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Voorwoord

In het kader van een bijvakonderzoek t.b.v. de doctoraalstudie Farmacie
heb ik gekozen voor een onderzoek op het gebied van de farmaceutische
analyse. Het onderzoek betrof het ontwikkelen van een bepalingsmethode
voor diergeneesmiddelresiduen in kippe-eieren en werd uitgevoerd bij het
RIKILT (afdeling diergeneesmiddelen) te Wageningen. Het dierexperimen-
teel onderzoek geschiedde in samenwerking met het COVP ('Spelderholt')
te Beekbergen.

Met het afsluiten van het onderzoek, d.m.v. dit -als RIKILT-rapport ver-
schenen- bijvakverslag, wil ik al diegenen, die het mogelijk hebben ge-
maakt het onderzoek uit te voeren en/of hebben geholpen, bedanken. Met
name wil ik noemen:

drs. M.M.L. Aerts (hoofd afdeling diergeneesmiddelen RIKILT) voor de
directe en algehele begeleiding vanuit het RIKILT,

W. Beek, H. Keukens, T. Polman, mw. K. Strating en H. Rosendaal (allen
medewerkers van de afdeling diergeneesmiddelen RIKILT),

de dames van de typekamer van het RIKILT voor het typen van dit (lijvige)
rapport,

drs. C.A. Kan voor de begeleiding van het dierexperimenteel onderzoek en
dr. G. Beuving en mw. H.M. Zweers-Japing (allen werkzaam bij het COVP)
voor het canuleren van de proefdieren,

prof. dr. A. Hulshoff (t), dr. W.P. van Bennekom en dr. J. Holthuis voor

de begeleiding als mentoren vanuit de Subfaculteit der Farmacie (R.U.U.).
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Projekt: Ontwikkelen methoden voor het aantonen en bepalen van dierge-
neesmiddelen op niet-microbiologische wijze.

Onderwerp: Ontwikkeling bepalingsmethode voor residuen van nitro-

imidazolen in kippe-eieren. Uitscheidingsexperimenten bij
leghennen.

Bijlagen: 21

Doel:

Opzetten van een multianalysemethode in eieren voor de meest toege-
paste nitro—-imidazolen. In de praktijk toetsen van de methode door
uitscheidingsexperimenten. Vaststellen in hoeverre residuen van nitro-
imidazolen in eieren aanwezig zijn na eenmalige orale toediening.

Samenvatting:

Er is een multimethode uitgewerkt voor de bepaling van dimetridazol,
ronidazol, hun gemeenschappelijke metaboliet en ipronidazol in eieren.
Hierbij is gebruik gemaakt van een waterige extractie, gevolgd door
opzuivering via Extrelut®™-kolommen. Detectle vindt plaats via RP-HPLC
met UV- of Diode-Array-UV/vis detectie. Uitscheidingsprofielen in
plasma, faeces, eiwit en eigeel zijn vastgesteld na eenmalige orale
dosering door dierexperimenteel onderzoek in samenwerking met COVP,
"Het Spelderholt”.

Conclusie:

Met de ontwikkelde multimethode 1s routinematige analyse van eieren op
de aanwezigheid van nitro—imidazolen mogelijk vanaf een nivo van 5-10
ug/kg. De recoveries zijn hoog 80-95% en reproduceerbaar (s.d. 3-4%).
Diode-Array UV/vis bevestiging is mogelijk vanaf = 10 pg/kg. Zowel
metabolisme als uitscheidingsprofiel zijn zeer verschillend voor de
drie nitro—imidazolen. Na eenmalige orale dosering zijn gedurende

5-10 dagen residuen in eleren van metabolieten of de moederverbinding
aantoonbaar. De hoofdmetaboliet van ipronidazol is gekarakteriseerd
met Diode-Array UV/vis/ LC-MS spectroscopie.

Verantwoordeli jk : drs. M.M.L. Aerts j&L .
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Samenvatting Analyse van nitro-imidazolen in kippe—eieren ¥

In een literatuuronderzoek is aandacht besteed aan voornameli jk
eimonster—opzuiverings—~ en concentreringsmethoden ten behoeve van
bepalingen van nitro-imidazolen en andere diergeneesmiddelen in kippe-
eieren. Hierbij bleek dat slechts enkele methoden zijn beschreven.
Deze berusten voor het merendeel op ultgebreide vloeistof-vloeistof-
extracties. Dergeli jke extracties kennen vele nadelen.

Derhalve is een bepalingsmethode ontwikkeld voor nitro-imidazolen in
kippe—eieren waarbij gebruik wordt gemaakt van "solidphase—extractie"
gevolgd door bepaling met HPLC/UV-detectie. Bij de bepalingsmethode
wordt na clean—up van een waterig ei-extract over Extrelut—kolommen,
gevolgd door een eenvoudige uitschud-stap, de gehaltebepaling uitge-
voerd met HPLC -diode-array—-UV detectie. De methode is geschikt voor
de bepaling van ronidazol, dimetridazol, ipronidazol en (de
gemeenschappeli jke metaboliet van ronidazol en dimetridazol )
1-methyl-2-hydroxymethyl-5-nitro-imidazol.

De ontwikkelde methode is in de praktijk getest. Na eenmalige orale
toediening van ronidazol, dimetridazol en ipronidazol aan leghennen is
het concentratieverloop van de toegediende componenten en de ontstane
metabolieten in heel—ei, eiwit/eigeel, plasma en faeces gevolgd.
Hiertoe is tevens, zij het in beperkte mate, aandacht besteed aan de

methode-ontwikkeling voor bepalingen in eiwit/eigeel, plasma—- en

faecesmonsters.

# De titel 'Analyse van nitro-imidazolen in kippe-eieren' is een
korte omschrijving van het gehele onderzoek 'Ontwikkeling bepalings-
methode voor residuen van nitro-imidazolen in kippe-eieren; Uit-

scheidingsexperimenten bij leghennen'.
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1. INLEIDING

Dit bijvakonderzoek werd uitgevoerd bij het RIKILT, afdeling
Diergeneesmiddelen. Het RIKILT -Rijks Kwaliteitsinstituut voor land-
en tuinbouwprodukten —-is het analytisch-chemisch onderzoeksinstituut
van het Ministerie van Landbouw en Visserij. Sedert de fusie van het
Rijkszuivelstation (RZS) te Lelden en het Rijkslandbouwproefstation
voor Meststoffen— en Veevoederonderzoek (RLPS) te Maastricht in 1979
is het instituut gevestigd te Wageningen.

Hoofddoelstelling van het RIKILT is het onderzoek naar "negatieve"
kwaliteitsaspecten (afwi jkende samenstelling, contaminatie, residuen,
enz.) en "positieve" kwaliteitsaspecten (samenstelling,
voedingswaarde, smaak, enz.) van landbouwprodukten. Hiertoe vindt
naast analytisch—chemisch onderzoek tevens onderzoek plaats op gebied
van microblologie, microscopie en sensoriek. Zo stuurt b.v. de
Algemene Inspectiedienst van Ministerie van Landbouw en Visserij (AID)
monsters naar het RIKILT voor onderzoek en voor de Rijksdienst voor de
keuring van Vee en Vlees (RVV) is het RIKILT een ontwikkelings— en
referentie laboratorium. Veelal ook worden onderzoeken verricht in
samenwerking met b.v. Keuringsdiensten van Waren, TNO-instituten,
Zuivelcontrole—stations, Rijksinstituut voor Volksgezondheid en
Milieuhygiéne en andere landbouwinstituten.

De afdeling diergeneesmiddelen kent naast dossierbeoordeling als kern—
taken het toegepast onderzoek en methodenontwikkeling. Wat betreft de
methodenontwikkeling wordt getracht methoden voor het bepalen van
residuen van diergeneesmiddelen en hun metabolieten in dierlijke pro-
dukten te ontwikkelen. Hiernaast wordt tevens gezocht naar methoden
voor het bepalen van diergeneesmiddelen in veevoeders. Doel is het
ontwikkelen van snelle, gevoelige screeningsmethoden. Bij voorkeur
wordt gezocht naar multimethoden. Dit houdt in dat &&n analysemethode
de bepaling omvat van een groep verwante stoffen of van een dierge-
neesmiddel met zijn voornaamste metaboliet(en). Omdat bij screening
vals positieve resultaten kunnen voorkomen, dienen deze resultaten
bevestigd te worden door een onafhankell jke, structuurinformatie
verstrekkende methode. Een dergelijke bevestigingsmethode mag iets

arbeidsintensiever zijn.
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De meest voorkomende pluimveeziekten zijn coccidiose, paratyphoide-
hexamitiasis, luchtweg—-infecties en enterohepatitis. Ter preventie en
bestrijding van deze ziekten worden diergeneesmiddelen veelal via het
voer of drinkwater toegediend.

Omdat vele behandelingsmiddelen voor pluimveeziekten voornameli jk bij
opfok— en slachtkuikens worden toegepast, ontbreken uitgebreide gege-
vens over diergeneesmiddelresiduen in eieren. Toch is het mogeli jk
dat, vaak onbedoeld, pluimvee—geneesmiddelen in leghennen-voeders
geraken door b.v. carry-over in het produktieproces of vermenging van
voeder op de boerderij. Dit maakt het voorhanden hebben van goede
analyse—-methoden, ter bepaling van diergeneesmiddelresiduen, in eieren
noodzakeli jk.

Aanvankeli jk werd veel gebruik gemaakt van microbiologische,
polarografische, fluorometrische en colorimetrische bepalingsmethoden
De laatste jaren zijn verschillende chemische methoden ontwikkeld voor
de analyse van residuen van diergeneesmiddelen tot een niveau ug/kg.
Voornameli jk vanwege de beperkte specificiteit, selectiviteit en de
lage gevoeligheid van andere methoden, heeft de hoge-druk-vloeistof-
chromatografie een steeds belangrijker plaats ingenomen. De meeste van
deze bepalingsmethoden zijn niet bedoeld voor residu-analyses in
eleren, maar voor veevoeders en vlees. Door aanwezigheld van fosfoli-
piden en kleurstoffen in eieren, zijn door de vaak lage gehalten zeer
bewerkeli jke voorzuiveringen nodig.

In het hier beschreven onderzoek zijn een drietal stoffen ult de groep
nitro-imidazolen onderzocht: dimetridazol, ronidazol en ipronidazol. De
nitro-imidazolen vinden hun toepassing bij bestrijding van bacteriéle
en parasitaire infecties in de humane sfeer (metronidazol; Schrioder et
al., 1976) en de veterinaire sector. De effectiviteit van de nitro-
imidazolen berust op de gevormde metabolieten. Door deze metabolieten
wordt in anaerobe organismen, die de infecties veroorzaken, een veran-—
dering in het DNA-patroon veroorzaakt, waardoor deze organismen niet
kunnen overleven (de Roij et al., 1980). In de veterinaire sector is
het gebruik van nitro—imidazolen tot op heden beperkt gebleven tot
voornamelijk dimetridazol en, in mindere mate, ronidazol. Dimetridazol
(1,2-dimethyl-5-nitro-imidazol) is toegelaten als additief voor kal-
koenen en parelhoenders (in gehalte 100-200 mg/kg voer).
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Dimetridazol is werkzaam tegen histomonose (protozoaire ziekte), ook
wel genoemd enterohepatitis of "blackhead". Tevens wordt dimetridazol
in de V.S. toegepast als groeibevorderaar (Hobson-Frohock et al., 1983).
Ronidazol (l-methyl-5-nitro-imidazol-2-yl-methylcarbamaat) mag aan
kalkoenenvoer toegevoegd worden ter controle en behandeling wvan
"blackhead" (60-90 mg/kg voer) (Cala et al., 1976).

In de praktijk wordt ipronidazol bij kalkoenen nauwelijks toegepast.
Het is wel toegelaten (50-85 mg/kg) in voeders voor kalkoenen (Ana-
lytical Methods Committee, january 1983).

Vanwege de mutagene en carcinogene werking van de nitro-imidazolen

en de vaak langdurige aanwezigheid van residuen in eieren na toedie-
ning, is het van belang in eieren op de aanwezigheid van deze middelen
te kunnen controleren. Derhalve was tot doel van dit bl jvakonderzoek
gesteld het ontwikkelen van een bepalingsmethode voor zeer lage (10
ug/kg) concentraties nitro-imidazolen in kippe-eieren. Hierbij werd
het onderzoek voornamelijk gericht op "solidphase-extracties" met
Extreluéﬁlkolommen, waarbij vorderingen in het onderzoek met HPLC
gevolgd werden. Ter afsluiting van deze methodenontwikkeling werd een
praktijkproef —in de vorm van een uitscheidingsexperiment —uitgevoerd
om de ontwikkelde methode te testen met "echte" monsters. Hierblj werd
het concentratie—-verloop in heel-ei, eiwit, eigeel, plasma en faeces
gevolgd. Hiertoe werden tevens ook bepalingsmethoden voor deze laatste
4 genoemde matrices ontwikkeld. Dit uitscheidingsexperiment werd uit-
gevoerd in samenwerking met "Het Spelderholt" (COVP) te Beekbergen.
Het COVP (Centrum voor Onderzoek en Voorlichting voor de Pluimvee-
houderij) is, evenals het RIKILT, een instelling van het Ministerie

van Landbouw en Visserij.
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2. ALGEMEEN

2.1 NITRO-IMIDAZOLEN

De aanleiding tot de ontwikkeling van de nitro-imidazolen is gegeven

door isolering van het antibioticum azomycine (2-nitro—imidazol) (1).

=
—

(1)

=

Deze verbinding is niet stabiel en blijkt bij klinische toepassing
toxisch te zijn. Door alkylering op het Nj—atoom gaat deze toxiciteit
verloren. Indien de nitro-groep op C4 of C5 aanwezig is, i.p.v. op Cy,
gaat de werking niet verloren en wordt een stabiele verbinding
verkregen. Opvallend is, dat de 5-nitro—imidazolen een grotere antibac-
teriéle activitelt bezitten dan de 4- of 2-nitro-imidazolen.

Aan metronidazol (2), werkzaam tegen de infectieziekte Trichomoniasis,
is het meeste onderzoek verricht. Metronidazol (1-(2-hydroxyethyl)-2-
methyl-5-nitro—imidazol) kent bij de mens vele bijwerkingen. Naast
maag-darm storingen, benauwdheid, misselijkheid, hoofdpijn en huid-
uitslag komen in mindere mate ook duizeligheid, depressie en slape-
loosheld voor. Metronidazol wordt snel geabsorbeeerd uit het maag-
darmkanaal en verspreiding ervan vindt plaats in vrijwel alle
lichaamsweefsels. Na toediening van deze stof bij de mens worden na
1-2 uur maximale concentraties in het serum waargenomen. Kleine
hoeveelheden zijn na 24 uur nog in het serum aantoonbaar. Metronidazol
kan door de placenta diffunderen. En, tevens is in melk van borst-
voeding gevende moeders metronidazol, in concentraties equivalent aan
die in het serum, aangetoond.

Ter verbetering van de anti-trichomonale werking en metabolische sta-

biliteit van metronidazol zijn variaties in de structuur aangebracht.
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Deze veranderingen hebben geleid tot de ontwikkeling van o.a. tinida-
zol (3), nimorazol (4) en panidazol (5). Andere variaties leverden
flunidazol (6) en ronidazol (7). Ook styryl-imidazol-derivaten (8 en 9)
en genitreerde bisimidazolen (10) zijn uitgetest. Een gedegen studie
naar de 1-2 digesubstitueerde 5-nitro—-imidazolen heeft geleid tot de

introductie van dimetridazol (11) en ipronidazol (12).

09N ///;EL——Rl
N

R2
R1 R2
(2) - CH3 - CHg - CHy - OH
(3) — CHa - CHg - CHp — SO — CHy - CH3
A\
(4) - H - CHy - CHy - N 0
(5) - CHa - CHy - cHy ¢ W
(6) 4C:}F - CHy - CHy - OH
(7) - CHpOCONHj - CHj
(8) - cn = cu ¢ ) cu3 - CHy = CHy
(9) - CH = CH CH9OH - cHy = CH2
(10) _43\ NOp - CH3
N
1
CHj3
(11) - CH3 - CH3
(12) - CH(CH3)? ~ CH3

Voor dimetridazol en ipronidazol geldt dat zij een sterke profylactische
werking vertonen.

Dimetridazol, ronidazol en ipronidazol vertonen een vergeli jkbare anti-
histomonale activitelt bij pluimvee. Deze veterinaire geneesmiddelen worden
slechts beknopt in de literatuur beschreven. Enkele fysisch—chemische para-
meters van deze 3 geneesmiddelen staan, in vergelijking tot die van metro-

nidazol, weergegeven in tabel 1.
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Tabel 1: Nitro—imidazolen.

