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Methode zur quantitativen Bestimmung von Gentamicin
in Fleisch, Leber und Niere mit HPLC und Nachsiulen-
derivatisation

Method for the Quantitative Determination of Gentamicin
in Meat, Liver and Kidney by HPLC and Post-column Derivatization

Key words: Gentamicin, Meat, Kidney, Liver, Post-column derivatization,
Fluorescence detection

Dorinik Guggisberg und Herbert Koch

Bundesamt fiir Veterinarwesen, Liebefeld-Bern

Einleitung

Gentamicin gehort in die Familie der Aminoglycosid-Breitband-Antibiotika,
wirkt gegentiber Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien und wird sowohl
in der Human- sowie in der Veterindrmedizin hiufig eingesetzt. Als Nebenwirkun-
gen sind allerdings Ohren- und Nierenschidigungen bekannt, so auch die Tatsache,
dass Gentamicin lange in der Niere persistieren kann.

Das native, aus Kulturlésungen von Mikromonospora purpurea-Arten isolierte
Gentamicin ist ein Gemisch von 16 dhnlichen Aminoglycosiden, wobei in der Regel
die vier Gentamicine Ci, C2, C1a und Cza pharmazeutisch eingesetzt werden
(Abb. 1).

Die Hiufigkeitsverteilung der verschiedenen Gentamicine kann je nach «Batch»
variieren. Von Gentamicin Ci leiten sich strukturell das native Sisomicin sowie das
semisynthetische Netilmicin, zwei weitere bekannte Aminoglycoside, ab.

Gentamicin (Handelsnamen: Gentagen, Gentavit, Gentodiar, Tarigent, Veta-
gent usw.) mit seinem breiten Wirkungsspektrum als Antibiotika und seiner her-
vorragenden Stabilitdt ist in der Veterinirmedizin sowohl in der Therapie als auch
in der Prophylaxe stark verbreitet.

Rickstinde dieses Arzneimittels in der Milch und im Fleisch kénnen fiir den
Konsumenten eine potentielle gesundheitliche Gefahr darstellen (Resistenzbil-
dung).
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é NH, C1: R1=R2=CH3
H.,N %/NHQ Cs: R1=CHg, R2=H
Cqa: R1=R2=H

Cog: R1=CHg, R2=H

HN OH

Abb. 1. Chemische Struktur von Gentamicin (typisches Gemisch enthalt gemdss (14) die 4
Hauptkomponenten in folgenden Konzentrationen C1 =22%, Cz2 = 16%, C1a=30%,
G =509

Generelle Wartezeiten sind wie folgt vorgeschrieben:

Milch: 3 Tage / Fleisch, Leber: 5 Tage / Niere, Injektionsstelle: 45 Tage

In der Schweiz wurden mit der Weisung vom Bundesamt fir Gesundheitswesen
am 25. Juli 1990 fir samtliche Antibiotika, fiir welche nicht bereits Hochstkonzen-
trationen bezeichnet wurden, Toleranz- bzw. Grenzwerte festgelegt. Fiir Gentami-
cinriickstande im Fleisch wurden bis heute vorwiegend rnikroblel%e Tests herange-
zogen:

gfﬁr den Toleranzwert gilt der EG-4-Plattentest: Hemmzone 2 mm auf einer der

4 Platten
— fiir den Grenzwert gilt der B-subtilis-Test: Hemmzone 4 mm bei pH = 6.

Neuerdings werden aber auch weit empfindlichere Tests fiir Gentamicin emp-
fohlen, die sich auf immunchemische Reaktionen oder auf HPLC-Methoden stiit-
zen.

Damut eine moglichst grosse Anzahl von tierischen Gewebeproben auf Genta-
miucinriickstinde in Fleisch und Innereien uberprufbar ist, benotigten wir eine
HPLC-Analysenmethode mit gentigender Empfindlichkeit und hohem Durchsatz.

Gentamicin ist eine relativ polare Substanz, die aufgrund der Struktur recht
thermostabil ist. Gentamicin selber besitzt keinen UV-aktiven Chromophor ober-
halb 200 nm, deshalb muss es zwingend zwecks Nachweis im UV- oder Fluores-
zenzdetektor vorsdulen- oder nachsaulenderivatisiert werden.

