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Screening-Methode zur quantitativen Bestimmung von
12 Sulfonamiden in Fleisch, Leber und Niere mit HPLC und
«on-line»-Nachsiulenderivatisation

Screening Method for the Quantitative Determination of 12 Sulfonamides in
Meat, Liver and Kidney by HPLC and on-line Post-Column Derivatization

D. Guggisberg, A.E. Mooser und H. Koch

Bundesamt fiir Veterinirwesen, Liebefeld-Bern

Einleitung

Sulfonamide (SA) gehdren in eine wichtige Klasse von antibakteriell wirksamen
Arzneimitteln und sind in der Veterinarmedizin weit verbreitet. Riickstinde dieser
Arzneimittel, sowie deren Metaboliten, konnen fiir den Konsumenten eine poten-
tielle gesundheitliche Gefahr darstellen.

In der Schweiz legt die Verordnung iiber Fremd- und Inhaltsstoffe vom
27. Februar 1986 (Erginzung vom 29. Juni 1988) einen Toleranzwert von 0,1 mg/kg
(= 100 ppb) als Summe der Muttersubstanzen und der N*-Acetylmetaboliten fiir
Sulfonamidriickstinde als vorliufige Weisung fest. Damit eine moglichst grosse
Anzahl von tierischen Gewebeproben auf diesen Toleranzwert tiberpriifbar ist,
benotigten wir eine Screening-Methode mit gentigender Empfindlichkeit und ho-
hem Durchsatz.

Fiir die Bestimmung der Sulfonamide im Fleisch gibt es bereits eine Fille von
Publikationen und Reviews (1, 2). Obschon bereits immunologische Screening-
Methoden fiir die Bestimmung von SA bekannt sind oder noch entwickelt werden,
insbesondere mit EIA und ELISA, scheint uns doch fiir die Praxis und Routine die
RP-HPLC mit Nachsaulenderivatisierung (NSD) am besten geeignet zu sein.

Literaturzusammenfassung und Methodik

Aus der Literatur sind einige «pre-column»- oder «post-column»-Derivatisie-
rungsmethoden fir SA bekannt.
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Tabelle 1. Abkirzungen

Sulfonamide SA Vertrieb pKs-Wert [3, 4]
Sulfanilamid SAA Sigma S-9251 10,43
Sulfathiazol STA Sigma S-9876 7,2
Sulfapyridin SPR Serva 35860

Sulfadimidin SDD Sigma S-6256 7,4

= Sulfamethazin

Sulfachlorpyridazin SEP Sigma S-9882 5,1
Sulfamethoxazol SMX Sigma S-7507 5,6
Sulfadimethoxin SDM Sigma S-7007 6,2
Sulfacetamid SAC Sigma S-8627 5,38
Sulfadiazin SDA Sigma S-8626 6,48
= Sulfapyrimidin

Sulfamerazin SME Sigma S-8876 7.0
Sulfamethoxypyridazin =~ SMP Sigma S-7257 6,7
Sulfaquinoxalin SQX Sigma S-7382 5.5
Sulfabenzamid SBA Sigma S-9757

Interner Standard

N. Takeda et al. (5) derivausierten spezifisch 8 SA (SDA, SME, SMZ, SMX,
SDM, SQX, SMM, SIM) (Tabelle 1) mit Fluram (Fluorescamin) bei pH = 3 zu hoch
fluoreszierenden Substanzen. Die Derivate werden auf einer Chemosorb 5-ODS-
Sdule analysiert und im Fluoreszenzdetektor beobachtet (Ex: 405 nm, Em: 495 nm).

SMZ und STA werden aus Futtermittel extrahiert, auf Lichrosorb RP-18 analy-
siert und bei 450 nm nach der «post-column»-Derivatisation mit p-Dimethyl-
aminobenzaldehyd (DMBA) detektiert. Diese Methode wird von R. Shringham
und R. Smallidge (6, 7) beschrieben.