Metronidazol

Dimetridazol

Ronidazol

Ipronidazol

chemische naam

Merknaam
Brutoformule

Structuar

Relatieve molecuul-

massa

Smeltpunt
Uiterlijk

Oplosbaarheid

Opmerkingen

* 1-(2-hydroxyethyl)-2-
methyl-5-nitro—imidazol

Flagyl
CeHIN303
N
02N CH3
|
CHo~CHy—OH
171,2
159-162°C

wit of "cream' kristallijn
poeder met iets kemmerkende
geur en ilets bittere smask
slecht oplosbaar in water,
alkohol en chloroform;
enigszins oplosbaar in ether

verzadigde oplossing heeft
in water een pH = 6,5

* 1-2-dimethyl-5-nitro—
imidazol

Emtryl
CsH7N302
N
o CH3
|
CH3
141,1
138-141°C
wit/bruin/geel

kristallijn poeder

slecht oplosbaar in

water en ether, redelijk
tot goed oplosbeaar in
chloroform en ethanol

goed oplosbaar in minerale
zuren

% 1-methyl-5-nitro—imidazol-
2-methanol carbamaat

* 1-methyl—2[carbamoyloxy)
methyl]-5—nitro-imidazol

* (1l-methyl-5nitro-imidazol-2-
y1) methyl—carbamaat

* carbameatzuur (l-methyl-5-
nitro-imidazol-2-y1)methyl—
ester-

Ronidazol
CeHeNz0y
N
021\*4 )ﬂ«zocomz
|
CH3
200,2
167-169°C

lichtgele kristallen

oplosbaar in zure oplos—
middelen, aceton, methanol,
ethanol, chloroform en ethyl-
acetaat.

instabiel in basische oplos—
singen; pKa=1,2 oplosbaarheid in
water bij pH = 6,5 + 2,9 ug/ml

* 1-methyl—2—(1-methyl-
ethyl)-5nitro-imidazol.

* 2-isopropyl-l-methyl-5—
nitro—imidazol.

Ipropran
C7H11N302

T

02 CH(CH3)2

|

CH3
169,2
60°C
witte plaatjes

ontleedt o.i.v. UV-licht
en is instabiel in basische
oplossingen

? niet in literatuur wvermeld.
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2.2 METABOLISME NITRO-IMIDAZOLEN

Bij bestudering van het metabolisme in mensen en dieren van metronida-
zol (2) zijn 3 belangrijke metabolieten aangetoond. Deze, weergegeven in
schema (1) (Breccia et al, 1982), zijn:
1-(2-hydroxy-ethyl)-2~hydroxymethyl-5-nitro—-imidazol (13),
1-(2-hydroxy-ethyl)-2-carboxy—-5-nitro-imidazol (14) en
1-(carboxymethyl)—2-methyl-5-nitro—~imidazol (15). Voor elk van deze
metabolieten en de moederverbinding is de mogelijkheid tot conjugatie

vastgesteld.

ozrq./<1|;}~CH3 <— 02N-<T§_.CH3 —3 02N—-/<\N§--CH3 — OzN-//\ NN\\O(I)H

| |
CH Ci - O CHy

COOH CHyOH CHyOH LH OH
(15) B (2) (13) (14)
| l l 7
conjugatie N 4 :
metglycine conjugatie met sulfaat of glucuronide —N
OzN{f-/;ﬁ\\
N C=0
NoC 0
\\CH{
d ~lacton

Schema 1. Metabolisme metronidazol

Tevens zijn aangetoond N(2-hydroxy-ethyl)-oxaalzuurester (16) en
aceetamide (17). Derhalve is ringopening voor metronidazol geopperd

(schema 2; Breccia et al., 1982).

i 0
ond Nay ——s ]
“N-T C - COOH C - CH3
I I
‘Cuz INH + NHy
CHyOH |CH2
CHpOH
(2) (16) (17)

Schema 2. Metabolisme metronidazol
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Rosenblum et al. (1972) hebben metabolisme-producten van ronidazol

in kalkoenen bepaald. In een experiment met een l6-weken oude kalkoen
werd van de gedurende de le 24 uur uitgescheiden hoeveelheden 66-69%
als de moederverbinding ronidazol in de mest uitgescheiden. Van de
tijdens de 2e 24 uur uitgescheiden hoeveelheden uur werd 43% als
intacte moederverbinding uitgescheliden. Hiernaast werden slechts
enkele procenten 2-hydroxymethyl-l-methyl—-5-nitro-imidazol (2%) in de
mest aangetroffen. In een experiment met vogels werd 517% ronidazol
uitgescheiden en circa 1% 2-hydroxymethyl-l-methyl-5-nitro-imidazol.
Er werden bij deze experimenten geen glucuronide-conjugaten van roni-
dazol en eraan gerelateerde componenten in de faeces aangetoond.

De carbamoylgroep van ronidazol (7) kan door hydrolyse afgesplitst
worden, hetgeen de vorming van

2-hydroxymethyl-l-methyl-5-nitro—-imidazol levert (18). (schema 3).

N 0 ~N
I Qk
09N- LEHI=0=C=NHg = = »==Semssss > 02N- »-CH20H
I "
CH3 (7) (’;H3 (18)

Schema 3. Metabolisme ronidazol

Naast deze metaboliet (18) zijn ook aangetoond: N-methyl-glycolamide
(19), methylamine (20) en oxaalzuur (21). Na hydrolyse van ronidazol kan
ringopening optreden, zoals weergegeven in schema 4 (Rosenblum et al. 1972).

Route 2

. N
CH3-NH-C-CHy0H

"

TH3-NHy (’lzoou
” CHp0H
CHy0 "
COOH
HEOOH COOH
€0z + Hp0 HCOOH + O,
80y + Hp0

Schema 4. Metabolisme ronidazol
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Ook bij het metabolisme van dimetridazol ontstaan meerdere metabo-—
lieten. De belangri jkste hiervan zijn:
l-methyl-5-nitro—-imidazol-2-yl-methyl-hydrogeensulfaat (22),
l-methyl-5-nitro-imidazol-2-carboxylzuur (23),
2-hydroxy-methyl-l-methyl-5-nitro—imidazol (18) en het glucuronide van
de laatste verbinding (24), (Wolff, 1979).

N —N N N
09l >\CH20303}i ozu‘{ /\\‘coou 02&( }CHZOH 02N~_./< >\CH2006H90(,
N ‘N .
|

N~ /

| | "

CH3 CH3 Cli3 CH3
(22) (23) (18) (24)

Door Craine et al. (1974) wordt verondersteld dat dimetridazol (11)
geoxideerd wordt tot de alkoholmetaboliet,
2-hydroxy-methyl-l-methyl-5-nitro-imidazol (18), welke verder geoxi-
deerd kan worden tot l-methyl-5-nitro-imidazol-2- carboxylzuur, de
zure metaboliet (23). De hoofdcomponent van de residuen in weefsels van
varkens, na toediening van dimetridazol, is de alkoholmetaboliet. In
het varkensweefsel wordt de moederverbinding dimetridazol in geringe
hoeveelheden teruggevonden, evenals de zure metaboliet. Dit maakt het
noodzakeli jk dat de bepalingsmethode van residuen van dimetridazol
voornameli jk gericht dient te zijn op de bepaling wvan
2-hydroxy-methyl-l-methyl—-5-nitro-imidazol. Door Craine et al. (1974)
is derhalve een polarografische bepalingsmethode voor deze hoofd-
metaboliet in varkensvlees ontwikkeld.

De door Wolff (1979) genoemde vorming van
l-methyl=5-nitro-imidazol-2-yl-methylhydrogeen—sulfaat wordt in de
literatuur nauweli jks besproken. Breccia et al. (1982) noemt ook deze
mogeli jkheid, evenals een eventuele vorming van glucuronide van deze

metaboliet.
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Ipronidazol (l-methyl-2-isopropyl-5-nitro—-imidazol) (12) wordt gemeta-
boliseerd door hydroxylering tot l-a—a—trimethyl-5-nitro—imidazol-2-
methanol (l-methyl—-5-nitro-imidazol-2-isopropanol) (24) (schema 5)
(Breccia et al., 1982).

HC—N CHj C—-N CH3
02N < )CH/ — > 09N C} >\C . C/ — OH
N \\CH3 \\\N// \CH3
&H3 éHg
(12) (24)

Schema 5. Metabolisme ipronidazol

Evenals bij dimetridazol, is ook bij ipronidazol de metaboliet de
werkzame stof.

Zowel ipronidazol als de metabollet zijn zeer instabiel onder basische
omstandigheden: door basische hydrolyse kan nitriet gevormd worden.
Tevens wordt de mogelijkheld van vorming van

l-methyl-2-isopropanol-4-hydroxy—5-nitro-imidazol (25) genoemd.

HO g
—-N CHj
02N /;>-"~é—~0H
N éH3
éH3
(25)

Volgens MacDonald et al. (1971) vindt metabolisme van ipronidazol tot
de metaboliet dusdanig snel plaats, dat in bloed, spieren, huid en vet
van kalkoenen geen ipronidazol, maar een metaboliet wordt terugge-—
vonden. Als hoofdmetaboliet wordt l-methyl-5-nitro-imidazol-2-isopro-
panol geopperd. In nier en lever wordt noch ipronidazol, noch deze
metaboliet teruggevonden.

Overigens ontbreekt in de literatuur een volledige karakterisering van
de aard -in kwaliteit én kwantitatief opzicht- van de metabolieten,
die ontstaan na toediening van nitro-imidazolen aan dieren. Behoudens
de door Rosenblum et al. (1972) beschreven metabollisme—experimenten
voor ronidazol, worden voor de nitro—imidazolen in de literatuur geen
uitscheidingsexperimenten beschreven, waarbij aard en mate van metabo-

lieten volledig wordt uitgezocht.

8702.10 = 18 =



= 1T

2.3 MATRIX KIPPE-EI

Jaarlijks worden circa 10 miljard kippe—-eieren in Nederland
geproduceerd. Deze eieren wegen gemiddeld 58,0 g en hebben een gemid-
deld volume van 53 cm3. Het ei is opgebouwd uit 10,5% eischaal, 31%
eigeel en 58,5% eiwit (Shenstone, 1968), zoals weergegeven in figuur 1
(Bell et al., 1971, wvol 3).

Blastodisc ‘infertile]
Blastoderm “fertile’
Nucleus of Pander

Latebra

"Vitellina membrane”
Yolk

ovuM ('volk)

Cuticle
Shell -

Quter shell
Shell| membrane

Air sac

Innar shell
membrane

—

Albumen ligament

Chalazae

Chalaziferous layer

Inner thin white [ ALBUMEN(White)
Middle thick white

QOuter thin white

Albumen ligament

Fig. 1. Diagram of the hens egg.

Het eiwit bestaat voor 88,57 uit water en bevat 10,5% proteinen,
waaronder globulinen, ovomucine en ovalbumine. De globulinen veroor-
zaken bij heftig schudden schuimvorming van het eiwit, terwijl ovomu-
cine het gevormde schuim stabiliseert. Dit ovomucine zorgt tevens
voor de stevigheid van het gelachtige uiterlijk van het eiwit.
Ovalbumine zorgt bij koken van eileren voor versteviging van de
eiwitstructuur.

Het eigeel bestaat vnl. uit proteinen (17,47%), lipiden (33%) en water
(47,5%). Door de grote hoeveelheid lipiden en proteinen, zorgend voor
verlaging van de oppervlaktespanning, is het eigeel in staat andere
stoffen te emulgeren. Derhalve is eigeel goed met water mengbaar.
Naast genoemde componenten komen in eiwit en eigeel nog koolhydraten
(vnl. glucose), anorganische elementen, enzymen, vitaminen en
elgeelpigmenten (carotenoiden) voor.

Bij ouder worden van eieren neemt de stevigheid van het eiwit af,
ondanks toename van de concentratie ovomucine. Dit kan sterk vertraagd
worden door de temperatuur van het el te verlagen en op deze manier
de pH van het eiwit te houden tussen 7,6 en 8,5 (b.v. door het uit-

treden van CO2 te beperken).
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De pH van het eiwit is, onmiddellijk na het leggen van het ei, circa
7,6. Na bewaren bij een temperatuur van 20°C stijgt deze na 1 dag tot
8,5. De pH van het eigeel bedraagt 6,0-6,3. Deze kan langzaam stijgen
tot maximaal 6,5-6,8.

Tijdens bewaren van de eieren diffundeert er water vanuit het elwit
naar het eigeel. Tengevolge van de lage hydratatiegraad van de
elgeelproteinen treedt een verschil in osmotische druk op, waardoor
diffusie van water en wateroplosbare componenten uit eiwit naar dooier
optreedt. Tijdens ouder worden van de eieren verandert dit verschil in

osmotische druk nauweli jks.

2.4 VORMING EI EN RESIDU-VORMING IN EIEREN

De eivorming in de eierstok en eileider verloopt in meerdere stappen,

waarblj de vorming van het eiwit en eigeel afzonderlijk plaats vindt

(Anhalt, 1977).

De ontwikkeling van de in het ovarium liggende follikels kent 3 fasen:

i langzame groel (maanden-jaren) door afzetting van enkele soorten
vet in de follikels;

IT Tussenfase: afzet van proteinen en vet kenmerkt deze tussenfase
(60 dagen);

III snelle groeifase: toename follikelgewicht van 0,5 g tot 19 g door
toevoegen van het overige dooiermateriaal. Deze fase duurt circa
10 dagen. Omdat ongeveer elke 24 uur &&n ervan rijp is voor ovu-
latie, bevinden zich telkens circa 10 follikels in de snelle
groeifase.

De dooiercomponenten worden gevormd in de lever en via het bloed naar

het ovarium getransporteerd. Het 1s niet goed bekend of tot het moment

van ovulatie dooiermateriaal wordt afgezet, of dat er een zgn. "rust-

dag" is.

In tegenstelling tot het dooiermateriaal, dat van elders aangevoerd

wordt, worden de proteinen voor het ei-eiwit ter plaatse in de elleider

gevormd.

Aangenomen wordt dat de hoofdmassa van het eiwit (wateroplosbare

proteinen), benodigd voor &én ei, in 1 dag gevormd kan worden. Voor het

afzetten van het eiwit rondom de dooier is circa 2-3 uur nodig. Deze

eiwitafzetting vindt plaats in het magnum (le deel van de eileider). De

vorming geschiedt in concentrische lagen met verschillende viscositeit.
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Vervolgens worden in ca. 1 uur in het isthmus (middendeel van de ei-
leider) de schaalvliezen van het ei gevormd. Uiteindelijk wordt, voor
het ei gelegd wordt, in de uterus (laatste deel van de eileider) de
kalkschaal gevormd, hetgeen 18-20 uur duurt.

Afhankeli jk van de fase van ontwikkeling van het ei kunnen residuen
van diergeneesmiddelen (incl. metabolieten ervan) in meer of mindere
mate in het ei terecht komen. Want in de lever en het bloed kunnen de
diergeneesmiddelen en metabolieten reeds een verbinding vormen met
eidooier—componenten. Er zijn hierdoor drie soorten "residu"-follikels

te onderscheiden:

% follikels, die zich bij het begin van de behandeling in de eindfase
van de snelle ontwikkeling bevinden. Deze hebben een laag residu-
gehalte, vanwege de nog lage bloedspiegel en lage doorbloeding tij—
derigde snelle groei. Bovendien is de mogelijkheid van een "rustdag”
in de groel, voordat de ovulatie plaatsvindt, aanwezig.

* follikels, die zich tijdens de behandeling in de hoofdfase van de
snelle ontwikkeling bevinden en tegen het eind van de behandeling
klaar zijn. In deze follikels is het residu-gehalte hoog, omdat
gedurende langere tijd (> 24 uur) transport van de componenten naar
de follikels heeft plaatsgevonden. Bovendien is in het stadium van
bijna voltooide groei van de follikelwand, de doorbloeding ervan
klein, zodat nauwelijks terugresorptie op kan treden.

Zo kunnen 1-2 dagen na aanvang van therapie diergeneesmiddelresiduen
in de eidooier worden aangetoond.

* follikels, die zich tijdens de behandeling aan het begin van het
snelle groeiproces bevinden en tegen het einde van de behandeling
nog niet volgroeid zijn. Ondanks opname van de behandelingsmiddelen,
worden relatief lage gehaltes aan residuen waargenomen. Dit wordt
deels veroorzaakt door de nog goede vasculaire structuur van de
follikelwand. Als gevolg van verlaging van de bloedspiegel kan nu
terugresorptie van de behandelingsmiddelen plaatsvinden. Er vindt
ook door de snelle gewichtstoename een verdunning van de residuen

plaats.
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In het eiwit wordt een met de bloedsplegel evenredige afzetting van de
diergeneesmiddelen en de metabolieten verwacht. Omdat volgens Anhalt
(1977) een reserve van de wateroplosbare proteinen aanwezig is voor
1-2 eieren, verwacht hij eerst na 24-48 uur, na aanvang van behan-
deling, residuen In het eiwit.