Bisher sind viele Arbeiten erschienen, die aufzeigen, wie Gentamicin in Se-
rum/Plasma (1-10), Milch (11-14) und in Urin (1, 2) bestimmt werden kann. Fur
den Nachweis von Gentamicin in Fleisch und Innereien sind ebenfalls einige
Publikationen erschienen (15-19).

Saikhund Allen (15) geben einen Uberblick, wie Aminoglycoside grundsitzlich
aus Fleisch und Flussigkeiten von Schlachttieren nachgewiesen werden konnen.

! Wie eine kleine Studie mit Gentamicin-Standardlésungen zeigte, liegt die Nachweisgren-
ze des EG-4-Plattentests fiir Gentamicin bei ungefihr 300 ppb.
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Brown etal. (16) und Viietstra et al. (8) zeigen den immunchemischen Nachweis
von Gentamicin aus Milch, Serum und Fleisch auf. Das kommerzielle Verfahren,
das primar fir Humanserum entwickelt wurde, kann mit kleinen Anderungen als
Screening-Methode? fiir Fleisch erweitert werden. Dabei konkurrieren mit einem
Fluoreszenzmarker versehene Antigene kompetitiv mit allenfalls vorhandenem
Gentamicin um die Bindungsstellen der Antikorpermolekiile. Die Nachweisgrenze
wird mit ca. 50 ppb angegeben.

Agarwal (18) beschreibt eine HPLC-Methode, die darauf basiert, dass Genta-
micin aus Fleisch durch Ionenaustausch gereinigt wird und anschliessend auf einer
Silicagelsdule mit o-Phthaldialdehyd derivatisiert wird. Die Nachweisgrenze liegt

bei 200 ppb.
- Sar et al. (19) haben kiurzlich eine HPLC-Methode vorgestellt, bei der Genta-
micin aus Fleisch ebenfalls durch Ionenaustausch extrahiert und anschliessend
nach der Trennung durch Ionenpaarchromatographie mit o-Phthaldialdehyd nach-
sdulenderivatisiert wird. Die Nachweisgrenze liegt bei 50-100 ppb.

Wir berichten in der folgenden Arbeit von einer HPLC-Analysenmethode fir
Gentamicin in Fleisch, Leber und Niere vom Grossvieh, Rind, Kalb und vom
Schwein. Es geht in der Methode darum, Gentamicin mittels Ionenaustausch auf
einer SCX-SPEC-Disk moglichst rein und quantitativ anzureichern, um es dann
mit lonenpaarchromatographie moglichst vollstandig von der Fleisch-Matrix ab-
zutrennen und durch Nachsadulenderivatisation sehr selektiv nachzuweisen. Dabei
wird die Chromatographie so gewihlt, dass die vier Gentamicine Cy, C2, C1a und
C2a zusammen in einem Doppelpeak eluieren (Abb. 2).

0 10 min
Abb. 2. Gentamicin Standard als Doppelpeak. Chromatographische Bedingungen sieche Text

Kurzbeschreibung der Methode
Rinds-, Kalbs- und Schweinefleisch

Die Probe (5 g) wird homogenisiert, mit wasseriger Trichloressigsiurelésung
(20 ml) mit Polytron behandelt und bei 4000 U/min (ca. 2900 g) zentrifugiert. Der
Uberstand wird mit 30% NaOH auf pH = 6,2 + 0,3 justiert (ca. 18 Tropfen aus einer

2 Unveréffentlichte Resultate.
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Pasteurpipette) und mit Dikaliumhydrogenphosphat/Natriumphosphat (pH =
6,2) auf 40 ml verdiinnt. Die gelbe Losung wird gei 18 000 U/mun (ca. 37 000 g)
ultrazentrifugiert und anschliessend auf eine konditionierte SCX-SPEC-Disk
(schwacher Kationentauscher) appliziert. Gentamicin wird direkt mittels einer
Natriumhydroxidlosung in ein Autosampler-Vial eluiert und mit Salzsiure auf
einen pH < 7 gestellt. Die Analyse geschieht an einer Spezialsiule (Nucleosil AB)
mittels Ionenpaar-Reagenzien. Gentamicin wird nacﬁ der Analyse mittels o-
Phthaldialdehyd derivatisiert und im Fluoreszenzdetektor bei 340 nm, 440 nm
nachgewiesen.