Eine dhnliche, vollig automatisierte Derivatisierungsmethode wird fiir 13 Sul-
fonamide (STA SQX, SAA SMX,. SME, SMZ, SGU, SDD, SDM.SDA.SAC, STR,
SCP) und einige andere el el (3 8) e Mxlch B anod
Fleisch beschrieben. Dabei wird der wiasserige Gewebeextrakt d1a1y51ert und auf
eine Anreicherungssiule geleitet. Danach wird auf einer Lichrosorb RP-8-Siule
analysiert. Wegen den storenden Matrixinterferenzen im UV-Bereich ist die Nach-
saulenderivatisierung mit DMBA und die Detektion bei 450 nm unumganglich.

H. Sista et al. (9) analysierten SPR mittels Fluram-Nachsiulenderivatisierung
im Fluoreszenzdetektor (Ex: 395 nm, Em: 470 nm). In einer kiirzlich veréffent-
lichten Arbeitvon B. Pacciarelli etal. (10) konnen 12 Sulfonamide aus Muskelfleisch
oder Nieren mittels Fluram-Nachsdulenderivatisierung detektiert werden.

Allgemein ist die Nachsiulenderivatisierung eine sehr elegante Methode zum
Nachweis und zur Bestitigung der Sulfonamide. Beispielsweise lassen sich SA mit
p-DMBA derivatisieren und bei 450 nm nachweisen (3, 6, 7). Ebenso lassen sich
Sulfonamide mit Fluram derivatisieren und im Fluoreszenzdetektor nachweisen
(9—11). Fir die Diinnschichtchromatographie ist die «Marshall-Bratton»-Reaktion
(12) bekannt, bei der das endstandige aromatische Amin diazotiert wird und mit
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N-(1-Naphthyl)ethylendiamindihydrochlorid weiterreagiert, um einen roten
Farbstoff zu bilden (12-14).

Wir berichten im folgenden von der «Marshall-Bratton»-Reaktion als «on-
line»-Nachsaulenderivatisation der Sulfonamide. Die durch Diazotierung und Re-
aktion mit N-(1-Naphthyl)ethylendiamindihydrochlorid gebildeten Sulfon-
amidderivate werden bei 550 nm im UV-Vis-Detektor nachgewiesen und somit
bestitigt. Die Diazotierung des aromatischen Amins zum Diazofarbstoff ist sehr
selektiv, Matrixeffekte spielen keine Rolle. Dies gibt uns die Méglichkeit, mit hoher
Empfindlichkeit im sichtbaren Bereich zu messen und dementsprechend mehrere
(bis zu funf) Fleischproben zusammenzufassen.

Fiir unsere Zwecke eignet sich die bereits frither publizierte Aufarbeitungsan-
leitung von M. Rychener et al. (15).

Die Probe wird homogenisiert und mit Aceton extrahiert. Sollen die N*-Meta-
boliten mitbestimmt werden, wird der Acetonextrakt in kochender verdiinnter
Salzsdure hydrolysiert. Anschliessend wird durch Verteilung zwischen Wasser und
n-Hexan entfettet. Nach Neutralisation der Wasserphase werden die Sulfonamide
mit Ethylacetat ausgezogen. Zur weiteren Reinigung wird an Kieselgel 60 in
Aceton/Dichlormethan chromatographiert. Das Sulfonamid-Eluat wird mit
Hochdruck-Flissigchromatographie (HPLC) an einer Umkehrphase aufgetrennt
und «on-line» derivatisiert. Zur Bestitigung der positiven Proben werden GC-MS-
Analysen durchgefiihrt (16).

Experimentelles

Verwendete Gerdte

— Probenzerkleinerungsgerat Moulinex

— Polytron-Stabmixer mit 12-mm-Mixerstab

— Laborzentrifuge

— Rotavap mit Vakuumkontroller (Biichi)

— pH-Meter mit Glaselektrode

— 250-ml-Scheidetrichter

— 100-ml-Spitzkolben

— Chromatographiesiule, Nutzlinge 25 cm, ID: 15 mm
— Einwegfilterchen 0,45 um (Cellulose, 13 mm HP)

— 300 pl-Vials (HP)

— Vakuumfiltriereinrichtung mit 0,45 p Filter (Millipore)
— 1-ml-Spritze mit Luer-Lock (Hamilton)
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Reagenzien

— Aceton, n-Hexan, Ethylacetat, Ethanol, Dichlormethan (p.a.)