Dit, terwijl zeker 1 dag, na het bereiken van de nulwaarde van de
diergeneesmiddelen in het bloed, nog residuen in het eiwit aanwezig
zijn. Niet alleen bij behandeling gedurende meerdere dagen, maar ook
bij eenmalige toediening van een diergeneesmiddel, kunnen residuen in
meerdere eieren voorkomen. Immers, aangezien zich telkens circa 10
eleren in verschillende ontwikkelingsstadia bevinden, zorgt een een-—
malige hoge diergeneesmiddel-plasmaconcentratie voor afzetting van
stof in deze in groei zijnde eieren. Het eiwit bevat de hoogste
residuconcentratie bij die eieren, welke zich in de eindfase van de
groel bevinden. Deze residuconcentratie wordt na 1-2 dagen zichtbaar.
Voor de andere in ontwikkeling zijnde eieren bevat het eigeel de
hoogste concentratie. Tot 10 dagen na toediening van het dierge-
neesmiddel is de mogelijkheid van aanwezigheid van residuen in eigeel
reéel.

Het bovengeschetste eivormingsmodel en de mogelijke gevolgen voor het
residu -profiel blijkt in de praktijk niet altijd op te gaan.

Daar blijken vaak toch reeds binnen 24 uur na toedienen, residuen in
dooier en eiwit voor te komen (b.v. het hier beschreven onderzoek en
onderzoek van sulfaguanidine en sulfadimidine (Aerts et al., 1986;
Geertsma et al., 1987). Dit houdt, in afwijking van de opvatting van
Anhalt (1977), momentane opname in eiwit in eq/of de mogelijke dif-

fusie tijdens bewaren van eigeel naar eiwit.

2.5 MONSTERVOORBEWERKING T.B.V. ANALYSE IN EIEREN
Voor het bepalen van nitro-imidazolen in kippe-eieren zijn in de
literatuur geen bepalingsmethoden (incl. voor-bewerkingen van de ei-
monsters) bekend. Tot op heden zijn voornamelijk bepalingsmethoden

voor deze verbindingen ontwikkeld in voeders en vlees.
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Zo zijn polarografische (Craine et al., 1974; Daftsios, 1964;
Hocquellet, 1975; Cala et al, 1976), spectrofotometrische (Stone et
al., 1974; Analytical Methods Committee, May 1982, 577-578), gaschro-
matografische (Harris et al., 1977; Analytical Methods Committee,
February 1980, 161-164; De Ritter et al. 1971) en hoge-druk-vloeistof-
chromatografische methoden (Buizer et al, 1975; Hobson-Frohock et al,
1983; Schmid et al., 1977; Analytical Methods Committee, December 1983,
1521-1524; van Bruchem, 1983) beschreven.

Voor bepaling van andere diergeneesmiddelen dan de nitro—imidazolen in
eleren zijn ook slechts weinig voorbewerkingsmethoden voorhanden
(Egberink, 1987). Alvorens overgegaan kan worden tot de bepaling van
residuen, dient opzuivering van het eimonster plaats te vinden. Van-
wege de lage te analyseren concentraties dienen hierbij de te bepalen
componenten geconcentreerd te worden. Tot nu toe zijn hiertoe vaak
vloeistof-vloeistofextracties toegepast. Zo wordt ter bepaling van
chlooramphenicol in kippe—eieren het monster geéxtraheerd met ethyla-
cetaat, waarna uitgebreide vloeistof-vloeistofextractie plaatsvindt
(Beek et al., 1983). Een variatie hierop is extractie met acetonitril
t.b.v. de bepaling van chlooramphenicol, furazolidon en sulfonamiden in
eieren (Petz, 1983). Na centrifugeren van de geprecipiteerde eiwitten
wordt ook hier vloeistof-vloelstofextractie toegepast. Ook in de
Multimethode van Malisch(1986), te gebruiken voor bepalen van vele
diergeneesmiddelresiduen in melk, vlees en eieren, wordt na extractie
met acetonitril zuivering met meerdere organische oplosmiddelen
toegepast. Precipitatie van eiwitten is eveneens mogeli jk met methanol,
zoals bilj de bepaling van flavomycine in eieren (Rybinska, 1984). Ont-
vetten van het supernatant is ook dan nog onvermi jdeli jk.

Binnen het RIKILT is ter bepaling van dimetridazol in eieren een
methode ontwikkeld, waarbij, na extractie met dichloormethaan uit het
eimonster, vloeistof-vloeistofextractie tussen acetonitril en hexaan
wordt toegepast. Hierna wordt de acetonitrilfase, na indampen tot
droog, opgenomen in buffer. Deze oplossing wordt opnieuw gezuiverd met
hexaan. En, na uitschudden van dimetridazol uit de bufferoplossing met
dichloormethaan, vindt uiteindelijk nog zuivering plaats met iso-octaan

(Beek et al., 1984).
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Aan de vloeistof-vloeistofextracties zijn een aantal nadelen verbon-
den. Emulsievorming blijkt het grootste struikelblok bij de opzuive-
ring van eimonsters. Horwitz (1981) noemt ter verbreking van emulsies:
het laten staan van de emulsie tot fasenscheiding is opgetreden, ver-
warmen van de emulsie, centrifugeren van de oplossing, overbrengen van
de emulsie-vloeibare fase in een groter volume extractie-vloeistof,
toevoegen alkohol, aceton of zout, het klezen van andere extrac-—
tievloeistoffen of het in bewerking nemen van minder monstermateriaal
in een groter volume extractievloeistof.

Ook indampen van grote volumina oplosmiddelen, gebruik van grote
hoeveelheden toxische en brandbare oplosmiddelen, kostbaar, arbeidsin—
tensief, onzuivere en waterbevattende extracten, soms niet kwan-
titatieve extracties en niet-reproduceerbare extracties spelen een
belangrijke rol. Derhalve is, vnl. ter voorkoming van emulsievorming,
gezocht naar alternatieve opzuiveringsmethoden. Geertsma et al. (1987)
beschri jven een bepalingsmethode voor residuen van sulfadimidine

en metabolieten in eieren door de eiwitten te precipiteren met 0,66 M
perchloorzuur. Na neutralisatie van het supernatant is de oplossing
injecteerbaar op HPLC. Ook Botsoglou et al. (1984), maken bij de
bepaling van tetracyclines in eieren gebruik van de mogeli jkheid eiwit
te precipiteren. Na toevoegen van calciumchloride—oplossing, natrium-
barbital-oplossing, natriumfenylbutazon—-oplossing en dichloormethaan
wordt gecentrifugeerd. Daar opvolgend wordt de organische fase gefil-
treerd en uitgeschud met fosforzuur, waarna injectie op HPLC plaats
kan vinden.

De laatste jaren worden steeds meer solid-phase-extracties toegepast.
Hoewel deze extracties voornamelljk worden gebruikt bij vlees, melk en
voeders zijn er ook enkele bekend ter zuivering van eimonsters. Hori
(1983) maakt in zijn bepalingsmethode van anti-bacteriéle stoffen twee
keer gebruik van de solidphase—extractie. Een acetonitril—-extract van
het eimonster wordt na ontvetten met hexaan op een aluminiumkolom
gebracht. Elutie hierna van de de te bepalen componenten geschiedt met
methanol-mengsels. Het methanol-eluaat wordt vervolgens op een Sep-Pak
C18-kolom gebracht. Hierna wordt ge8lueerd met acetonitril bevattende
mengsels. De aldus verkregen eluaten zijn direct injecteerbaar op

HPLC.
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De Sep-Pak Cjg-kolom wordt ook gebruikt door Terada et al. (1983). Met
silicagel wordt het eimonster gedroogd, waarna extractie met dichloor-
methaan plaatsvindt. De hier te bepalen sulfonamides worden uit de
organische fase geéxtraheerd met zoutzuur, waarna de waterfase op een
Sep—-Pak Cjg-cartridge gebracht wordt. Elutie vanaf de kolom geschiedt
met methanol, waarna injectie op HPLC kan volgen.

Trucksess et al. (1984) beschrijven een zeer uitgebreide bepa-
lingsmethode voor de bepaling van aflatoxinen in eieren waarin gebruik
wordt gemaakt van silicagel-kolomchromatografie.

Na toevoegen van verzadigde natriumchloride—oplossing en aceton wordt
gefiltreerd. Opnieuw wordt gefiltreerd, na water toegevoegd te hebben.
Vervolgens wordt vloeistof-vloeistofextractie toegepast. Het uitein-—
delijk, na indampen, verkregen residu wordt opgenomen in
dichloormethaan~aceton (98+2). Deze oplossing wordt op een silicagel-
kolom gebracht. Elutie hierna vindt plaats met chloroform—-aceton
(98+2).

Silicagel-chromatografie wordt eveneens voor de bepaling van afla-
toxinen in eieren toegepast door Wolzak et al (1985). Na toevoegen van
een verzadigde natriumchloride-oplossing worden de monsteroplossingen
verwarmd. Citroenzuur en aceton wordt toegevoegd, waarna wordt gefil-
treerd. Een deel van de nu nog aanwezige storende stoffen wordt neer-
geslagen met loodacetaat-oplossing, ammoniumsulfaat en Celite. Het
filtraat hiervan wordt verder gezuiverd door vloeistof-vloeistofex—
tractie en solidphase-extractie. In bepalingen, beschreven door
Hoshino et al. (1980) voor de bepaling van clopidol en Trucksess et
al. (1977) voor de bepaling van aflatoxinen wordt gebruik gemaakt van
diatomeeén—aarde. Na filtreren van eimonsters, waaraan is toegevoegd
methanol en diatomeeén—aarde, wordt bij Hoshino et al. de methanol-
fractie op een Dowex 1 X8-kolom gebracht. Trucksess et al. filtreren,
na toevoegen van water, diatomeeén—aarde en aceton aan ei. Precipita-
tie van ongewenste componenten geschiedt met een loodacetaat—-oplossing.
Na filtreren vindt nog vloeistof-vloeistof-extractie plaats. Uitein—
deli jk wordt een solidphase—extractie met een silicagel-kolom uitge-—

voerd.
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Diatomeeén—aarde, in de vorm van een Extrelu@ELkolom, wordt gebruikt
door Keukens et al (1986) bij de bepaling van chlooramphenicol in
vlees. Na extractie van chlooramphenicol uit het vlees met water,
wordt een deel van het extract op een Extrelut—-kolom gebracht. Na
elueren met dichloormethaan en indampen van deze organische fase wordt
het residu opgenomen in water. Slechts zuivering met tolueen hoeft
plaats te vinden, alvorens de waterfase op HPLC geinjecteerd kan
worden.

Aerts et al. (1986) beschrijven een volledige automatische analyse van
sulfaguanidine en andere sulfonamiden in ei. Hierbij wordt gebruik
gemaakt van automatische voorzuivering via dialyse, waarna het dialy-
saat on—line geconcentreerd wordt, via backflush gescheiden m.b.v.

HPLC en via post-column derivatisering gedetecteerd.

2.6 SOLIDPHASE-EXTRACTIES
Ter vervanging van klassieke extracties worden steeds vaker vaste
stof solidphase-vloelstofextracties toegepast. Hierbij wordt veelal
gebruik gemaakt van korte, wegwerp kolommetjes. Enerzi jds kunnen deze
gebruikt worden voor verwijdering van ongewenste verontreinigingen in
het monster, anderzijds voor concentrering van de te bepalen compo-
nent(en). Bij zuilvering wordt een oplossing, welke het analyte bevat,
over een kolommetje geleid, waarbij de te bepalen component doorloopt
en storingen geadsorbeerd worden. Het eluaat is dan schoner. Bij con-
centrering wordt de oplossing ook over het kolommetje geleid, maar nu
wordt de te bepalen component vastgehouden en worden storende stoffen
weggespoeld. Vervolgens wordt het analyte met een klein volume oplos-
middel van het kolommetje geélueerd.

Voor beide toepassingen worden kolommaterialen op Silica-basis
(normal- en reversed—-phase) en lonenwisselings of polymere materialen
(XAD) gebruikt.

Een ander type materiaal is dlatomeeén—aarde. Een waterige oplossing
wordt geadsorbeerd door de diatomeeén—aarde en blijft als een film
achter op het kolommateriaal. Elutie vanaf de kolom van de te bepalen
component(en) geschiedt vervolgens met een organisch oplosmiddel. Op
deze wijze kunen stoffen vanuit de waterfase in de organische fase

geéxtraheerd worden.
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Deze extractiemethode blijkt dus een van de klassieke extracties sterk
afwi jkende vloelstof-vloeistofextractie te zijn. Hierbij is het optre-
den van emulsies uitgesloten. Bovendien betekent deze wijze van extra-
heren een besparing van oplosmiddelen, materiaal en tijd. Het eluaat,
vaak bestaande uit een zo klein mogelijk volume organische fase, kan
ofwel direct voor de bepaling gebruikt worden, ofwel eerst ingedampt
worden. De pH-waarde van de te adsorberen waterfase kan variéren van
1-13. Derhalve is het mogelijk stoffen bij hun optimum pH te elueren,
hetgeen ten goede komt aan de recovery. Ook kunnen zuren, basen en
neutrale stoffen gescheiden worden door de pH van de 'stationaire
waterfase' (film) te veranderen. In vergelijking tot de klassieke
vlceistof-vloeistofextracties 1s met deze 'solidphase—extracties' de
snelheid en specificitelt toegenomen.

De hier gebruikte Extreludglkolommen z1jn 50 ml plastic—-kolommen,
gevuld met ca. 18 g diatomeeén—aarde. Een dergelijke kolom kan 20 ml
waterfase adsorberen. In 10-15 min. verdeelt de waterfase zich als
'stationaire fase' (film) over de kolom. Hierna vindt elutie vanaf de
kolom veelal plaats met ca. 40 ml organisch oplosmiddel. Deze extrac-—
tie duurt 5-20 min. Het dode volume van de kolom bedraagt ongeveer 15
ml. Er bestaan kolommen, variérend van 1-300 ml volume.

Als elutiemiddelen kunnen alle niet melt water mengbare organische
oplosmiddelen, zoals diethylether, ethylacetaat, hexaan, chloroform,
dichloormethaan, e.a., gebruikt worden. Ook worden soms mengsels van
apolaire organische oplosmiddelen met polaire oplossingen, b.v.
chloroform/methanol (85/15), toegepast.

Omdat de polaire oplosmiddelen een deel van de waterfase kunnen mee
elueren, mag het aandeel van polaire oplosmiddelen niet te groot

zijn. Bovendien kunnen door te polaire elutiemiddelen te gebruiken
vele storende (polaire) componenten meegeédlueerd worden. Hierdoor kan
water in storende componenten terecht komen, hetgeen uiteraard zoveel

mogelijk vermeden dient te worden.
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2.7 HPLC
Bij hoge—druk-vloelstofchromatografie (HPLC) wordt in overwegende mate
reversed-phase—-chromatografie toegepast. Veelal wordt als stationaire
fase gebrulk gemaakt van silica-gel, gecoat met octyl—- of octade-
cylgroepen (Cg resp. C18). De pakkingsdeeltjes hebben een diameter,
variérend van 3-10 uym. Hierbij worden in de regel als loopmiddelen
mengsels van water (of bufferoplossingen) met methanol of acetonitril
gebruikt. Sinds enkele jaren worden zgn. cartridges (HPLC-kolommen
gepakt met 3 pm-deeltjes) toegepast. Deze kolommetjes kennen als
voordelen t.o.v. de conventionele kolommen o.a. dat zij economischer
zijn en visuele controle van de toestand van de kolom mogeli jk maken.
Voor de detectie van de geélueerde verbindingen wordt meestal gebruik
gemaakt van meting van lichtabsorptie in het UV-gebied. Voor een goede
gevoeligheid dient bij voorkeur gedetecteerd te worden bij een maximale
golflengte.
Er bestaat een verband tussen de geinjecteerde hoeveelhelid stof Q en
de bij het piekmaximum gevonden extinctie E:
A\
Q=Ve. E |, 10 2 2 , waarin: V. = retentievolume (ml)
ESP N ESP= gpecifieke extinctie
van de stof bij
betreffende golflengte,
N = schotelgetal van de
gebruikte kolom
De resolutie van twee pieken is een maat voor de kwaliteit van de
scheiding van de pieken op een bepaalde kolom. De mate van scheiding
wordt bepaald door de afstand tussen de pieken en de breedte van ieder
van de pieken. De resolutie, Rg, wordt gedefinieerd als de
piekscheiding, gedeeld door de gemiddelde piekbreedte voor twee

componenten.
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In formule : Rg=1/2 |1l k(A

met o = X'l (selectiviteit)

k'2
k' = 1/2 (k'l + k'2) (de gemiddelde kapaciteitsfactor)
k' = hoeveelheid stof in stationalre fase = K Vs
hoeveelheid stof in mobiele fase Vm
K = verdelingscoéfficiént v/d stof over de fasen
Vs en Vm: volumina stationaire en mobiele fase
N = schotelgetal van de kolom en is een maat voor de
scheidingsefficiency van de kolom
In formule: N = Eg? waarin tgp = retentietijd

s ¢ piekbreedte op 1/2 hoogte

De schotelhoogte H wordt gegeven door:

=]
I
[

L = lengte kolom.