Gentamicin liegt als Gemisch von vier Hauptkomponenten und zwei Neben-
komponenten vor. Die vier Hauptkomponenten werden als zwei naheliegende
«Peaks» detektiert (Abb. 2). Wir gehen bei der Auswertung vom Total der beiden
«Peakflichen» aus. Die Auswertung der Resultate erfolgt {iber externen Standard.

Bestatigungsmethoden

Wir beschrinken uns dabei auf die Nachweismethode von Gentamicin und
erwihnen gleichzeitig, dass vollig unabhingige Bestitigungsmethoden fiir Genta-
micin mit GC oder GC-MS der geringen Fluchtigkeit wegen bisher nicht beschrie-
ben wurden. Es ist aber durchaus denkbar und sinnvoll, die hier vorliegende Arbeit
auch als Bestitigungsmethode nach dem immunchemischen Screening (8, 16) zu
verwenden.

Material und Methode

Standardsubstanz, Standardlosungen

Gentamicinsulfat (Gehalt: > 99%)
Lieferant der Substanz: Fluka, 9470 Buchs

Herstellung der Stammlosung und der Verdiinnungslosungen

Gentamicin-Stammlésung 12,5 mg Gentamicinsulfat (99%) werden mit 10°M
EDTA zu 10 ml gel6st (1 ug Gentamicin/ul)

Standard I 100 ul der Stammlésung werden mit 10°M EDTA
auf 10 ml aufgefillt (10 ng Gentamicin/ul)

Standard II 1 ml des Standards I wird mit 10°M EDTA auf 10 ml
aufgefillt (1 ng Gentamicin/ul)

Standard TIT 100 pl des Standards I werden mit 10°M EDTA

auf 10 ml aufgefiillt (100 pg Gentamicin/pl)

: 17
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Chemikalien fiir das Clean up

~  Wasser, Milli-Q (Millipore-Waters), am Wasserstrahlvakuum 15 min mit Ultra-
schall entgast und mit Stickstoff gesittigt

— Trichloressigsdure (Merck z. A.): 5% gelost in 0,001 mol/l EDTA

- KoHPO4 (Merck z. A.)

- NaxSO4 (Merck z. A.)

— EDTA (Titriplex II1, Merck z. A.)

— Natriumhydroxid (Merck z. A.)

— Salzsdure (0,01 mol/1): 0,1 mol/l Salzsiure Titrisol Merck 9973 mit Wasser
(Milli Q) 1:10 verdiinnen

— Pufferlésung A: 0,1 Mol Ko2HPO4 und 0,1 Mol Na2SO4 in 1 Liter Wasser 16sen
und mit HCI auf pH = 6,2 justieren

Reagenzien fiir HPLC

— Acetonitril (Chromasolv)

— d,I-Campher-10-sulfonat (Aldrich 97-98%)
_ EDIA (Tltrl lex ITII Merck z. A.)

— Salzsiure (1 M) Titrisol Merck 9970

Mobile Phase

A:B =22-23%: 78-77%
A: Acetonitril
B: 0,05 mol/l d,l-Campher-10-sulfonat in 10 mol/l EDTA, mit Salzsiure auf

pH = 2,2 eingestellt.
(Anmerkung Der pH-Wert und das Verhiltnis A:B wirken sich sehr stark auf die Retentions-
zeit aus und missen daher auf das HPLC-System abgestimmt sein.)

Reagenzien fiir Nachsdanlenderivatisierung

— o-Phthaldialdehyd (OPA, Merck, > 99%) (Anmerkung: OPA ist sehr oxidations-
empfindlich, deshalb ist es stets in sauerstofffreiem Wasser zu 16sen.)

— Borsdure H3BO3 (Merck z. A.)

— Natriumhydroxid (Merck z. A.)

— 95% Ethanol (Merck z. A.)

— 2-Mercaptoethanol (Merck z. A.)

— Bry 35 (Fluka-Nr.: 16005)

Herstellung der Losungen A, B und C fiir die Nachsiunlenderivatisation

Losung A (die Losung ist zu filtrieren)
- 1,50 g H3BO3
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Losung B (die Losung ist zu filtrieren und im Eisbad wihrend der ganzen

2,7 ml 30% NaOH
73,0 ml Wasser (Stickstotf gesattigt)

Chromatographiezeit zu kiihlen)
60 mg OPA
5 ml Ethanol (mittels Rithren und Ultraschall zur Losung bringen)
70 ml Wasser (Stickstoff gesittigt)