— Acetatpuffer: In einem 2-1-Becherglas werden 3,85 ¢ Ammoniumacetat in ca.
950 ml Wasser (bidest.) gel6st. Es wird mit Essigsiure (p.a.) auf pH = 4,00
eingestellt. In einem 1-1-Messkolben wird auf 1000 ml aufgefiillt und die Lésung
durch ein 0,45 u-Filter filtriert.

— Salzsiure (Merck, 37%, p.a.)

— Natronlauge (5N): 20 g Natriumhydroxid (Plitzchen p.a.) werden in Wasser zu
100 ml gelost.

— Losung 1): 0,8 g Natriumnitrit (Merck, p.a. Art: 6549), 150 ml Wasser, 50 ml
Salzsdure (Merck, 37%, p.a.)

— Losung 2): 4 g Ammoniumamidosulfonat (Merck, p.a. Art:1220), 200 ml Wasser

— Losung 3): 0,8 g N-(1-Naphthyl)ethylendiamindihydrochlorid (Merck, z.a Art:
6237), 200 ml Wasser

Referenzsubstanzen, Standardlosungen
Die Bezugsquellen und Abkiirzungen der in die Analyse einbezogenen Sul-
fonamide konnen der Tabelle 1 entnommen werden.

Stammlosungen

50,0 mg Sulfonamid werden mit Methanol zu 50 ml gelést (1,0 mg/ml).

Standardlosung A

100 ul der Stammlésungen von SAC, STA, SME, SMP, SMX, SBA, SDM werden
mit Methanol/Wasser (1:1) auf 10,0 ml aufgefiillt (10 ng/ul).

Messlosung A

1 ml der Standardlésung A wird mit Acetatpuffer auf 10,0 ml aufgefiillt (1 ng/ul)
(vgl. Abb. 2).

Standardlosung B

100 ul der Stamml6sungen von SAA, SDA, SPR, SDD, SCP, SBA, SQX werden
mit Methanol/Wasser (1:1) auf 10,0 ml aufgefiillt (10 ng/pul).

Messlosung B

1 ml der Standardlésung B wird mit Acetatpuffer auf 10,0 ml aufgefiillt (1 ng/pl)
(vgl. Abb. 3).
Standardlosung ISTD

100 pl der Stammldsung SBA werden mit Methanol/Wasser (1:1) auf 10,0 ml
aufgefillt (10 ng/ul).
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50 ul dieser Standardlésung werden als ISTD dem Fleischextrakt zugegeben
(50ppb) (vgl. Abb. 4).

HPLC-Bedingungen

Apparatur: Waters 600 E, Ofentemperatur 35 °C
Mobile Phase : 80% A, 20% B
A: Acetat-Puffer: pH = 4,00
B: Acetonitril
Saule: Stahlkartusche (HP) 250 mm, ID: 4 mm
Vorsiule: LiChroCART 4-4, LiChrospher 100 RP-18 5 um (Merck)
Stationire Phase:  Spherisorb ODS2, 250 mm x 4 mm x 5 um (HP)
Fluss: 1,0 ml/min
Einspritzvolumen: 20 pl
UV-Detektor: Spectra Physics SC102-0100 (265 nm)
Vis-Detektor: Spectra Physics SC102-0100 (550 nm)
Reaktionspumpe: ~ Merck Hitachi 655 A-13, Fluss 20 (entspricht ca. 0,2 ml/min)
Reaktionslosungen: Lésung 1,2, 3

Losung 1: 0,8 g Natriumnitrit (Merck, p.a.), 150 ml Wasser,

50 ml Salzsdure (Merck, 37%, p.a.)
Losung 2: 4 ¢ Ammoniumamidosulfonat (Merck, p.a.), 200 ml Wasser
Lésung 3: 0,8 g N-(1- Naphthyl)ethylendlam1nd1hydrochlor1d