=

De kolomefficiency wordt het best gegeven door de gereduceerde scho-
telhoogte k:

h =H , dp = deeltjesgrootte kolommateriaal.

dp
De mobiele fase heeft een tijd ty nodig om de kolom te doorlopen. De
kapaciteitsfactor k' geeft de verhouding weer tussen de tijd, die de
stof in de stationaire fase doorbrengt en de tijd, die de stof in de
mobiele fase verkeert. Derhalve wordt de tijd tg die de stof nodig
heeft om de kolom te doorlopen gegeven door
tg = to ¥ k'ty « Hieruit volgt: k' = LR ~ to

to
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Ten behoeve van scheiding tussen twee componenten is derhalve van
belang:

1. componenten moeten verschillende verdelingscoéfficiénten hebben:
k'l § k'2

2. de componenten moeten vertraagd worden: k' § o

3. de kolom moet een minimaal aantal schotels hebben.

Uitermate belangrijk hierbij is de piekbreedte zo klein mogelijk te
houden. Piekverbreding kan optreden door:

1. diffusie in de lengterichting van het chromatografisch systeem,

2. weerstand tegen massa-overdracht tussen mobiele en stationaire fase,
3. verschillen in stroomsnelheid binnen de mobiele fase.

ad. 1. Deze bljdrage aan de piekverbreding wordt kleiner, naarmate de
diffusiecoéfficiént kleiner wordt, de verblijftijd kleiner is
(snelheid mobiele fase groter en k' kleiner) en deeltjesgrootte groter
wordt.

ad. 2. Deze bijdrage wordt groter wanneer de snelheid groter wordt.
Vergroting van de deeltjesgrootbte zorgt voor een langere dif-
fusie-weglengte en beinvloedt zo de massa-overdracht op nadelige wijze.
ad. 3. Een slechte, losse pakking met grote verschillen in pakkings-—
dichtheid vertoont een zeer slechte flow uniformiteit (er kunnen b.v.
kanalen ontstaan).

Voor het opvoeren van het scheidend vermogen zijn een aantal methoden
beschikbaar. Enkele hiervan zijn:

1. Verlenging van het systeem; het schotelgetal van een kolom neemt
evenredig toe met de lengte van de kolom. Het nadeel van deze methode
is het grotere drukverval, dat nodig is om de oorspronkelijke snelheid
van de mobiele fase te handhaven.

2. Snelheid van de mobiele fase optimaliseren; In het gebied boven de
optimale snelheid kan door vermindering van de snelheid toename in het
schotelgetal verkregen worden. Dit betekent wel een toename in
analyseduur.

3. Verbetering van de structuur van de pakking van de kolom; Dit kan
bereikt worden door deeltjes te gebruiken met betere bolvorm, deel-
tjesgrootte constant te houden en de pakmethode van de kolom te

verbeteren.
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4. Deeltjes met kleinere diameter nemen; Nadeel is dat het drukverval
over de kolom omgekeerd evenredig met het kwadraat van de deeltjes—
diameter toeneemt.

5. Geringe belading met stationaire fase toe passen; Hierdoor neemt de
laagdikte van de film van de stationaire fase af, waardoor de massa-
overdracht beter wordt.

Naast de piekverbreding in de kolom kunnen, in meer of mindere mate,
ook buiten—kolom effecten zorgen vdor een afname van het scheidend ver-
mogen van een chromatografisch systeem.

Verbreding kan ontstaan in detector, injector en de koppelstukken. Dit
wordt vnl. veroorzaakt door flow-menging. Zelfs bij het brengen van
een monster met een punt—injectie op de kolom, kan naast axiale, ook
radiale dispersie optreden, hetgeen ontstaat door moleculaire diffusie
en stroomsplitsing wanneer het eluens om een pakkingsdeeltje heen
stroomt. Afwijkende flow-patronen kunnen ontstaan bij verstoring van

de pakking van de kolom.
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3. METHODEN-ONTWIKKELING HEEL-EI

3.1 OPZET ONDERZOEK

De opzet van dit bijvakonderzoek was om de toepassing van Extrelut-
kolommen te testen in de bepaling van residuen van diergeneesmiddelen
(nitro—-imidazolen) in kippe—-eieren na een waterige extractie.

Hierbij dient de monstervoorbewerking dusdanig te zijn dat de concen—
tratie s nitro-imidazolen uiteindelijk met HPLC bepaald kunnen worden.
Gekozen is voor HPLC, omdat de nitro-imidazolen voor GC niet vluchtig
genoeg zijn (derivatiseren is noodzakelijk) en voor DLC onvoldoende
selectiviteit bestaat. Bovendien blijken de ervaringen voor de nitro-—
imidazolen met HPLC uitstekend (2.5). Een eerste benadering is het
opbrengen van een waterig ei-extract op een Extrelut-kolom. Hierna
dient deze kolom geé€lueerd te worden met een voor de te bepalen compo-
nent geschikt extractiemiddel. Hieraan voorafgaand of hierop volgend
kan een zuiveringsstap ter verwijdering van nog storende (vet)compo-
nenten plaats vinden. Vervolgens kan met een geschikt HPLC-systeem het
gehalte aan diergeneesmiddelresiduen bepaald worden.

Vanwege de 'gelatineuze' aard van eieren is het niet te verwachten dat
eimonsters rechtstreeks (onverdund) op een Extrelut-kolom te verdelen
zijn. Derhalve dienen andere mogeli jkheden onderzocht te worden.

Bij het literatuuronderzoek is gebleken dat er tot op heden geen
waterige extracties ter bepaling van diergeneesmiddelen in eieren zijn
uitgevoerd. Ten behoeve van het onderzoek naar de mogelijkheden van
waterige ei-extracties zijn de volgende bewerkingen van eimonsters

als uitgangspunt gekozen.

Precipitatie van eiwitten kan bewerkstelligd worden door zuur aan het
ei toe te voegen (Geertsma et al., 1987 Sulfadimidine in eleren). Na
centrifugeren van de oplossing is het wellicht mogelijk een deel van
de waterfase over een Extrelut-kolom te verdelen. Derhalve werd de
mogelijkheid van toepassing van zure buffers (met de mogeli jkheid van
pH-instelling van het ei-extract) bij de waterige ei-extracties ge-

test.
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Shellhaas (1974) maakt in de door hem beschreven microbiologische
bepalingsmethode van antibilotica gebruik van verwarmen van het eiwit
bij 70°C. Wolzak et al. (1985) maken, na toevoegen van een verzadigde
natriumchloride—oplossing, eveneens gebruik van verwarmen van
eimonsters voor de bepaling van aflatoxinen. De mogelijkheden van ver-
warmen van eimonsters, vddr de solidphase—extractie wordt aangevangen,
werd eveneens getest.

Ook het effect van toevoegen van een verzadigde natriumchloride-
oplossing aan eimonsters, zonder te verwarmen, werd bekeken. Naast
Wolzak et al. (1985) maken ook Trucksess et al. (1984) voor het bepa-
len van aflatoxinen melding van de toepassing van een dergeli jke
zoutoplossing.

De door Stubblefield et al. (1980) beschreven bepalingsmethode voor
aflatoxinen vermeldt, naast het gebruik van diatomeeén—aarde, de
toepassing van een citroenzuuroplossing. Hoewel de beschreven methode
alleen bedoeld is voor vlees—, urine— en bloedanalyses, werd het
gebruik van een citroenzuuroplossing eveneens voor de eimonsters
getest.

Hiernaast werd ook geprobeerd eimonsters met een Brij-35-oplossing
geschikt te maken voor extractie met Extrelut-kolommen. Deze mogeli jk-
heid werd ontleend aan Love et al. (1985), die bij de bepaling van
geneesmiddelen in serum gebruik maken van de oppervlakte actieve
eigenschappen van Brij—-35. Hierdoor zouden elwitten gesolvateerd wor-
den waardoor directe injectie van plasma mogelijk was. Wellicht zouden
ook ei-eiwitten gesolvateerd kunnen worden, zodat een goede verdeling

over Extrelut—materiaal bereikt kan worden.

3.2 CHROMATOGRAFIE

3.2.1 Methode

Bereid werden de volgende oplossingen:

3.2.1.1 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat: 34 g KHpPO4 wordt opgelost
in een 1000 ml-maatkolf en wordt met water aangevuld en
gemengd,

3.2.1.2 0,01 M natriumacetaat, pH 6,0 : 0,8 g NaCH3C00 opgelost in 500
ml water wordt met 10% azijnzuuroplossing op pH 6,0 gebracht,

waarna met water tot 1000 ml wordt aangevuld en gemengd.
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Met deze oplossingen werden eluentia (v/v) samengesteld. En, met deze
eluentia werden de volgende HPLC-kolommen getest op scheiding tussen
nitro-imidazolen: CP Spher C18 (4,6x250 mm), Hypersil 50DS (4,6x250 mm),
uBondapak C18 (3,9%300 mm) (conventionele SS-kolommen), Lichrosorb
RP18 (3x200), Chromspher C18 (3x200), CP Spher C18 (3x200) (cartridge-
kolommen) .

Hiertoe werden eveneens standaardoplossingen, bevattende ronidazol,
dimetridazol, ipronidazol en l-methyl—-2-hydroxymethyl-5-nitro—imida-
zol, met elk een concentratie van circa 0,2 ug/ml te testen eluens,
bereid.

Detectie vond plaats bij (UV) 317 nm (A max. van dimetridazol, Beek

et al., 1984). Als voorkolom werd gebruikt een Bondapak C18 (3,9x20
mm) 37-50 yu (Waters)—kolom. Geinjecteerd werd telkens 50 ul van de
standaardoplossingen. Als uitgangspunt werd een eluens, bestaande uit
0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat—acetonitril 800-200 (v/v) en eluens
0,01 M natriumacetaat pH 6,0-acetonitril 850-150 (v/v) getest.
Variatie werd aangebracht in eluenssamenstelling en de pH wvan het
eluens. Zo werd de buffersterkte van de kaliumdihydrogeenfosfaat-
oplossing verdund tot 0,125 M (3.2.1.1 verdunnen). Tevens werden wi j-
zigingen aangebracht in de volumina waterbuffer en acetonitril. Het
instellen van de pH van het eluens, bevattende kaliumdihydrogeenfos-
faat, geschiedde met enkele druppels geconcentreerd fosforzuur. Tevens
werd voor elk eluens de flowsnelheid gekozen tussen 0,5-2,0 ml/min bij
gebruik van de conventionele SS—kolommen. Bij cartridge-kolommen werd
een flowsnelheid genomen tussen 0,5 en 1,0 ml/min.

Hierbij dient opgemerkt te worden dat, ingeval een HPLC-systeem (puur)
methanol bevat, het HPLC-systeem grondig voorgespoeld dient te worden
melt water, alvorens de eluentia door het systeem gespoeld kunnen wor-
den. Ook dient, na gebruik van de eluentia, het systeem opnieuw eerst
goed gespoeld te worden met water, alvorens het HPLC-systeem met metha-
nol weggezet kan worden. Door de hoge bufferconcentratie treedt an-—
ders precipitatie van de bufferzouten op.

Een blanco—ei-monster werd opgewerkt volgens de bij de extractie
beschreven geschikte methoden. Van de uiteindelijk verkregen waterfase
werd 50 ul geinjecteerd op de ter bepaling van de nitro-imidazolen

geschikte HPLC-systemen.
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Tot slot zijn UV spectra van de te bepalen componenten in de eluentia
0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat—acetonitril 800-200 (v/v) en in 0,25 M
kaliumdihydrogeenfosfaat—acetonitril-methanol 900-40-60 (v/v/v)pH 4,0
opgenomen van 380-220 nm. Hiermede werd de optimale golflengte voor de

UV-detectie bepaald.

3.2.2 Resultaten en interpretatie

Een onderdeel van de methodenontwikkeling ter bepaling van de nitro-
imidazolen in eieren betrof het vaststellen van optimale HPLC-omstan-
digheden. Getracht werd ronidazol, dimetridazol, ipronidazol en de
voor de eerste 2 verbindingen gemeenschappelijke metaboliet (l-methyl-
2-hydroxymethyl-5-nitro-imidazol) met &&n HPLC-systeem te bepalen.

Als basis werd de methode, beschreven door Beek et al. (1984) genomen.
Dit voorschrift vermeldde het gebruik van een CP Spher Cl8 (4,6x250
mm) 1Op—kolom bij de bepaling van dimetridazol. Als eluens werd 0,25 M
kaliumdihydrogeen-fosfaat-acetonitril 800-200 (v/v) gebruikt. De re-
sultaten van kolom— en eluenswijzigingen staan, uitgedrukt in capaci-
teitsfactor en asymmetriefactor, vermeld in tabel 3 (blz. 33).

Met het eluens 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaaat—acetonitril 800-200
(v/v) werd op een CP Spher C18 (4,6x250)~kolom een goede scheiding
verkregen tussen ronidazol, dimetridazol en ipronidazol. Echter, de
metaboliet (2.2;18) had hierbij vrijwel dezelfde retentietijd als
ronidazol, waardoor tussen deze twee componenten geen goede scheiding
optrad.

Verlagen van de bufferconcentratie kaliumdihydrogeenfosfaat deed in
het chromatogram de pieken van ronidazol en de metaboliet (2.2;18)
geheel over elkaar heen vallen, waarbij voor dimetridazol en ipronida-
zol de piekbreedte toenam. Ook in het onderzoek van Beek et al. (1984)
bleek dat een sterke zoutconcentratie nodig is om dimetridazol repro-—
duceerbaar te analyseren met een CP Spher Cl8 (4,6x250)~kolom. Dit
wordt veroorzaakt door ion—suppressie die door de sterke zoutconcen-—
tratie veroorzaakt wordt (de interactle tussen polaire groepen uit de
Cl8-kolom en de polaire groepen in de nitro-imidazol-verbindingen wor-
den verminderd). Derhalve werden in de concentratles kaliumdihydro-

geenfosfaat geen verdere wijzigingen aangebracht.
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Bij toename van de hoeveelheid kaliumdihydrogeenfosfaat 0,25 M in het
eluens tot een verhouding 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat—acetonitril
900-100 (v/v) werd de scheiding tussen ronidazol en de metaboliet
(22;18) verbeterd. Maar, tussen de componenten werd geen algehele
scheiding bereikt. Bovendien nam de retentietijd voor ipronidazol zo-
danig toe, dat bepalen van ipronidazol met dit eluens op deze kolom
onmogeli jk werd.

Toevoegen van methanol aan het eluens deed de scheiding tussen roni-
dazol en de metaboliet (2.2;18) verbeteren. Het bleek echter niet
mogelijk om zowel scheiding tussen ronidazol en de metaboliet (2.2;18)
als ook een redelijke retentietijd voor ipronidazol te bewerkstelli-
gen.

Hierna zijn getest een Hypersil 50DS (4,6x250 mm) en een pBondapak C18
(3,9%x300 mm)-kolom.

Bij de Hypersil 50DS en de pBondapak Cl8-kolom werden met de CP Spher
C18 (4,6x250 mm) overeenkomende scheidingen tussen ronidazol en de
metaboliet (2.2;18) verkregen. Wijziging van de hoeveelheid kalium-
dihydrogeenfosfaat 0,25 M en/of toevoeging van methanol kon ook hier
niet zorgen voor goede scheiding tussen ronidazol en de metaboliet
(2.2;18). Opvallend is dat ipronidazol, bij gebruik van eenzelfde
eluens en flow-snelheid, later van de Hypersil 50DS-kolom en eerder van
de pBondapak Cl8-kolom geélueerd werd dan van de CP Spher C18 (3,9x300
mm). De koolstofbelading kan hier een rol spelen.

Bij de analyse van groeibevorderaars Iin diervoeders wordt gebruik
gemaakt van een pBondapak Cl8-kolom en een eluens bestaande uit 0,01 M
natriumacetaat pH 6,0-acetonitril 825-175 (Intern Analysevoorschrift
nr. A 394). In dit systeem bleken ook een aantal nitro—imidazolen een
redeli jk retentiegedrag te vertonen. Derhalve werd ook hier dit eluens
en kolom getest. Maar ook hiermee werd geen algehele scheiding tussen
de metaboliet (2.2;18) en ronidazol bewerkstelligd. Bovendien liet
ipronidazol, en in mindere mate ook dimetridazol, een slechte piekvorm
zien.