Lésung C

0,15 ml 2-Mercaptoethanol
0,3 ml 30% Brij 35
75,0 ml Wasser (Stickstoff gesittigt)

Weglangen vom Splitter bis zum ndchsten Splitter bzw. bis zum
Fluoreszenz-Detektor

A-B: 27 cm (D 0,25mm)
B-C: 200 cm (O 0,25 mm)
C-Detektor: 300 cm (& 0,25 mm)

Gerdte und Hilfsmittel

Probenzerkleinerungsgerit (Moulinex)
Homogenisiergerit (Polytron) mit 12-mm-Mixstab
Analysenwaage (0,1 mg, Mettler), Laborschnellwaage
Polycarbonat-Zentrifugenglas 60 ml

Zentrifuge (Hettich, Rotanta bis 4000 U/min)
Ultrazentrifuge (Heraeus bis 18000 U/min)
Magnetrihrer mit Magnetriihrstibchen
Ultraschallbad, gross

SCX-SPEC-Disk, 3 ml (Spectronex Art.-Nr. 531-04-20)
Vakuumeinheit (Alltech)

250-ul-Spritze (Hamilton)

125-ul-Spritze (Hamilton)

20-pl-Spritze (Hamilton)

1500-ul-Micro-Vials (HP)

HPLC 600 E (Waters)

Reaktionspumpe Hitachi 655A-13

Autosampler (Gilson 231-401)

Kontron SFM-23 Fluoreszenzdetektor
Auswertestation Baseline (Waters)
Wasserstrahlvakuum

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 86 (1995)
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Probenaufbereitung

Extraktion der Probe
(Rindsleber, Rindsniere, Kalbsleber, Kalbsniere, Schweineleber und Schweine-

niere)

Die Probe wird aufgetaut und mit der Moulinette zu einem feinen Brit bzw.
Brei zerhackt, nachdem das sichtbare Fett weggeschnitten wurde. 5,0 g der Probe
werden in ein Zentrifugenglas eingewogen und mit 20 ml Trichloressigsaurelosung
(5% Trichloressigsdure in Wasser mit 0,001 mol/l EDTA) mit Polytron behandelt.
Es wird 15 min bei 4000 U/min (ca. 2900 g) und 18 °C zentrifugiert.

Die klare gelbe Losung wird dekantiert, mit 30% NaOH-Losung auf pH = 6,2
+ 0,3 justiert und das Volumen mit der Pufferlosung A auf 40 ml aufgefiillt. Diese
Losung wird bei 18 000 U/min ultrazentrifugiert (10 min, 18 °C).

Reinigung der Probe

Eine SCX-SPEC-Disk wird mit 2 ml Pufferlosung A konditioniert. Langsam
lasst man die 40 ml Probelosung durchlaufen (leichtes Vakuum ist evtl. notig).
Nachgewaschen wird mit 1 ml Wasser. Die Disk wird trocken gesaugt (2 min mit
Vakuum). Gentamicin wird mit 350 pl 0,05 mol/l NaOH-Losung direkt in ein
Autosampler-Vial eluiert. Die basische Losung wird mit 75 pl 1 mol/l Salzsiure
sauer gestellt. Die Losung (425 ul) wird gut gemischt, davon werden 20 pl direkt
in das HPLC-System injiziert.

Analyse mit HPLC: Bedingungen, Vorgehen und Auswertung

Apparatur Waters 600 E

Mobile Phase A:22-23% Acetonitril
B: 78-77% (0,05 mol/l) d,]-Campher-10-sulfonatpuffer
pll=22

Vorsaule Nucleosil 5-C18-AB (5 um)

Stationidre Phase Nucleosil 5-C18-AB (5 um) 125 mm x 3 mm x 5 um

Fluss 0,6 ml/min

Ofentemperatur 45 °C

Einspritzvolumen 20 ul

Elutionsdauer 5-7 min

Nachsiulenderivatisation mittels Merck-Hitachi 655A-13, Flow 0,15, der Reak-

tionsweg 3 (300 cm) ist auf 43 °C thermostatisiert.

Fluoreszenz-Detektor SFM-23 Kontron (340 nm EX., 440 nm EM.)
Sensitivity 6,0, medium

Auswertestation Baseline Millipore Waters

> Ein Flow von 0,15 entspricht 0,25 ml/min als Gesamtmenge der Losungen A, B und C.
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Validierung der Methode

Schweineleber (5 g) wurde je in flinffacher Ausfiihrung mit 50 ul und 100 ul der
Standardlésung I (entsprechend 100 ppb und 200 ppb) dotiert. Ebenso wurde ein
Ansatz mit undotierter Schweineleber analysiert. Siehe dazu Abbildungen 3-5.