(Merck z.a.), 200 ml Wasser
Reaktionswege: 25 ¢m, 200 ¢m, 60 cm, ID 0,33 mm

der Reaktionsweg 2 (200 cm) wird eisgekiihlt
Auswertestation:  Baseline Millipore Waters, Methode ISTD

Durchfiihrung

10 g einer Fleischprobe (oder 5 Proben zu je 2 g Fleisch) werden nach der
Vorschrift (15) aufgearbeitet. Vor dem Eindampten des Eluates wird der int. Stan-
dard zugegeben (50 ul der Standardlosung SBA [10 ng/ul] entsprechen 50 ppb). Das
Eluat wird am Rotavap (45 °C, 300 mbar) eingedampft und der Riickstand in 300 ul
Methanol/Wasser (1:1) aufgenommen. Die Messlosung wird mit Hilfe einer 1-ml-
Spritze mit Luer-Lock durch ein Einwegfilterchen (0,45 pm) in ein Micro-Vial
filtriert. Von der Messlosung werden 20 ul in das HPLC-System injiziert. Die
Siulentemperatur wird mittels Saulenofen konstant auf 35 °C gehalten. Nach der
Auftrennung des Fleischextraktes in einzelne Komponenten auf einer Spherisorb-
Siule wird der Eluent zur Reaktionspumpe gefiihrt (Abb. 1). Von der Reaktions-
pumpe aus werden die drei eisgekithlten Lésungen 1, 2 und 3 tiber je ein T-Stiick
zum Eluenten gemischt, wobei der Reaktionsweg der Lésung (1) 25 cm, der Lésung
(2) 200 cm und der Losung (3) 60 cm betragen soll. Die Lésungen 1, 2 und 3 miissen
vor Gebrauch neu zubereitet und wahrend der Analyse mittels Eis gekﬁhlt werden.
Um die Blasenbildung moglichst kleinzuhalten, ist das Eintauchen der drei Losun-
gen in ein Ultraschallbad (fiir ca. 30 min vor der Analyse) zu empfehlen.
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Nachsaulenderivatisation

1 = HPLC-Pumpe Waters 600 E

2 = Spherisorb ODS-Siule
3 = UV-Detektor (265 nm)
4 = Losung 1 (eisgekiihlt)

5 = Reaktionsweg 1 (25 cm)
6 = Losung 2 (eisgekiihlt)

7 = Reaktionsweg 2 (200 cm, eisgekiihlt)

8 = Losung 3 (eisgekiihlr)
9 = Reaktionsweg 3 (60 cm)

10 = UV/Vis-Detektor (550 nm)

11°= Abfall

4-9 sind integriert im System Merck Hitachi 655 A-13
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Chromatogramm der Messlosung A im UV (265 nm) und VIS (550 nm)

F=5ae, P="STA 3 = SMES4 - SN S = SMIX “6i= 8B A 7 = SION (e 20ng)
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Abb. 3. Chromatogramm der Messlosung B im UV (265 nm) und VIS (550 nm)
1=SAA2=8D\ 3=S8PR 4=5DD,5=8CE 6=8BA.7—SOX (je 20nc)

Resultate

Die Losung 1 diazotiert die Sulfonamide selektiv, die Losung 2 eliminiert das
iberschiissige Natriumnitrit. Der rote Farbstoff wird durch Losung 3 erzeugt, der
bei 550 nm detektiert wird (17). Die Nachsdulenderivatisierung der SA zum jewei-
ligen Diazofarbstoff hat einige Vorteile gegeniiber der Nachsdulenderivatisierung
mit Fluram. Neben dem sehr hohen Preis fiir Fluram ergeben die fluoreszierenden
Fluram-Sulfonamid-Derivate eine recht unterschiedliche relative Absorption. Die
12 oben genannten derivatisierten Sulfonamide ergeben hingegen mit der hier
beschriebenen Methode eine sehr ausgeglichene Absorption.