Een drietal Chrom Sep Cartridge—kolommen (2.7. HPLC verbetering schel-
dend vermogen) werden vervolgens getest:

Lichrosorb RP 18 (3x200 mm), CP Spher Cl8 (3x200) en Chromspher C18
(3x200).
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De Chromspher Cl8-kolom bleek niet te voldoen. De metaboliet (2.2:;18)
gaf bij gebruik van een 0,01 M natriumacetaat—acetonitril eluens zelfs
bij een korte retentietijd (< 5 min) erg lage, uitgestreken pieken.
Met het eluens 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat-acetonitril werd de
metaboliet (2.2;18) niet van de kolom geg8lueerd! Het 1ijkt erop dat
dit materiaal nog actieve polaire plaatsen (SiOp-groepen) bezit. Bij
de Lichrosorb RP18-kolom werd bij gebruik van het eluens, bevattende
natriumacetaat pH 6,0, scheiding tussen ronidazol en de metaboliet
(2.2;18) verkregen, indien een verhouding 925-75 0,01 M natriumacetaat
pH 6,0-acetonitril gebruikt werd. Waarschi jnlijk tengevolge van de
lage zoutconcentratie, vertoonde dit natriumacetaat—eluens erg brede
(en lage) pieken voor zowel dimetridazol als ipronidazol.

Toevoegen van iets methanol aan dit eluens deed de scheiding en piek-
vorm iets, maar niet voldoende, verbeteren. Verlagen van de pH ver-
beterde de scheiding tussen de metaboliet (2.2;18) en ronidazol.
Echter de retentietijd werd lang en de slechte piekvorm bleef. Het
eluens 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat—acetonitril 800-200 (v/v) ver-
toonde wel goede pieken voor dimetridazol en ipronidazol op deze
kolom. Met dit eluens werd opnieuw een goede scheiding verkregen
tussen ronidazol, dimetridazol en ipronidazol, terwijl de metaboliet
(2.2;18) een met ronidazol vergelijkbare retentietijd had (chromato-
gram 1).

Verhogen van de verhouding 800-200 tot 900-100 0,25 M kaliumdihydro-
geenfosfaat—acetonitril verbeterde de scheiding tussen ronidazol en de
metaboliet (2.2;18).

Door toevoegen van iets methanol aan het eluens en door de pH van het
eluens te verlagen, werd de scheiding tussen ronidazol en de metabo-
liet (2.2;18) verbeterd (chromatogram 2 en 3). Een eluenssamenstelling
0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat—acetonitrilmethanol 900-40-60 (v/v/v)

met pH 4,0 bleek hiervoor te voldoen (chromatogram 4).

8702.29 - 30 -



= Bl w

ﬂ\.\\\\ <—promdazel

< dimtindax

|
-
: ||lll1l|l\\\\\Mw et ool
W - —
g

+ roncdazel

“
r

=

100 J4 Aam d— [4rnek +dim , + row, .lmﬁ:d.
95 s...p\z.,.: att 0,005 4
ey Gp0=200 Q25HKELFTy-AON

h_.h.r\duﬁ..‘W RP 1Y mm\.hs.v

- 31 -
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Tabel 3. Resultaten chromatografie

= BB

Kolom Eluens k'=tI-to fi5=2 op 051 h
to B
M R D I M R D I

Conventionele SS-kolommen
* CP Spher C18 (4,6x250 mm) 0,25 M KHpPO4-CH3CN 800-200 0,46 | 0,53 2,08 8,11|1,18| 1,11 | 0,64 | 0,63
— idem 0,125 M KH9PO4-CH3CN 800-200 0,55 | 0,55 2,23 9,02 | 1,37 | 1,27 | 0,70 0,70
- idem 0,25 M KHPO4-CH3CN 900-100 2,251 2,83 6,8 20,08 2,00 1,49) 0,71 1,59
- idem 0,25 M KH9PO4-CH3CN-MeOH 800-125-75 1,09 1,32 3,45 11,55 2,50 2,00 | 1,25 1,43
* Hypersil 50DS (4,6x250 mm) 0,25 M KHPO4-CH3CN 800-200 0,52.] 0,52 2,381 12,55)1,25|11,09)|0,78| 0,58
— idem 0,25 M KH9PO4—-CH3CN 925-75 2,431 2,76 7,39 (27,381,546 1,54| 0,68 0,72
— idem 0,25 M KHpPO4-CH3CN-MeOH 900-80-20 2,21 |2,53 6,53 24,54|1,67|1,37|2,00| 0,78
* pBondapak C18 (3,9x300mm) 0,25 M KHpPO4-CH3CN 800-200 0,51 | 0,51 2,18 7,58 11,11 1,20| 1,11 | 2,00
— idem 0,25 M KHpPO4-CH3CN 900-100 2,18 | 2,87 7,03126,95)1,18 1,15 1,09 1,82
— idem 0,25 M KHpPO4—CH3CN-MeOH 900-50-50 2,131 2,89 6,76 | 25,03 | 1,20 | 1,27 | 1,14 | 0,60
— idem 0,01 M NaAc pH 6,0-CH3CN 850-150 0,83 1,41 2,58 9,411 3,03 2,00 1,82 0,62
— idem 0,01 M NaAc pH 6,0-CH3CN 925-75 1,891 2.32 5567 | 18,89 | 2;,00:| 2,22 1,75 | 0,563
Cartridge—-kolommen
* Lichrosorb RP18 (3x200) 0,01 M NaAc pH 6,0-CH3CN 850-150 1,00 1,00 2,05 7,8012,50) 1,00 1,05 1,25
- idem 0,01 M NaAc pH 6,0-CH3CN 925-75 2,211 2,46 2,231 28,2312,86| 1,00 1,25] 1,18
- idem 0,01 M NaAc pH 5,0~CH3CN-MeOH 925-75-20 2,19 | 2.53 5,17 | 27,93 | 1,54 | 1500 | L,;11. | T 18
- idem 0,01 M NaAc pH 4,0-CH3CN 925-75 3,171 3,92 6,87 30,91 | 1,05|1,00]1,18]| 2,22
— idem 0,25 M KHpPO4-CH3CN 800-200 1,071 1,07 2,20 8,20)1,00)1,00| 1,88 1,05
— idem 0,25 M KH2PO4—-CH3CN 900-100 2,23\ 2,37 3,65 118,35 | 1;05] 1,05 1,751 1,28
— idem 0,25 M KH3PO4—-CH3CN-MeOH 800-100-100 pH=4,0 1,901 2,40 7515 - 1,00} 1,00 1,25 =
— idem 0,25 M KHpPO4-CH3CN-MeOH 900-40-60 pH=4,0 2,081 2,92 9,17 = 1,3311,33] 0,88 ~
* Chromspher Cl8 (3x200) 0,01 M NaAc-CH3CN 850-150 0,881 0,91 2,08 6,96 | 5,55 [ 2,00 | 2,00 | 1,75
- idem 0,25 M KHPO4—CH3CN 800-200 - 0,56 1,22 4,00 = 4,00| 4,00 | 3,44
* CP Spher Cl18 (3x200) 0,25 M KHyPO4-CH3CN 925-75 2,91 | 3,91 | 10,52 | 34,71 2578 | 1,18 | 1,11.| 1,82
— idem 0,25 M KHpPO4-CH3CN-MeOH 900-40-60 pH=4,0 2,781 3,80 7,41 24,67 (3,03 2,27 | 2,22 2,00

k' = kapaciteitsfactor R = ronidazol — = niet te bepalen of niet bepaald i

fag = asymmetriefactor D = dimetridazol ty = retentietijd

M = metaboliet (2.2;18) I = ipronidazol to = dode tijd
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In dit systeem (de samenstelling, leverend chromatogram 4) bleek
echter ipronidazol niet meer te bepalen, omdat deze component nu der-—
mate laat van de kolom gedlueerd werd, dat erg brede pieken ontston-
den.

Bij de CP Spher C18 (3x200) kolom leverde eluens 0,25 M kaliumdihydro-
geenfosfaat—-acetonitril 800-200 (v/v) uitgestreken pieken voor de
metaboliet (2.2;18). Door toevoegen van methanol aan het eluens werd
de plekvorm van de metaboliet (2.2;18) en de scheiding tussen de meta-
boliet (2.2;18) en ronidazol verbeterd. Een goede scheiding werd ook
hier verkregen door 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat—acetonitril-
methanol 900-40-60 (v/v/v) pH 4,0 te gebruiken. Ook hier had ipronida-
zol een te lange retentietijd. Overigens waren de pieken met deze CP
Spher Cl8-kolom iets lager dan met de Lichrosorb RP 18-kolom.

Uit de resultaten wordt geconcludeerd dat de 4 te bepalen componenten
megﬂe geteste kolommen en eluentia niet met &&n HPLC-systeem te bepa-
len zijn. Ter vaststelling of er nitro—imidazolen aanwezig zijn in een
monster, blijkt het meest geschikt te zijn een Lichrosorb RP 18 (3x200),
met als eluens 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat—acetonitril 800-200
(v/v), met een flowsnelheid voor het eluens 0,7 ml/min. In dit systeem
hebben ronidazol en de metaboliet (2.2;18) een vergelijkbare reten-—
tietijd van + 3,5 min, terwijl dimetridazol na 5 min en ipronidazol na
12 min elueren. Met deze eluenssamenstelling is het mogelijk ipronida-
zol, dimetridazol en zijn metaboliet (2.2;18) kwantitatief te bepalen.
Specifiek is het geval dat ronidazol in het monster aanwezig is. Dan
dient een eluens met een andere samenstelling gebruikt te worden. Ge-
schikt hiervoor is het eluens 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat—acetoni-
tril-methanol 900-40-60 (v/v/v) pH 4,0 met eluenssnelheid 0,7 ml/min.
Ook zijn in dit systeem naast ronidazol, tevens dimetridazol en de
(gemeenschappeli jke) metaboliet (2.2;18) kwantitatief te bepalen.
Retentietijden zijn: metaboliet (22;18) 7 min, ronidazol 9 min en
dimetridazol 13 min.

Bij gebruik van de kaliumdihydrogeenfosfaat bevattende eluentia kunnen
de retentietijden voor de te bepalen componenten in de loop van de
tijd (dag) iets toenemen. Derhalve is het wenselijk tussen de te bepa-
len monsters enkele standaardoplossingen te plaatsen. Indien het
eluens wordt rondgepompt, gedurende 24 uur vddr de HPLC-analyse uitge-—

voerd wordt, verlopen de retentietijden nauwell jks.

8702.34 - G5



- 35 -

Injectie van blanco—-ei-monsters op de twee gekozen HPLC-systemen
levert bij gebruik van het eluens 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat-—
acetonitril 800-200 (v/v) &&n duidelijke plek, afkomstig van het ei,
in het chromatogram. Deze piek stoort de analyse niet, omdat deze
component een retentietijd heeft van 7 minuten. Bij gebruik van het
eluens 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat—acetonlitril-methanol 900-40-60
(v/v/v), pH 4,0 wordt van deze piek eveneens geen storing ondervonden,
omdat de piek dermate laat van de kolom ge&lueerd wordt, dat het
nauweli jks als pilek waar te nemen is.

De optimum golflengte voor de UV-detectle is bepaald door de in de te
gebruiken eluentia opgenomen UV-spectra voor ronidazol, dimetridazol,
ipronidazol en metaboliet (2.2;18) over elkaar te plotten. Hierbij
bleek dat de optimum golflengte 313 nm is. (Dit is niet de golflengte,
waarbij per verbinding de absorptie maximaal is, maar die golflengte,
waarbij voor de 4 verbindingen "tegelijkertijd" het maximale aan ab-

sorptie bereikt wordt).

3.3. [EXTRACTIE

3.3.1 Methode

De in tabel 2 genoemde opwerkingen van eimonsters zijn uitgevoerd, na

bereiden van de volgende 'reagentia':

3.3.1.1 Extrelut-kolom: in een plastic Extrelutbuis, van onder
afgesloten door een 10 mm—ronde filter in een filterhouder,
wordt ca. 18 g Extrelutmateriaal (Merck art. 11738) gebracht.
Het Extrelutmateriaal wordt vervolgens goed aangeklopt. Hierna
wordt een 24 mm—ronde filter met behulp van een inzetstuk op
de kolom geplaatst, waarna het inzetstuk stevig wordt
aangedrukt; Bij een losgepakte Extrelut—-kolom wordt het
inzetstuk niet stevlig aangedrukt, maar er los bovenop
geplaatst.

3.3.1.2 0.1 M resp. 0,5 M Natriumacetaat pH 4,0: opgelost wordt 8,2
resp. 41 g CH3COONa in 500 ml water, waarna de pH met ijsazijn
op pH 4,0 wordt gebracht en met water aangevuld tot 1000 ml.

3.3.1.3 20%-citroenzuur: 20 g citroenzuur—-monohydraat wordt opgelost

in 100 ml water.
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3.3.1.4 Verzadigde natriumchloride-oplossing: 360 g NaCl wordt opge-

nomen in 1000 ml water.

3.3.1.5 0,6%, 0,03% en 0,003% Brij—-35: bereid door een 30%
Brij—35-oplossing (Technicodi)diagnostics, prod.no.

T21-0110-15) te verdunnen met water.

Tabel 2: Extractie-procedure

volume Verwerking voor
Verdunnings- verdunnings— | Extrelut—-extractie
middel van eimonster middel
1.| Water 20m1. @ ]| mmme=
2. 0,1 M CH3COONa pH 3,0/4,0/5,0 20 ml | e
3. 0,1 M CH3COONa pH 4,0 25 ml centrifugeren + vloelstof-
vlceistof-extractie
4. 0,5 M CH3CO00Na pH 4,0 25ml @ | mm———
5. water/0,5 M CH3COONa pH 4,0 25 ml verwarmen (+ centrifugeren)
6. verzadigde NaCl-oplossing 25ml @« ]| ===
7. 20% citroenzuur 20 ml @ | @ —eme-
8. water 25 ml toevoegen NaCl
en citroenzuur
9.l 0,003/0,03/0,6% Brij-35 25 ml | e

Indien niet anders vermeld in onderstaande toelichting op tabel 2,

werd de volgende uitvoering aangehouden. Vd6r de opwerking van het

eimonster werden eieren gehomogeniseerd met een Ultra Turrax gedurende

ca. 5 min. Na toevoegen van verdunningsmiddel aan 10 g ei werd de

verkregen oplossing goed gemengd. Van het waterige ei-extract werd

vervolgens 15,0 ml op een Extrelut-kolom gebracht. Na 30 min. werd de

kolom geélueerd met 40 ml dichloormethaan en werd de dichloormethaan-

fase onder stikstof bij een temperatuur van 35°C ingedampt.

8702.36
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Toelichting op tabel 2:

ad 1 en 2: Verdunningen met water, 0,1 M CH3COONa pH 4,0, 0,1 M CH3COONa
pH 3,0 en 0,1 M CH3CO00Na pH 5,0 werden bereid door achtereenvolgens

5,0 g, 4,0 g en 3,0 g el te mengen met 20,0 ml van genoemde
verdunningsmiddelen. Dit mengen werd zowel met (5-10 min) als zonder
Ultra Turrax uitgevoerd.

ad 3: De met 25,0 ml 0,1 M CH3COONa pH 4,0 verdunde eimonsteroplossing
werd 15 min. gecentrifugeerd bij 20°C en 1000 rpm. De bovenstaande
waterfase werd uitgeschud met 25 ml iso-octaan. Hetzelfde werd ultge-—
voerd, waarbij de waterfase werd uitgeschud met 50 of 100 ml iso-
octaan, petroleumether of tolueen.

ad 4 en 5: Oplossingen werden gecentrifugeerd bij 20°C bij 2000 rpm en
bij 5000 rpm, waarna van bovenstaande waterfase 15,0 ml op een Extre-
lut—-kolom gebracht werd. Verwarmen, als onder 5 genoemd, geschiedde met
behulp van een kookplaatje. Variaties werden aangebracht in tempera-
tuur tijdens het verwarmen, tijd van verwarmen, meer of minder roeren
tijdens verwarmen en toevoegen van hete buffer.

ad 6 en 7: Eimonster, verdund met verzadigde NaCl-oplossing of 20%
citroenzuur werd rechtstreeks op een losgepakte Extrelut-kolom gebracht.
ad 8: Na menging met water werd natriumchloride en citroenzuur-
monohydraat toegevoegd in achtereenvolgens de volgende hoeveelheden:

l g resp. 0,5 g, 1 g resp. 1 g, 2 g resp- 1 g en 2 g resp. 2 g.

ad 9: Met Brij-35 verdunde eimonsters werden rechtstreeks op een los-

gepakte Extrelut-kolom gebracht. Ock werd van met Brij-35 gemaakte
eimonsterverdunningen telkens 15,0 ml gemengd met ca. 18 g Extrelut-—
materiaal, waarna (na 20 min) een Extrelut-kolom wordt gepakt (3.2.1.1).
Bovendien werden met Brij—-35 gemaakte verdunningen, na homogeniseren
met Ultra Turrax, gecentrifugeerd met 5000 rpm gedurende 15 min. Van
bovenstaande fase werd 15,0 ml op een losgepakte Extrelut—-kolom ge-

bracht.