N

0 10 min (0] 10 min

Abb. 3. Schweineleber nicht behandelt Abb. 4. Schweineleber mit 100 ppb
Gentamicin dotiert

A

0 10 min
Abb. 5. Schweineleber mit 200 ppb Gentamicin dotiert

Wie der Tabelle 1 zu entnehmen ist, liegt die Wiederfindung zwischen 90 und
92%. Dabei sind die relativen Standardabweichungen unterhalb 10%.

Aus der Abbildung 6 geht die Linearitit der Standards hervor. Die Methode
wurde auch fir Kalbs- und Rindslebern erprob:t.

Grossviehnieren (5 g) wurden je in vier- bzw. fiinffacher Austiihrung mit 25 pl,
50 ul und 75 pl der Standardlosung I (entsprechend 50 ppb, 100 ppb und 150 ppb)

Tabelle 1. Wiederfindungen bei dotierten Schweinelebern

Schweineleber: Anzahl Mittelwert Standard- Relative Mittlere
dotierter Gehalt (ppb) abweichung Standard- | Wiederfindung
(ppb) (ppb) abwgic})lung (%)
Yo
100 ppb 5 89,9 7,45 8,3 90
200 ppb 5 184,7 15,85 8,2 92
21
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Gentamicin Standard

601’\1153 (Millionen)
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Abb. 6. Eichkurve von Gentamicin zur Auswertung iiber externen Standard (20 pl x 1 ng/ul
Standard II entsprechen 85 ppb Gentamicin)

dotiert. Ebenso wurde je ein Ansatz mit undotierter Grossviehniere analysiert.
Siehe dazu Abbildungen 7-10.

Wie der Tabelle 2 zu entnehmen ist, liegt die Wiederfindung fiir Nieren eben-
falls um die 90%. Die relativen Standardabweichungen im Bereich von 50 ppb bis
150 ppb sind grosser.

0 10min 0 10 min
Abb. 7. Grossviehniere eines nicht  Abb. 8. Grossviehniere mit 50 ppb
behandelten Tieres Gentamicin dotiert
Tabelle 2. Wiederfindungen bei dotierten Grossviehnieren
Grossviehniere: Anzahl Mittelwert Standard- Relative Mittlere
dotierter (ppb) abweichung Standard- Wiederfindung
Gehalt (ppb) (ppb) abweichung (%) (%)
50 ppb 4 49,1 5,4 10,9 98
100 ppb 5 95 15,9 166 95
150 ppb 5 138 19,1 13,8 92
22
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|

0 10 min 0 10 min
Abb. 9. Grossviehniere mit 100 ppb  Abb. 10. Grossviehniere mit 150 ppb
Gentamicin dotiert Gentamicin dotiert

Nachweisgrenze/Bestimmungsgrenze/Auswertung

Die probenbezogene Bestimmungsgrenze fiir Gentamicin in Leber und Niere
liegt be1 50 ppb. Die analytische Nachweisgrenze liegt bei 5 ng Gentamicin. Die
Auswertung der Resultate erfolgt iiber externen Standard. Daber entsprechen 20 ul
x 1 ng/ul (Standard II) genau 85 ppb Gentamicin bei 100% Wlederfmdung

Durchfiithrung und Resultate

Gentamicin ist ein Aminoglycosid, besitzt einen pKs von 8,2 und ist wegen
seiner Struktur (drei Hydroxy-Gruppen, drei primare und zwei sekundire Amine)
relativ polar.

Damit sich Gentamicin nach der Extraktion mit Trichloressigsdure nicht mit den
gefdllten und denaturierten Proteinen niederschligt, wird EDTA zugemischt, das
Gentamucin komplexieren soll (19). Die Reinigung auf kommerziell erhiltlichen
Siulen (solid-phase extraction) ergeben Wiederfindungen von 55-81%, wie Sar et
al. (19) mitteilen. Durch die starke Polaritat ist Gentamicin nur in folgenden
organischen Losungsmitteln neben Wasser gut 16slich: Pyridin und Dimethylform-
amid. Die Reinigung und Konzentration von Gentamicin (aus einem Fleischex-
trakt) in einem organischen Losungsmittel ist demnach nicht méglich.

