigen die Auswertung jedoch nur unbedeutend, sofern die Fische in gutem
Frischezustand untersucht werden.

In den bisher untersuchten 12 Forellen wurden keine Chloramphenicol-Riick-
stinde gefunden.

W - -

1 i 1 ] 1 1 L = | 1 1 L
15 min 10 5 0 15 min 10 5 0 15 min 10 5 0

Abb. 2. Chromatogramme von Chloramphenicol in Fleisch
a = Chloramphenicol Standard (100 l, 0,5 ppm in 20% Acetonitril)

b = Extrakt aus 10 g Rindfleisch ohne Zusatz
¢ = gleiche Probe mit 50 ppb Zusatz Chloramphenicol

Tabelle 2. Wiederfindungsraten in Fleisch und Fisch

Probemenge Zusatz Wiedel;f;trédungs- Versuchszahl
Fleisch 10g 200 ng 79% 1
10g 500 ng 76% 1
10g 1000 ng 85% 1
10g 2000 ng 88% 1
10g 500 ng 88+ 4% 6
Fisch 10g 500 ng 76% 2
10g 500 ng 62 + 12% 8
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Dank

Herrn Dr. R. Battaglia danken wir fiir die anregenden Diskussionen und wertvollen
Hinweise sowie fiir die Durchsicht des Manuskriptes. Herrn Th. Brack sei fiir die experi-
mentelle Mitarbeit zu Beginn dieser Untersuchungen und Herrn D. Fréblich fiir die Bereit-
stellung der HPLC-Sdulen gedankt.

Zusammenfassung

Die Bestimmung von Chloramphenicol in Milch, Eiern, Fleisch und Fisch wird be-
schrieben. Die Proben werden mit Ethylacetat extrahiert, die Extrakte gewaschen und ein-
geengt. Der Riickstand wird durch eine Verteilung zwischen Wasser/Acetonitril 4 + 1 und
Petrolether entfettet und der Gehalt an Chloramphenicol in der wisserigen Phase durch
RP-HPLC mit UV-Detektion bei 276 nm anhand eines externen Standards ermittelt. Fiir
alle Lebensmittel werden gute Wiederfindungsraten erzielt. Die Nachweisgrenzen liegen
matrixabhingig bei 2 bis 10 ppb. Dank der relativ einfachen Aufarbeitung eignet sich die
Methode fiir die routinemiflige Lebensmittelkontrolle.

Résumé

On décrit une méthode pour la détermination du chloramphénicol dans le lait, les
oeufs, la viande et le poisson. L’extraction des échantillons se fait avec 'acétate d’éthyle;
les extraits sont lavés et ensuite concentrés. On dégraisse et reprend simultanément le
résidu avec de I'éther de pétrole et une solution d’eau et d’acétonitrile (4 + 1). La teneur en
chloramphénicol est dosée dans la phase aqueuse par RP-HPLC avec détection UV
(276 nm) et un standard externe. Pour les quatre denrées alimentaires examinées, le taux de
recouvrement a été bon. La limite de détection dépend de la matiére analysée et se situe
entre 2 et 10 ppb. Le mode opératoire relativement simple permet d’appliquer cette métho-
de facilement dans le controle des denrées alimentaires.

Summary

A method for the determination of chloramphenicol in milk, eggs, meat, and fish is
presented. The food samples are extracted with ethyl acetate, the extracts are washed, dried
and evaporated. The residue is depleted of fat by partition between petroleum ether and
water/acetonitrile 4+ 1, and the chloramphenicol content is determined in the aqueous
layer by RP-HPLC with UV-detection at 276 nm by comparison with an external standard.
Good recoveries are obtained for all food samples. Detection limits are at 2 to 10 ppb, de-
pending on the sample. The method is well suited for routine food analysis due to the sim-
ple work-up procedure.
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