3.3.2 Resultaten en Interpretatie

Op een niveau van 10 ppb (10 ug/kg) bepalen van diergeneesmid-
delresiduen in eieren, maakte het noodzakelljk dat er circa 10 g ei
geéxtraheerd werd. Eimonsters dienden, na goed gehomogeniseerd te
zijn, verdund te worden alvorens 'solidphase—extractie' met Extrelut
uitgevoerd kon worden. Alle 'solidphase—extracties' werden hier getest

door te elueren met dichloormethaan.
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1. Verdunning ei met water

Van de met water verdunde eimonsters was na enkele uren slechts 5-10
ml over de Extrelut—kolom verdeeld. Ook na mengen met de Ultra Turrax
bleek het zelfs met behulp van vacuum niet mogeli jk de oplossingen over

de kolommen te verdelen.

2. Verdunning el met natriumacetaat 0,1 H

Eimonsters verdunnen met 0,1 M natriumacetaat pH 4,0 leverde geringe
precipitatie van elwitten op. Meer precipitatie ontstond bij verlagen
van de pH van de buffer. De verdunningen verdeelden zich in 10-15 min.
over de kolom, m.u.v. de met 0,1 M natriumacetaat pH 5,0 verdunde
eimonsters. Deze laatste verdunningen bleven bovenop de Extrelut—kolom
staan. In de verdeling over de Extrelut-kolommen werd nauweli jks
verschil waargenomen bij mengen met en zonder Ultra Turrax. Vervolgens
elueren met dichloormethaan duurde voor de verdunning 0,1 M natriuma-
cetaat pH 4,0 -ei: 20-3 ecirca 1 uur, terwijl bij de overige verdun-
ningen elutie vanaf de kolom niet mogelijk was (de dichloormethaan

bleef bovenop de kolom staan).

3. Centrifugeren van eiwitten na verdunning met natriumacetaat 0,1 H

Omdat op deze wijze opwerking van eimonsters niet mogelijk bleek, werd
getracht de geprecipiteerde eiwitten door centrifugeren te verwijderen.
Er werd echter geen duidelijk pellet gevormd. Derhalve werd op de
bovenstaande, troebele, waterfase vloelstof-vloelstof-extractie
toegepast. Uitschudden van de waterfase met 25 of 50 ml iso-octaan
leverde sterke emulsievorming op. Onder toevoegen van enkele spa-
telpunten natriumchloride was uitschudden met grote volumina (100 ml)
organische oplosmiddelen mogelijk. Echter, de na uitschudden nog
troebele waterfasen verdeelden zich niet over de Extrelut—-kolommen,
zodat ook de mogeli jkheid van uitschudden van een waterig ei-extract

verlaten werd.

4. Verdunning el met natriumacetaat 0,5 M

Bij verdunnen van eimonsters met 0,5 M natriumacetaat pH 4,0 trad meer
precipitatie van eiwitten op dan bij menging met 0,1 M natriumacetaat
pH 4,0. Centrifugeren bij 2000 rpm leverde vorming van een pellet en

een nog troebele oplossing.
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Bij 5000 rpm centrifugeren werd een duidelijk van de waterfase ge-
scheiden pellet verkregen. 15,0 ml van de waterfase verdeelde zich
goed over de Extrelut-kolom en elutie met dichloormethaan verliep bin-
nen 10 min. Na indampen van de dichloormethaanfractie werd een olie-
achtig residu verkregen. Verdunnen met een natriumacetaatbuffer leek
dus alleen zinvol, indien een hoge ionensterkte (0,5 M) gebruikt werd
en de geprecipiteerde eiwitten verwijderd werden door de oplossing bij

een hoog toerental te centrifugeren.

5. Verwarmen/centrifugeren van met water verdund ei

Verwarmen van met water verdunde eimonsters leverde troebele oplos-
singen, welke niet rechtstreeks over Extrelut-kolommen te verdelen
bleken. Ook centrifugeren leverde problemen op, omdat de geprecipi-
teerde eiwitten voor een deel in de oplossing bleven zweven en geen
duidelijk pellet vormden. Ei, verdund met 0,5 M natriumacetaat pH 4,0
leverde een troebele oplossing. Deze troebeling nam toe tijdens ver-
warmen. Centrifugeren leverde een duidelijk pellet, maar de boven-
staande waterfase verdeelde zich langzaam over de Extrelut-kolom.
Eenzelfde resultaat werd verkregen indien eimonsters opgewerkt werden
door hete buffer toe te voegen. Naarmate de tijd van het verwarmen
tijdens het mengen langer werd, werd een troebeler oplossing verkregen
welke tijdens centrifugeren minder gemakkelijk een pellet vormde. Het
leek alsof een steeds steviger gel gevormd werd. Hetzelfde gold voor
toename in temperatuur bij het verwarmen. Indien tijdens het mengen
minder resp. meer geroerd werd, ontstond meer resp. minder precipita-
tie van de eiwitten. Uit deze resultaten werd geconcludeerd dat

opwerken van eimonsters mel verwarmen op deze wijze niet mogelijk was.

6. Verdunning ei met verzadigde natriumchloride

Het gebruik van een verzadigde natriumchloride~oplossing voor het ver-—
dunnen van eimonsters leek een goede oplossing. Door het verbreken van
elwitbindingen door natriumchloride werd een dusdanige oplossing

verkregen, dat rechtstreeks verdelen ervan over Extrelut mogelijk was:
15,0 ml trok snel in de kolom en de elutie met dichloormethaan verliep

snel (5-10 min).
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7. Verdunning el met 20% citroenzuur

Verdunnen van eimonsters met 20% citroenzuur leverde een oplossing,
die zich goed over de Extrelut-kolom verdeelde. Echter, elutie met di-

chloormethaan verliep niet.

8. Toevoeging natriumchloride en citroenzuur aan verdund ei

Als voorbereiding op de extractle met Extrelut bleek ook een com-
binatie van toepassen van natriumchloride en citroenzuur geen goede
oplossing. Hoewel mengen van eimonsters met water en de geteste hoe-
veelheden natriumchloride en citroenzuur oplossingen zonder neerslagen

leverden, waren deze oplossingen niet over Extrelut te verdelen.

9. Verdunning met Brij-35

Verdunnen van eimonsters met Brij—-35-oplossingen deed iets neerslag-
vorming ontstaan. Deze oplossingen waren niet rechtstreeks over
Extrelut-kolommen te verdelen. Indien het Extrelut—materiaal, v66r het
pakken van de kolom gemengd werd met deze oplossingen, was extractie
met Extrelut mogeli jk.

Echter, elutie met dichloormethaan duurde lang (ca. 1 uur). Indampen
van de dichloormethaanfractie leverde een olieachtig residu, dat
groter was dan blj de verdunning met verzadigde natriumchloride.
Variatie in het percentage Brij—35 bracht geen verbetering aan in de
elutie vanaf de kolom. Centrifugeren van een verdunning leverde wel-

iswaar een pellet, dat verworpen werd, maar verbeterde de elutie niet.

Naar aanleiding van de gevonden resultaten werd besloten de eimonster-
opwerkingen met verzadigde natriumchloride en 0,5 M natriumacetaat

pH 4,0 verder te testen.

Hierbij verdiende de methode met verzadigde natriumchloride—oplossing
de voorkeur, omdat hierbij een oplossing werd verkregen, die rechts-
treeks op de Extrelutkolom te verdelen was. Bij gebruik van 0,5 M
natriumacetaat pH 4,0 dienden de geprecipiteerde eiwitten verwi jderd

te worden vddr extractie met Extrelut plaats kon vinden.
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3.4 SPOEL- EN ELUTIESTAPPEN
3.4.1 Methode

Als voorzuivering na de bij extractie (3.3) genoemde eimonster—opwer-—
kingen werd uitgevoerd: na een waterig monster—extract op een Extrelut-
kolom gebracht te hebben, werd de kolom met 40 ml petroleumether ge-
spoeld. Hierna vond elutie van de kolom plaats met 40 ml dichloor-
methaan. Hetzelfde werd uitgevoerd door de kolom vddér de elutie te
spoelen met 40 ml iso—octaan of 40 ml hexaan. De dichloormethaanfrac—
ties werden ingedampt onder stikstof bij 35°C.

Zuivering van residuen na 'solidphase-extractie' (3.3) geschiedde door
deze residuen eerst op te nemen in 1,0 ml 20% acetonitril (200 ml ace-
tonitril -+ 800 ml water). Deze oplossingen werden uitgeschud met 2 ml
iso-octaan of hexaan (door te vortexen). Na centrifugeren bij 20°C met
1500 rpm werd de waterfase over een Acrodisc-filter 0,45 pym (Gelman
Sciences, prod. no. 4184) gefiltreerd.

Zuivering werd eveneens getest door het residu in 1,0 of 2,0 ml 20%
acetonitril op te nemen en uit te schudden met 5 of 10 ml iso-octaan.
Ook de volgende zuivering werd getest. Na indampen van de dichloor-
methaanfase werd aan het resldu 1 ml methanol toegevoegd. Na indampen
hiervan werd nog eens 1 ml methanol toegevoegd en Ingedampt.

Aan het residu werd vervolgens 1,0 ml 20% acetonitril of 1,0 ml 20%
methanol (200 ml methanol + 800 ml water) toegevoegd. De oplossingen
werden, door te vortexen, uitgeschud met iso-octaan (1,5 en 10 ml). De
waterfase werd na centrifugeren (1500 rpm, 20°C) over een Acrodisc-—
filter 0,45 ym gefiltreerd.

Tot slot werden residuen opgenomen in 2 ml iso-octaan. Deze oplossing
werd uitgeschud met 20% acetonitril. Na centrifugeren (1500 rpm, 20°C)

werd de waterige oplossing over een Acrodisc-filter 0,45 ym gefil—

treerd.

Ter vermijding van de olieachtige residuen (vetten etec.), na indampen
van de extrelut—extracten, werd getracht vdodér de elutie van de kolom

plaats vindt, een zulveringsstap in te passen.
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Dit geschiedde door de kolom - na opbrengen van het waterig extract -
voor te spoelen met een apolair organisch oplosmiddel, waarvan bekend
was dat hier de geneesmiddelen nauwelijks in oplossen. Derhalve werd
voorzuivering met iso-octaan, hexaan en petroleumether uitgetest. De
elutie met dichloormethaan verliep nu trager (ca. 1 uur) dan voorheen
en er werden nog, wellswaar kleinere, olie-achtige residuen verkregen.
Omdat nu alsnog een nazuivering uitgevoerd diende te worden, werd de
mogeli jkheid van voorzuivering niet verder getest.

Derhalve richtte het onderzoek zich op een doeltreffende nazuivering.
Veelal wordt een indamp-residu opgenomen in een gering volume van het
bij de HPLC-analyse gebruikte eluens. Meestal bestaat het eluens uit
mengsels van methanol/acetonitril/water-buffers. Bij de zuivering van
het residu werd hier vooreerst gekozen voor 20% acetonitril. Opname
van het residu in 1,0 ml 20% acetonitril leverde een witte troebele
oplossing. Uitschudden van deze oplossing deed emulsies ontstaan. Ook
bleef in vele gevallen het residu bij toevoegen van 20% acetonitril
als een pellet in de oplossing liggen. Toevoegen van iso—-octaan bracht
hierin geen verandering. Bij grotere volumina 20% acetonitril en iso-
octaan ontstonden, bij het uitschudden van de in 20% acetonitril opge-
nomen residuen, in iets mindere mate emulsies. Na centrifugeren en
filtreren over een Acrodisc-filter 0,45 uym werden echter slechts in
enkele gevallen heldere injecteerbare oplossingen verkregen.

Ook bij indampen vanuit de methanolfase of bij opname van het residu
in 20% methanol werden geen verbeteringen geconstateerd.

Een goede mogeli jkhelid voor de zuivering van het residu, bleek het
oplossen van het residu in 2 ml iso-octaan. Uit deze (gele) oplossing
dienden de te bepalen componenten geéxtraheerd te worden. Uitschudden
met 1,0 ml 20% acetonitril leverde een heldere waterfase en een gele
organische fase. Na centrifugeren van de oplossing en filtreren over
een Acrodisc-filter 0,45 ym, werd een heldere, op HPLC-injecteerbare,
waterige oplossing verkregen. Deze zulveringswijze werd derhalve in

het vervolg van de methodenontwikkeling toegepast.
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3.5 RECOVERY

3.5.1 Methode

Stamoplossingen van ronidazol, dimetridazol, ipronidazol en
l-methyl-2-hydroxymethyl-5-nitro-imidazol (2.2;18) in methanol

(+ 50 mg/100 ml) werden bereid. Met verdunningen in methanol van deze
oplossingen werden eimonsters gespiked, resulterend in 10, 50 en

100 ppb eimonsters. Eimonsters werden opgewerkt met de onder 3.3.2
genoemde mogelijke opwerkingen (verdunning eimonster met verzadigde
natriumchloride resp. verdunning eimonster met natriumacetaat 0,5 M)
voor de eimonsters als ultgangspunt, waarbij het residu werd opgenomen
in iso—octaan en werd uitgeschud met eluens. Recoveries werden bepaald
met de onder 3.2.2 genoemde HPLC-systemen. Hiertoe werden de stamop-
lossingen in methanol doorverdund in het te gebrulken eluens tol met
in eimonsters overeenkomende concentraties.

Eimonsters werden gespiked door de methanol-stamoplossingen onder
stikstof in te dampen (35°C) en hieraan ei toe te voegen. Recoveries
van ronidazol, dimetridazol en ipronidazol werden vervolgens vast—
gesteld voor de elmonsteropwerking met verzadigde natriumchloride en
met 0,5 M natriumacetaat pH 4,0 (3.3.1). Hierna werden dezelfde op—
werkingen ultgevoerd, waarbij, na mengen van het ei met de verzadigde
natriumchloridéoplossing of de natriumacetaatbuffer, 1,0 ml 20% fenyl-
butazon (vanwege verdringen van de eiwitbinding) werd toegevoegd.

Deze 20% fenylbutazon—-oplossing werd bereid door 4 g fenylbutazon op
te nemen in 20 ml water en natriumhydroxide-pellets toe te voegen,
totdat de fenylbutazon was opgelost (Botsoglou et al., 1984).

Bij de opwerking met verzadigde natriumchloride-oplossing werd nu ook
gecentrifugeerd als beschreven bij de natriumacetaatbuffer (3.3.1)
(Basisopwerkingen). Ook werden ter 'rigoreuze' precipitatie en ver-
wijdering van el-eiwitten, eimonsters bewerkt met perchloorzuur 0,6 H,
waarna verdere zuivering met Extrelut werd getest.

Voor de opwerking met verzadigde natriumchloride werden achtereenvol-

gens de in tabel 4 genoemde wijzigingen aangebracht.
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Tabel 4. Recovery—experimenten uitgaande van extractie met verz.
NaCl-oplossing.

Verandering in door

1. Extrelut- Ethylacetaat, chloroform, diethylether,
elutiemiddel 90-10 dichloormethaan—methanol (v/v)

2. Hoeveelheid 40~50-60 ml
elutiemiddel

3. Manier van spikm — toevoegen te bepalen componenten als metha-

noloplossing (-100 ul),
— toevoegen te bepalen componenten in met ver-—
zadigde natriumchloridédoorverdunde opl.

(10 ml)
4. pH ei-verz. variéren pH ei-verz. NaCl-opl., alvorens op
NaCl-opl. Extrelut wordt gebracht: 7-6,5-6,0-5,5~5-4-3
5. Hoeveelheid en mengen 10, 15 en 20 ml ei-extract met Extrelut
wijze verdelen en kolom los en vast met Extrelut-ei mengsel
over Extrelut pakken
6. Polariteit toevoegen methanol aan ei-verzadigde NaCl-opl:
ei—-extract toevoegen 0,5 = 1,5 en 2,5 ml methanol aan 35 ml
ei-exract;
7. Verhouding 10-20, 10-30, 10-40, 10-10 en 10-5
ei-verzadigde
NaCl-opl.

Vervolgens werd de recovery van de metabolliet bepaald door 10 g
gespiked eimonster te verdunnen met 10 ml zure verzadigde natrium—
chloride (360 g NaC1/1000 ml water; hieraan toegevoegd 5,0 ml 6 N HCl),
waarna 15,0 ml van de oplossing gemengd werd met 18 g Extrelutmateri-
aal. Na 15 min werd het ei-Extrelut-mengsel kwantitatief in een Extre-
lutbuis gebracht, waarna, na aankloppen van de inhoud, het inzetstuk
losjes aangedrukt werd. Elutie vanaf de kolom vond plaats met 50 ml
dichloormethaan. Na indampen van de dichloormethaan—-fase werd het
residu opgenomen in 2 ml iso—octaan en uitgeschud met 0,25 M kalium-
dihydrogeenfosfaat—-acetonitril 800-200 (v/v). Na centrifugeren en
filtreren over Acrodisc—filter 0,45 um werd geinjecteerd op HPLC.
Hierna werd een volume standaardoplossing ingedampt, overeenkomend met
bij de eimonsters in te dampen hoeveelheden. Hierop werd de zuive-
ringsstap (3.4.1) met iso-octaan en eluens toegepast. Ook rechtstreeks
opnemen van het residu in eluens (3.4.2) werd uitgevoerd. Wijzigingen

in de zuiveringsstap werden uitgevoerd volgens tabel 5.
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Tabel 5. Recovery-experimenten m.b.t. zuiveringsstap.