Es wurde deshalb ein «Clean up» entwickelt, bei dem Gentamicin auf einer
Kationenaustauscher-Disk angereichert wird, um anschliessend mit moglichst we-

Umrechnung: 85 ppb entsprechen 85 ng Gentamicin pro Gramm Fleisch oder 425 ng
Gentamicin pro 5 Gramm Fleisch. Dies entspricht nach der Aufarbeitung von 5 Gramm
Fleisch einer gesamten Flussigkeitsmenge von 425 pul. Davon werden 20 ul direkt ins
HPLC-System eingespritzt.
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nig wisseriger Losung eluiert zu werden. Als mégliche Losung bietet sich die
SCX-SPEC-Disk an, die als schwacher Kationentauscher wirkt. Gentamicin wird
bei einem pH von 6,2 als positiv geladenes Teilchen auf der Kationentauscher-Siule
gebunden und bei einem pH >10,2 eluiert. Dadurch konnen Wiederfindungen von
ca. 90% erreicht werden.

Andererseits ist Gentamicin bereits ab pH <6,5 vollstindig ionisiert und deshalb
ungiinstig auf einer Reversed-Phase-Saule zu chromatographieren, selbst wenn die
meisten der sauren Silanolgruppen abgeschirmt sind (endcapped). Gentamicin
verursacht auf normalen RP-Cig-Siulen ein enormes Tailing, so dass kleinere
Mengen gar nicht mehr detektiert werden konnen. Da Gentamicin aus einem
Gemisch von hauptsichlich vier Hauptkomponenten und zwei Nebenkomponen-
ten besteht, muss die Chromatographie so gewihlt werden, dass moglichst viele der
Komponenten zusammenfallen, um eine moglichst tiefe Nachweisgrenze zu ge-
wihrleisten.

Zudem weist Gentamicin oberhalb 200 nm keine Absorption auf und muss
deshalb zwingend vorsaulen- oder nachsiulenderivatisiert werden. Eine bedeutend
héhere Selektivitit kann durch die Nachsiulenderivatisation gegeniiber der Vor-
sdulenderivatisation mittels OPA erreicht werden. Einmal mit OPA derivatisiertes
Gentamicin ist im Fluoreszenzdetektor bei 340 nm (EX.) und 440 nm (EM.)
nachweisbar.

Aus mehreren moglichen Spezialsiaulen und Tonenpaar-Reagenzien wurde fol-
gendes System als leistungsfahigstes ausgewahlt:

— Verwendung der Spezialsiule Nucleosil AB mit polymermodifiziertem Cis-Ma-
terial

- d,]-Campher-10-sulfonatpuffer (pH = 2,2) als mobile Phase

— Nachsiulenderivatisation von Gentamicin mittels OPA.

Dabei ist festzuhalten, dass die vier Hauptkomponenten von Gentamicin in
zwel etwa gleich grossen «Peaks» detektiert werden. Die Addition der beiden
«Peakflachen» wird mit dem Gentamicin-Standard nach der Methode des externen
Standards verglichen, um daraus die Gentamicinmenge der Probe zu berechnen.

Nach der Auftrennung des Fleischextraktes in einzelne Komponenten auf der
analytischen Siule wird der Eluent zur Reaktionspumpe gefiihrt. Von der Reak-
tionspumpe aus werden die drei Losungen A, B und C iiber je ein T-Stiick zum
Eluenten gemischt, wobei der Reaktionsweg der Losung (A) 27 cm, der Losung (B)
200 cm und der Losung (C) 300 cm betragen soll. Der 300 cm lange Reaktionsweg
wird in einem konstant gehaltenen Wasserbad bei 43 °C erwirmt. Die Losungen
A, B und C miissen vor Gebrauch mit sauerstofffreiem Wasser zubereitet werden.
Die Losungen A und B sind zusitzlich zu filtrieren, B ist mittels einem Eisbad zu
kiihlen.