Die Chromatogramme (Abb. 2-6) zeigen die hohe Selektivitit im sichtbaren
Bereich, verglichen mit dem UV-Bereich. Sulfonamide, die im UV-Chromato-
gramm durch Verunreinigungen tiberlagert sein konnen, sind schwierig zu identi-
fizieren und zu quantifizieren. Die Nachsiulenderivatisation erleichtert die Iden-
tifikation sowie die Quantifizierung wesentlich. Ebenso entfillt das Vergleichen
aufgenommener UV-Spektren mit der Spektrenbibliothek des Diodenarray-De-
tektors sowie das Verifizieren der SA mit einem 2. Fliessmittelsystem.

Die analytische Nachweisgrenze betrigt 2 ppb. Die Wiederfindungsraten der
Probenaufbereitung kénnen der Lit. 15 entnommen werden. Die Autoren sind der
Meinung, dass immer 5 verschiedene Fleischproben zu je 2 g in einem Aufarbei-
tungsschritt zusammengefasst werden konnen, um grosse anfallende Probenmen-
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Abb. 4. Chromatogramm einer mit 50 ppb SBA (ISTD) dotierten Fleischprobe im UV
(265 nm) und VIS (550 nm)
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Abb. 5. Chromatogramm einer dotierten Fleischprobe (6 SA je 10 ppb, SBA 50 ppb) im UV
(265 nm) und VIS (550 nm)

I=SAC, 2 —STA 3=SME, 4= SMP 5 =SMX 6=SBA 7=SDM
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Abb. 6. Chromatogramm einer positiven Kaninchenfleischprobe (SDM >100 ppb) im UV
(265 nm) und VIS (550 nm)

1 = SBA (50 ppb), 2 = SDM (>100 ppb)

w
n X

gen zeitgerecht zu verarbeiten. Wiirde nun bei einer Analyse ein Sulfonamid mit
10 ppb detektiert, kann der Wert von einer der fiinf Fleischproben 50 ppb betragen,
was der Hilfte des hochstzulissigen Toleranzwertes von 100 ppb entsprechen
wiirde. Die Berechnung der Resultate erfolgt nach der Methode mit dem internen
Standard (ISTD) Sulfabenzamid. Die Methode eignet sich fir Fleisch und Fisch;

sie auf gerducherten Fisch anzuwenden ist jedoch kaum moglich, da viele Storpeaks
auftreten.

Dank

Herrn Marco Sievi sei an dieser Stelle fur seine experimentelle Mitarbeit gedankt.

Zusammenfassung

Es wird eine Screening-Methode zur quantitativen Bestimmung von 12 Sulfon-
amidriickstinden in Muskel, Leber und Niere beschrieben. Die aufgearbeitete Fleischprobe
(bestehend aus einer 10-g-Fleischprobe oder aus 5 verschiedenen Proben zu je 2 g Fleisch)
wird mit dem internen Standard Sulfabenzamid versetzt und mittels Hochdruck-Flissig-
chromatographie an Umkehrphase analysiert. Danach werden die Sulfonamide durch eine
«on-line»-Nachsiulenderivatisation nach «Marshall-Bratton» als Diazofarbstoffe bei 550 nm
hochspezifisch detektiert und quantifiziert.
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Résumé

Une méthode de sélection rapide est présentée pour la détermination quantitative des
résidus de 12 sulfonamides dans le muscle, le foie et le rein. Le sulfabenzamide est ajouté
comme standard interne a ’échantillon purifié (soit un échantillon de 10 g ou 5 différents
échantillons de 2 g de viande). La séparation des différents sulfonamides est effectuée par
chromatographie liquide a haute performance en phase inverse. Une dérivatisation post-co-
lonne a lieu avec formation de dérivés diazo permettant une détection 2 haute spécificité dans
le domaine du VIS a 550 nm, selon la méthode de «Marshall-Bratton» adaptée pour une
version «on-line».

Summary

A screening method is presented for the quantitative determination of 12 sulfonamide
residues in muscle, liver and kidney. Sulfabenzamide is added as the internal standard to the
cleaned sample (either 10 g meat or 5 times different 2 g samples). The separation of the
sulfonamides is achieved by reversed-phase HPLC on a Spherisorb ODS column, and hlghly
specific detection at 550 nm is obtained by post-column derivatization as an on-line-version
of the Marshall Bratton method.
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