Wijziging in door

- "Eluenssamenstelling" | 0,25 M KH9PO4-CH3CN 800-200, 900-100, 950-50

- pH "eluens" pH 5,4,3,2

~ Temperatuur tijdens verwarmen in waterbad vodr uitschudden bij
uitschudden 35%Q

= Uitschudti jd 1-2-5-min.

~ Verhouding iso- 181 = 251 = Sat = 53l —~ Q0sl

octaan—"eluens"

Als alternatieve zuiveringsmethode werd getest:

Na indampen van stamoplossing werd het residu opgenomen in 2 ml iso-
octaan. Deze oplossing werd uitgeschud met 1,0 ml 1 N HCLl door te vor-
texen gedurende ca. 30 sec (1000-1500 rpm). Na centrifugeren werd de
waterfase over een Acrodisc—filter 0,45 um gefiltreerd. Vervolgens
werd aan 500 pl van deze waterfase 100 pl 2,5 M natriumcarbonaat

(26,5 g NasCO3 opgelost in 100 ml water) toegevoegd.

Tot slot werd de recovery-lineariteit bepaald door recoveries te bepa-
len van eimonsters, welke gespiked zijn op 0-10-50-100-250-500 en 1000
ppb. Dit geschiedde op de hiervoor beschreven opwerkingsmethode voor
de metaboliet, waarbij de zuiveringsstap met 1 N zoutzuur/2,5 M
natriumcarbonaat werd toegepast. Ook werd de recovery-lineariteit
bekeken voor standaardoplossingen van 0 0,5 1 2,5 5 en 10 pg/ml:
Stamoplossingen werden ingedampt en vervolgens opgenomen in 1,0 ml

1 N HCl, waarna de oplossing geneutraliseerd werd.

De standaardoplossingen dienen onder uitsluiting van licht bewaard te
worden, omdat zeker ipronidazol lichtgevoelig is. Ook is ipronidazol
instabiel in basisch milieu, zodat dit in de bepalingsmethode, indien
mogelijk, vermeden dient te worden (G.D. van Bruchem, 1983, Intern
Analysevoorschrift nr. DGM 33).

Allereerst werden met de basisopwerkingen recoveries voor de moeder-—
verbindingen vastgesteld. Bij gebruik van de 0,5 M natriumacetaat-
buffer pH 4,0 werden voor ronidazol, dimetridazol en ipronidazol reco-
veries bereikt van resp. 40, 20 en 107%, terwijl deze recoveries bij
gebruik van de verzadigde natriumchloride—oplossing resp. 70, 50 en

10% bedroegen.
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Omdat van fenylbutazon bekend is dat het eiwitinteracties met genees-—
middelen kan verbreken (Botsoglou et al., 1984), werd een klein volume
207% fenylbutazon toegevoegd aan een ei-extract. Toevoegen van fenyl-
butazon aan een met verzadigde natriumchloride—oplossing verdund
eimonster deed een neerslag ontstaan. Alvorens het el-extract op de
Extrelut-kolom gebracht kon worden, diende dit gecentrifugeerd te wor-
den. Bij beide eimonster-opwerkingen leverde de toevoeging van fenylbu-
tazon geen verhoging van de recovery op. Bovendien werd door toevoegen
van fenylbutazon veel verontrelniging van de ei-matrix meegenomen,
hetgeen resulteerde in minder fraaie chromatogrammen.

Het bleek dat een deel van de te bepalen componenten verloren ging bi]j
het verwerpen van het bij centrifugeren gevormde pellet: Indien, na
centrifugeren en verwerpen van het pellet, de waterfase werd gespiked,
werden recoveries verkregen van 70, 60 en 10% voor resp. ronidazol,
dimetridazol en ipronidazol. Ook precipitatie met perchloorzuur
leverde een zeer slechte recovery (soms zelfs bijna nihil) voor de
nitro—-imidazolen op. Derhalve werd voor de verdere methoden-ontwikke=-
ling gekozen voor de ei-opwerking met een verzadigde natriumchloride-
oplossing.

Met de in tabel 3 (3.5.1) genoemde wijzigingen op deze opwerking wer-
den de in tabel 6 weergegeven resultaten bereikt. (De bereikte ver-
beteringen in de recovery werden telkens bij volgende recovery-experi-

menten doorgevoerd) (blz. 50).

1. Extrelut—elutiemiddel

Elutie met diethylether en de combinatie 90-10 dichloormethaan-
methanol leverde verlaging van de recovery op. Dichloormethaan,
chloroform en ethylacetaat ontliepen elkaar niet veel wat betreft de
recovery. De voorkeur werd echter gegeven aan dichloormethaan, omdat
dit organische oplosmiddel de minste stoorpieken in het chromatogram

liet zien.

2. Hoeveelheid elutiemiddel

Toename in recovery werd waargenomen door met 50 ml in plaats van met
40 ml dichloormethaan de Extrelut—-kolom te elueren, terwijl elueren
met 50 of 60 ml dezelfde recoveries leverde. Derhalve diende de kolom

geélueerd te worden met 50 ml dichloormethaan.
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3. Manier van spiken

De manier van spiken kan een rol spelen.

In eerste instantie werden voor de 3 verbindingen hogere recoveries
verkregen, indien in plaats van oplossen van een ingedampte stamoplos-
sing in eimonsters gespiked werd door toevoegen van methanol-stamop-—
lossingen (-100 pl) of door toevoegen van de te bepalen componenten in
met verzadigde natriumchloride-oplossing gemaakte standaardoplossingen
(10 ml). Waarschijnlijk speelde de oplosbaarheld van de nitro-imidazo-
len in el een rol. Want, indien ingedampte stamoplossingen door ca. 10
min voortdurend te roeren werden opgenomen In het ei, werden met de

andere 2 spike—mogeli jkheden vergeli jkbare recoveries verkregen.

4. pH ei-verz. NaCl-oplossing

Toevoegen van verzadigde natriumchloride-oplossing aan ei leverde een
pH voor het mengsel van 7,5-8. Verlagen van de pH door toevoegen van
zoutzuur vodr het mengsel op de Extrelutkolom werd gebracht, deed de
recovery toenemen. De grootste recovery werd verkregen bij een pH
5,5-6,5. Derhalve werd een verzadigde natriumchloride-oplossing
bereid, waaraan zoveel zoutzuur werd toegevoegd dat bij het toevoegen
van deze zure verzadigde natriumchloride-oplossing aan ei een pH 5,5-
6,5 ontstond voor het verdunde eimonster. Het bleek dat bij menging
van 10 g ei met 10 ml zure verzadigde natriumchloride-oplossing een

oplossing bevattende 360 g NaC1/1000 ml water + 5 ml 6 N HCL voldeed.

5. Hoeveelheid en wijze verdelen over Extrelut

Bij bovenstaande experimenten werden de ei-extracten over reeds ge-
pakte Extrelut—kolommen verdeeld. Echter, de wijze van verdelen van de
ei-extracten over Extrelut bleek van invloed op de recovery. Over het
algemeen werden hogere recoveries bereikt, indien ei-extracten gemengd
werden met de Extrelut, alvorens de Extrelut—-kolom bereid werd. Wel
werd hierbij een groter olie—achtig residu verkregen. Waarschijnli jk
trad door menging vooraf een betere verdeling op over het beschikbare
Extrelut-materiaal, waardoor bij de elutie een beter contact optrad

tussen de mobiele en stationaire fase.
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Opmerkeli jk was hierbij dat menging van 15 ml ei-extract met 18 g
Extrelut een beter resultaat leverde dan menging van 20 ml ei-extract
met 18 g Extrelut: 20 ml ei-extract bleek een te grote hoeveelheid
matrix op te leveren voor de 18 g Extrelut om een goede verdeling over
het Extrelut-materiaal te bewerkstelligen. Derhalve werd bij vervolg-
experimenten ter verhoging van de recovery telkens met Extrelut-
materiaal gemengd. Het beste resultaat werd bereikt indien de Extrelut-
kolom, na het in de Extrelut-buis brengen van het ei-Extrelut-mengsel,
stevig aangeklopt werd en het inzetstuk er losjes op geplaatst werd.
Bij te strak pakken van de kolom liep de dichloormethaan erg slecht
over de kolom en trad recovery-verlaging op.

Ook werd recovery-verlaging waargenomen, indien de kolom niet aange-
klopt werd. In het laatste geval liep de dichloormethaan zo snel over
de kolom dat er geen goed contact optrad tussen de mobiele en statio-

naire fase. De meest ideale doorloopsnelheid bleek 5-10 ml/min.

6. Polariteit ei-extract

Toevoeging van methanol aan het ei-verzadigde natriumchloride-mengsel
deed bij elke geteste hoeveelheid methanol al eiwitten neerslaan,
waardoor het onmogelijk werd het mengsel rechtstreeks op de Extrelut-
kolom te brengen. Na centrifugeren en verwerpen van het pellet trad
een verlaging van de recovery op. Ook mengen met Extrelut—-materiaal

leverde geen goede resultaten op.

7. Verhouding ei-verzadigde NaCl-oplossing

Bij veranderingen in de mate van verdunnen van eimonster vodr gemengd
werd met Extrelut, leverden de verhoudingen ei-verzadigde natriumchlo-
ride-oplossing 10-10, 10-20, 10-30 en 10-40 dezelfde recoveries, ter-

wijl bij de verhouding 10-5 recovery-verlaging optrad.

Tot nu toe waren recoveries verkregen van ca. 100, 70 en 10% voor
achtereenvolgens ronidazol, dimetridazol en ipronidazol. Onder de tot
nu toe meest ideale omstandigheden werd ook de recovery van de metabo-

liet (2.2;18) bepaald als zijnde 60%.
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Omdat Beek et al. (1984) bij de gehaltebepaling van dimetridazol
gebruikt maakt van stamoplossingen, welke worden ingedampt en daarna
opgenomen in eluens werd verondersteld dat dimetridazol wellicht niet
voor 100% oplost in het eluens. In de regel worden stamoplossingen
doorverdund in eluens. De door Beek et al. toegepaste bereiding van
standaardoplossingen moet gezlen worden als een correctie op recovery-
verlaging, veroorzaakt door de indampstap gevolgd door het oplossen in
eluens (Dimetridazol lost na indampen niet voor 100% op in het eluens).
Derhalve werden ook hier stamoplossingen ingedampt en rechtstreeks
opgenomen in 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat—acetonitril 800-200,
terwijl tevens de zuiveringsstap met iso-octaan en eluens (3.4.2) werd
uitgevoerd. Indampen van de stamoplossingen en opname in 800-200
eluens leverde recoveries voor metaboliet (2.2;18), ronidazol,
diemetridazol en ipronidazol van resp. 90-100-80 en 70%. Bij toepassen
van de zuiveringsmethode werden recoveries verkregen van resp. 70-100-
70 en 10%. Uit deze resultaten bleek voor de metaboliet (2.2;18),
dimetridazol en ipronidazol dat een groot deel van de componenten
verloren ging bij de vloeistof-vloeistofextractie iso-octaan—-eluens.
Derhalve werden variaties aangebracht in de zuiveringsstap. De

resultaten hiervan staan weergegeven in tabel 7 (blz. 51).
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Tabel 6. Resultaten recovery; Extraktie

Recoveries 7% *%

Verandering in door M| R D I
Elutiemiddel ethylacetaat - 73 53 | +10
chloroform = 63 56 | +10
diethylether -1 61| 17| +10
90-10 dichloormethaan—~methanol ~ 57 23 EﬁO
Manier van spiken toevoegen als methanolopl. - 72 53 | +10
toevoegen als verz. NaCl-opl -| 76| 54 E}O
pH ei-verz. NaCl opl. ¥ -| 72| 51]+10
6,5 -1 79| 59| +10
6,0 - 81| 65| +10
5.5 -| 82| 62]|+10
5 - 74 54 | +10
4 -1 75| s51[+10
3 -| 71| 52]+10
Hoeveelheid en wi jze 10 ml elextract + Extrelut - 89 712 | #10
verdelen 15 ml eiextract + Extrelut = 91 71| +10
20 ml eiextract + Extrelut =1 81 64 EﬂO
kolom los pakken - 74 52 [ +10
kolom vast pakken = 92 70 | +10
Polariteit ei-extract toevoegen 0,5 ml MeOH aan ei-extract¥® -1 45 38 0
toevoegen 1,5 ml MeOH aan ei-extract® -| 47 42 0
toevoegen 2,5 ml MeOH aan ei-extract¥® =1 32| 33 0
Verhouding ei-verz. 10-20 - 91 65| +10
NaCl 10-30 ~-| 94| 68| +10
10-40 -] 93 70 | +10
10-10 -1 97| 69[+10
10-5 -| 67| 58| +10
Hoeveelheid elutiemiddel | 40 ml dichloormethaan = 93 68 | +10
50 ml dichloormethaan - | 100 71| +10
60 ml dichloormethaan -1 100 72 | #10

=

= centrifugeren en filtreren
niet bepaald

metaboliet (2.2;18)
ronidazol

dimetridazol

ipronidazol

il

Hgog=R X I
o

*%* Recoveries zijn gemiddelden van slechts enkele waarnemingen (100 en 200 ppb-niveau).
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Tabel 7. Resultaten recovery; Zuivering

Recoveries % *

Verandering in door M| R D I
"Eluenssamenstelling” 0,25 M KHpPO4~-CH3CN 800-200 55| 98| 68| +10
0,25 M KH9PO4-CH3CN 900-100 59| 95| 66 [ -+10
0,25 M KH9PO4-CH3CN 950-50 58| 101 | 71| +10
Temperatuur tijdens verwarmen in waterbad 35°C 574 97| 70| 410
uitschudden
uitschudti jd 1 min 54 98| 71 [ +10
2 min 58| 95| 67| +10
5 min 61| 97| 69| +10
Verhouding iso-octaan- 1:1 - - - -
'eluens' 2:1 39| 95( 71| 410
351 58| 98| 69| +10
541 59| 97| 70| +10
10:1 55| 93| 67| +10
pH 'eluens' pH 5 59 92| 69| +10
pH 4 55| 97| 69| 32
pH 3 54| 95| 65| 43
pH 2 56| 93| 63| 70

— = niet bepaald
metaboliet (2.2;18)

=
=
1]

R = ronidazol

D = dimetridazol
I = ipronidazol
*

8702.51
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Bij wijzigen van de samenstelling van de oplossing, waarmede de te
bepalen componenten uit de iso—octaanfase geschud werden ("eluens-
samenstelling") traden geen verbeteringen in de recovery op. Verwarmen
tijdens deze zuiveringsstap of verlengen van de extractie-tijd leverde
eveneens geen verhoging van de recovery op. Ook werden geen veran-
deringen in recovery waargenomen indien de verhouding 'eluens'-iso-
octaan in de zuiveringsstap veranderd werd. De 1:1 verhouding voor
iso~octaan-'eluens' voldeed niet, omdat het olie-achtige residu, na
indampen van de dichloormethaan-fase, te groot was om geheel in 1 ml
iso—octaan op te nemen. Hierbij ontstonden troebele waterfasen.
Uitschudden iso-octaan—'eluens' leverde voor de verhouding 5:1 geen
schonere chromatogrammen dan voor 2:1. Bij verlagen van de pH van

het 'eluens', waarmee de te bepalen componenten uit de iso—octaan—fase
geéxtraheerd werden, nam de recovery voor ipronidazol toe, terwijl
voor de overige 3 componenten de recovery gelijk bleef. Het bleek dat
bij pH 5 van het 'eluens' ipronidazol in de iso-octaan-fase verdween,
terwijl bij pH 2 70% recovery voor ipronidazol werd verkregen.

Verder verlagen van de pH werd bereikt door de iso-octaan—fase uit te
schudden met 1 N zoutzuur (Beek, 1978, concept). Een nadeel hiervan

is dat de oplossing geneutrallseerd dient te worden, alvorens op HPLC
kolom geinjecteerd kan worden. Neutralisatie kan geschieden met na-
triumcarbonaat:

NapC03 + 2 HClL——>2 NaCl + H2C03

Co2T H20

Ter neutralisatie van 500 pyl 1 M HCL is 100 pl 2,5 M NagC03 nodig.
Deze wijze van zuivering leverde een aanmerkelijke verhoging van de
recovery voor de eimonsters: ronidazol bleef 100%, terwijl de recove-
ries voor dimetridazol en ipronidazol 90% bedroegen; de metaboliet
(2.2;18) werd voor 80% teruggevonden.