Die Losung A stellt den Eluenten basisch (pH >10), die Losungen B und C
derivatisieren alle primiren Amine in einer Dreikomponentenreaktion zu einem
intensiv fluoreszierenden Produkt (20). Dabei reagiert zuerst die Aldehydgruppe
von OPA mut dem nukleophilen Mercaptoethanol zum O,S-Halbacetal. Das nacﬁ—
zuweisende Gentamicin kondensiert mit der verbliebenen Aldehydgruppe von
OPA zum Azomethin. Nach der Wasserabspaltung resultiert das Carbokation, das

24

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 86 (1995)



den Iminstickstoff intramolekular angreift und das Isoindol-Kation erzeugt. Dieses
geht nach Deprotonierung in das fluoreszierende Isoindol tiber.

(Flurescamin ist ebenfalls ein sehr geeignetes Reagenz zur Derivatisierung von
primiren Aminen (2), ist jedoch 26mal teurer als OPA.)

Es ist speziell zu beachten, dass die angegebenen Parameter der Nachsiulende-
rivatisation strikte emgehalten werden. Die Chromatogramme zeigen die hohe
Selektivitat im Fluoreszenzbereich und die saubere Abtrennung von Gentamicin
gegeniiber der Fleischmatrix. Wichtig ist die Analyse von Gentamicin-Standards
vor und nach der Messung von Proben. Die Empfindlichkeit kann wegen der
Instabilitit von OPA (Oxidation) im Laufe mehrerer Stunden abnehmen!

Das Resultat einer Ubersichtsuntersuchung

Muskel, Niere und Leber von verschiedenen Tieren (Grossvieh, Rind, Kalb,
Schwein) wurden mittels immunchemischem Screening gemiss Lit. (8) auf Genta-
micin getestet. Positive Proben mit weniger als 50 ppb Gentamicin gelten als
moglich, sind aber nicht gesichert und wurden nicht mit HPLC bestitigt (Bestim-
mungsgrenze ca. 50 ppb). Positive Proben mit mehr als 50 ppb Gentamicin wurden
mit der vorliegenden Methode erfolgreich bestitigt (Abb. 11-13).

\
» e

0 10 min 10min

Abb. 11. Positive Schlachthofprobe  Abb. 12. Positive Schlachthofprobe
(Schweineleber ca. 100 ppb (Grossviehniere ca. 250 ppb
Gentamicin) Gentamicin)

Es wird zurzeit noch gepriift, ob die Methode durch Anreicherung auf einer
HPLC-Vorsiule automatisiert und durch weitere Aminoglycoside (wie Neomycin)
erweitert werden kann.
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Abb. 13. Ubersichtsuntersuchung August-Oktober 1994 (Werte kleiner als 50 ppb sind nicht
abgesichert)
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Zusammenfassung

Eine Nachsdulenderivatisations-Methode zur quantitativen Bestimmung von Gentami-
cin in Fleisch, Niere und Leber von Schweinen, Rindern und Kilbern wird beschrieben. Die
Probe wird mit Trichloressigsiure extrahiert und an einer Kationentauscher-Disk (SCX)
aufgereinigt. Die Analyse geschieht mit HPLC an einer polymermodifizierten C-1g-Siule
und einem Ionenpaarreagenz. Gentamicin wird anschliessend mit OPA nachsiulenderivati-
siert und 1m Fluoreszenzdetektor hochspezifisch detektiert und quantifiziert (Exitation:
340 nm, Emission: 440 nm). Die Wiederfindung fiir Gentamicin im Bereich 100-200 ppb fiir
Leber betrdgt 90%. Die Bestimmungsgrenze betrigt 50 ppb.

Reésumeé

Une méthode de dérivatisation post-colonne est présentée pour la détermination quanti-
tative des résidus de gentamicine dans le muscle, le foie et le rein de porcs et de boeufs.
L’échantillon est extrait avec de ’acide et purifié sur une disque (SCX).

La gentamicine est séparée par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) en
phase inverse avec une colonne spéciale modifiée. Une dérivatisation post-colonne permet
une détection a haute spécificité dans le domaine de la fluorescence (excitation: 340 nm,
émission: 440 nm). Le taux de récupération dans le foie est de 90%.

Summary
A method based on post-column-derivatization is presented for the quantitative deter-

mination of gentamicin residues in muscle, liver and kidney of pork beef and calf. The sample
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is extracted with trichloroacetic acid and further clean up is achieved by a solid-phase
extraction on a SCX-disc.

Gentamicin is separated on a Cig-polymer modified reversed-phase column. The deriva-
tive of gentamicin is highly specifically detected and quanufied after post-column derivati-
zation by fluorescence detection (exitation: 340 nm, emission: 440 nm). Recovery in liver:
90%.
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