De lineariteit voor de recovery werd bepaald door een ijklijn te maken
voor eimonsters, varierend van 0-1000 ppb en voor standaardoplossingen
van 0-10 ug/ml. De verkregen 1jklijnen staan weergegeven op bijlage 1
(lineariteit standaarden en monsters). Het bleek dat de recovery line-
air is voor de metaboliet en ronidazol van 0-1000 ppb en voor dimetri-
dazol en ipronidazol van 0-500 ppb. Voor de "standaarden" werd ge—
concludeerd dat de metaboliet en ronidazol lineariteit van 0-10 pg/ml

en dimetridazol en ipronidazol van 0-5 pg/ml vertonen.
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Voor de kwantitatieve gehaltebepalingen dienen derhalve dusdanige ver-
dunningen aangebracht te worden in de monsteropwerking dat een uitein-
delijk te injecteren oplossing ontstaat van 0-5 ug/ml voor ipronidazol
en dimetridazol, terwijl voor ronidazol en de metaboliet (2.2;18) 0-10
ng/ml voldoet.

Bij het dierexperimenteel onderzoek zijn, gewerkt volgens voorschrift

heel-ei (3.7), de in tabel 8 weergegeven recoveries waargenomen.

Tabel 8. Overzicht recoveries van de dierproeven

50 ppb 100 ppb 500 ppb
M R D I| M R D I M R D I

77| 93| 89| 91| 88| 101 | 89| 90| 81| 98| 86| 82
791101 87| 83| 83| 102 88| 87| 76| 86| 87| 81
83| 97| 83] 92| 81 99| 87| 93
82| 98] 93| 91| 77100 82| 92
78103 95| 84| 75| 97| 93| 88
73] 91| 90| 87| 83100 95| 86
79 (101 91| 82| 78| 95| 93| 87

Gemiddelde recoveries
79 98 90 87 81 99 90 89

Standaarddeviatie
3,1]|4,1]13,7]13,9|4,1]2,2]4,1]| 2,5

dimetridazol

M metaboliet (2.2;18) D

ronidazol ipronidazol

=
]

3.6 DIODE-ARRAY-BEVESTIGING
Tegenwoordig worden als bevestigingsmethoden veelal GC-MS-analyses uit-
gevoerd. Deze zijn echter duur en niet eenvoudig uit te voeren. De
laatste jaren is de Diode—Array UV-detectle als bevestigingstechniek
sterk in opkomst. Met deze apparatuur is het mogelijk UV-spectra van
componenten, terwijl ze de detectorcel passeren, op te nemen. Door de
spectra, verkregen uit de monsteroplossingen, te vergelijken met
spectra van standaarden, is bevestiging van de identiteit van compo-
nenten mogelijk. Bovendien kan tegelijkertijd bij meerdere golflengtes
een chromatogram opgenomen worden. Hierdoor is het mogelijk evt. meta-

bolieten (met eenzelfde retentietijd) te achterhalen, die bij een

andere golflengte absorptie vertonen.

8702.53 - 54 -



- 54 =

Van standaardoplossingen van ronidazol, dimetridazol, ipronidazol en
1-methyl-2-hydroxymethyl-5-nitro-imidazol (2.2;18) zijn de UV-spectra
opgenomen met de ervoor geschikte eluentia (bijlage 2 en 3). Ook zijn
voor de twee eluentia chromatogrammen opgenomen van blanco—eimonsters
bij 8 verschillende golflengtes (bijlage 4). Hieruit bleek dat bij de
toegepaste methode ook bij lagere golflengtes weinig stoorpieken in
het chromatogram verschijnen. De toegepaste monstervoorbewerking is
dus zeer effectief.

Ter bepaling van de niveau's, waarop de 4 te bepalen componenten nog
bevestigd kunnen worden, werd een reeks in eluens verdunde standaard-
oplossingen bereid. Afnemend in concentratie werd telkens 100 ul
geinjecteerd, totdat het niet meer mogelijk was een UV-spectrum van de
component op te nemen.

Hoewel de spectra vanaf ca. 0,4 ug/ml al minder vloeiend werden, waren
de spectra voor de moederverbindingen ronidazol en dimetridazol nog op
te nemen bij een concentratie van de standaardoplossing 0,12 ug/ml,
terwijl ipronidazol 0,19 ug/ml en de metaboliet 0,25 pg/ml als grenzen
kenden. Dit houdt in dat voor ronidazol, dimetridazol, metaboliet en
ipronidazol resp. ca. 0,012 pg, 0,012 npg, 0,025 pg en 0,019 ug de
detectorcel moet passeren voor opname van een UV-spectrum, dat de com-
ponent van een andere verbinding kan onderscheiden. Rekening houdend
met de recoveries voor de componenten (3.5.2) werden bevestigings-—
niveau's bereikt voor de genoemde verbindingen van resp. 20, 22, 50

en 34 ppb. Het verdient echter aanbeveling om bij de opwerking van de
monsters de verbindingen, na opname van het residu in 2 ml iso-octaan,
uit te schudden met 400 pul 1 N HCL en na filtreren over Acrodisc-fil-
ter 0,45 um (geen wateropnemend filter) 250 pl te neutraliseren met

50 pul 2,5 M natriumcarbonaat. Van de aldus verkregen oplossing kan dan
200 ul geinjecteerd worden, zodat de bevestigingsgrens verlaagd kan

worden tot 5-10 ppb.

3.7 EINDVOORSCHRIFT HEEL-EI

Alle reagentia dienen van "pro—analyse" kwaliteit te zijn of, indien

vermeld, van betere kwaliteit.
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3.7.1.1 Natriumchloride (b.v. Merck art. 6404).

3.7.1.2a 6 N Zoutzuur: bereid deze oplossing door zoutzuur 377 (b.v.

Merck art. 317) 1:2 te verdunnen met millipore-water.

3.7.1.2b 1 N zoutzuur: bereid deze oplossing door 6 N HCl met milli-

pore—water te verdunnen.

3.7.1.3 Zure verzadigde natriumchloride-oplossing: Neem 360 g NaCl op
in 1000 ml millipore-water. Voeg hieraan toe 5,0 ml 6 N HCl en meng.

3.7.1.4 Extrelut-navulverpakkingen voor Extrelut® 20 (Merck art. 11738).
3.7.1.5 Dichloormethaan (b.v. Merck art. 6050).

3.7.1.6 Iso-octaan (b.v. Merck art. 4727).

3.7.1.7 Acrodiség)filter 0,45 ym (Gelman Sciences, prod.no. 4184).
3.7.1.8 Natriumcarbonaat watervrij (b.v. Merck art. 6392).

3.7.1.9 2,5 M natriumcarbonaat: los op 26,5 g NaC03 in 100 ml milli-

pore-water.
3.7.1.10 Kaliumdihydrogeenfosfaat (b.v. Merck art. 4873).
3.7.1.11 Acetonitril (b.v. Merck art. 3).

3.7.1.12 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat: weeg 34 g KH2PO4 af in een

1000 ml maatkolf en los op. Vul aan met millipore-water en meng.
3.7.1.13 Methanol (b.v. Merck art. 6009).

3.7.1.14 HPLC-eluens 0,25 M KH9PO4-acetonitril 800-200%: meng 800 ml
0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat met 200 ml acetonitril.

% Zie Eluens over HPLC-Analyse (3.7.4).
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3.7.1.15 Fosforzuur 85% (b.v. Merck art. 573).

3.7.1.16 HPLC-eluens 0,25 M KH9POjz-acetonitril-methanol 900-40-60,
pH 4,0%: meng 900 ml 0,25 M KH9PO4 met 40 ml acetonitril en 60 ml me-
thanol. Breng met geconcentreerd H3P04 de oplossing op pH 4,0.

3.7.1.17 Stamoplossingen nitro-imidazolen:

Weeg af ca. 50 mg, nauwkeurig gewogen, nitro-imidazol in een 100 ml
maatkolf. Los op in methanol en meng. (Opl. A; conc. 500 pg/ml).
Pipetteer 10,0 ml stamoplossing in maatkolf van 100 ml, vul aan met
methanol en meng (opl. B; conc. 50 pg/ml).

Breng 10,0 ml opl. B in een 100 ml maatkolf en vul aan met methanol

en meng (opl. C; conc. 5 ug/ml).

3.7.1.18 Nitro—-imidazol-oplossingen:

Breng 10,0 ml van stamoplossing A in een 100 ml maatkolf, wvul aan
met HPLC-eluens en meng (opl. D; 50 pg/ml).

Breng 10,0 ml van opl. D in een 100 ml maatkolf, vul aan met HPLC-

eluens en meng (opl. E; 5 pg/ml).

Pipetteer 10,0, 20,0 en 40,0 ml van deze oplossing in afzonderli jke
maatkolven van 100 ml. Vul deze aan met eluens en meng. Deze oplos-
singen hebben een concentratie van resp. 0,5, 1,0 en 2,0 ug/ml (opl.

F, G en H).

3.7.2.1 Ultra Turrax.

3.7.2.2 Waterbad, badtemperatuur 35°C.
3.7.2.3 Vibrofix VF| Electronilc.
3.7.2.4 Centrifuge.

3.7.2.5 Stikstofstroom.

* Zie Eluens over HPLC-Analyse (3.7.4).

8702.56 = B =



= B

3.7.2.6 Hogedrukvloelstof-chromatografische apparatuur met UV-detectie.

3.7.2.7 Laboratoriumglaswerk.

3.7.3 Werkwi jze

De uiltvoering dient zoveel mogelijk te geschieden onder uitsluiting
van licht. Meng in een bekerglas van 100 ml met Ultra Turrax het ei
tot een homogeen geheel. Weeg ongeveer 10 g ei, nauwkeurig gewogen,
af in een erlenmeyer van 100 ml en pipetteer hierbij 10,0 ml zure
verzadigde natriumchloride—oplossing. Schud het mengsel goed en pi-
petteer hiervan 15,0 ml in een bekerglas van 150 ml. Voeg toe, onder
voortdurend roeren met roerstaaf, circa 18 g Extrelut-materiaal.

Laat het geheel 15 min. staan en breng dan kwantitatief over in een,
van onder met 10 mm-ronde filter afgesloten, Extrelut-plastic huls.
Plaats, na stevig aankloppen van het ei-Extrelut-mengsel, het inzet-
stuk met een ronde 24 mm—filter op het kolommateriaal door losjes aan
te drukken.

Elueer de kolom met 50 ml dichloormethaan door eerst het bekerglas te
spoelen met 2 x 15 en 1 x 20 ml dichloormethaan. Vang het eluaat op in
een centrifugebuis met ingeslepen stop (25 ml). Damp in waterbad bij
35°C met stikstof in tot droog.

Neem het residu op in 2 ml iso-octaan. Voeg toe 1,0 ml 1 N HCl en
schud gedurende 1 min. door te vortexen (1000-1500 rpm). Centrifugeer
vervolgens 5 min. bij 20°C met 1500 rpm en verwerp de iso-octaanfase.
Filtreer de onderste waterfase door een 0,45 pym filter (Acrodisc) en
breng 500 pl van de gefiltreerde oplossing in een cultuurbuis. Voeg

hieraan toe 100 pl 2,5 M natriumcarbonaat en meng.

3.7.4 HPLC-analyse

Injecteer in het isocratische HPLC-systeem met de volgende condities:
Analyse-kolom: Lichrosorb RP18 (3x200), Chrompack art. 28397.
Voorkolom: Bondapak C1g8 (3,9 x 20 mm) 37-50 u, Waters art. 27248.
Injectievolume: 100 pl.

Eluenssnelheid: 0,7 ml/min.

Detectie: UV-313 nm.
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Eluens: 0,25 M KH9PO4~acetonitril 800-200 voor de bepaling van ipro-
nidazol en dimetridazol (+ metaboliet),
0,25 M KH9POg4—-acetonltril-methanol 900-40-60, pH 4,0 voor de
bepaling van ronidazol (+ metaboliet).

Bereken het gehalte aan nitro-imidazol-residuen in het eimonster door

de pilek van standaard en monster te vergelijken en uit te drukken in

pg/kg aan nitro-imidazol-residuen in het monster of aantal ug per ei.

3.7.5 Opmerkingen

Alvorens het eluens op het HPLC-systeem te zetten dient het systeem
vooraf minimaal 0,5 uur gespoeld te worden met water (0,7-1,0 ml/min)
om neerslagvorming te voorkomen. Recovery-—-experimenten zijn uit te
voeren door stamoplessingen in methanol af te dampen met stikstof en
hieraan ei toe te voegen, mits voldoende tijd genomen wordt voor het
oplossen van de nitro—imidazolen in de eimonsters. Als alternatief
voor de Lichrosorb RP18 (3x200) kan een CP Spher C18 (3x200)-kolom
gebruikt worden.

Vanwege de lineariteit van de recovery mag de uiteindelijk uitgeschud-

de waterfase maximaal 10 ug/ml ronidazol en metaboliet en maximaal

5 ug/ml dimetridazol en ipronidazol bevatten.
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4. OPWERKING EIWIT/EIGEEL

Eigeelmonsters bleken erg goed op te werken volgens de methode voor
heel=ei. Slechts @én wijziging hoefde te worden aangebracht: vanwege
een groter olie—achtig residu bij eigeel-monsters diende dit residu

in 10 ml i.p.v. 2 ml iso-octaan opgenomen te worden. Wellicht tenge-
volge van een ongunstiger verdeling (10:1 i.p.v. 2:1) werden iets la-
gere recoveries bereikt voor de metaboliet (2.2;18), ronidazol, dime-
tridazol en ipronidazol: resp. 70, 95, 85 en 80%Z.

Overigens bedroeg de pH van een eigeel-zure verzadigde natriumchlo-
ride-oplossing—mengsel 5-5,5.

Opwerking van eiwit-monsters leverde iets meer problemen op. Het spi-
ken van eiwit geschiedde niet-reproduceerbaar. Het bleek dat voorna-
meli jk dimetridazol en ipronidazol slecht in eiwit oplosten. Derhalve
is het aan te bevelen de eiwit-monsters te spiken door de te bepalen
componenten toe te voegen in met zure verzadigde natriumchloride-oplos-—
sing (3.7.1.3) doorverdunde standaarden. De pH voor een eiwit-zure
verzadigde natriumchloride—-oplossing-mengsel bedroeg 6-6,5. Bij heftig
schudden van dit mengsel trad dermate veel schuimvorming op, dat
extractie met Extrelut niet meer mogelijk was. Dit dient derhalve ver-
meden te worden. En, mengen van het verdunde eiwit-monster met Extre-
lut geschiedde iets minder homogeen, dan bij heel-ei-monsters. Als
gevolg hiervan werden ook voor eiwit-monsters iets lagere recoveries
gevonden. De recoveries voor de metaboliet (2.2;18), ronidazol, dime-
tridazol en ipronidazol werden bepaald op resp. 70, 95, 80 en 70%.
Geconcludeerd wordt dat eiwit- en eigeel-monsters goed te bepalen zijn
volgens het voorschrift voor heel-ei, hoewel kleine schommelingen

(10%) in de recovery-percentages waargenomen zijn.
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5. PLASMA-OPWERKING

5.1 METHODE-ONTWIKKELING

Als leidraad werd intern analysevoorschrift nr. A 404 (Aerts, Beek
1985) genomen. Hierbij wordt 0,5 ml monstermateriaal verdund met 3,0
ml water. Vervolgens wordt 3,0 ml van het mengsel op een Extrelué)
3-kolom (Merck, art. 15372) gebracht. Na 15 min wordt de kolom gedlu-
eerd met 15 ml dichloormethaan via een naald. Voor de 4 te bepalen
componenten werd dit nagewerkt, waarbij gespiked werd op 1 en 10 pg/ml
niveau. Het residu werd als beschreven bij eindvoorschrift heel-ei
(3.7.3) opgezuiverd, omdat het plasma, wat van de leghen vetter leek
dan van bv. het varken, een klein olie—achtig resldu achterliet. Aan-
vankeli jk werden hierbij recoveries bereikt voor de metaboliet (2.2;18),
ronidazol, dimetridazol en ipronidazol van resp. 80, 90, 45 en 457.
Ook hier vormde de oplosbaarheid van dimetridazol en ipronidazol bij
het spiken een probleem. Indien de componenten in waterige oplossingen
werden toegevoegd werden voor dimetridazol en ipronidazol 80 resp.
70% recoveries verkregen.

Zeer opmerkelijk bij deze plasma-monsterbepaling was het volgende.
Lage recoveries werden verkregen voor vnl. dimetridazol en ipronida-
zol ait 0,5 ml plasma, verdund met 3,0 ml gespikete wateroplossing,
indien ze na mengen direct op een Extrelut—kolom werden gebracht.
Indien na toevoegen van 3,0 ml gespikete wateroplossing ca. 15 min.
gewacht werd alvorens de monsters opgewerkt werden, werden hogere
recoveries bereikt. Hiervoor is geen verklaring voorhanden (even-
wichtsinstelling?).

Omdat plasma, verdund met 3,0 ml water, een pH heeft van ca. 7, werd
getracht de recovery te verhogen door de pH te verlagen (bij ei bleek
de recovery van nitro-imidazolen verhoogd te worden bij pH 5,5-6,5)
(zoutzuur toegevoegd). Echter bij verlagen van de pH tot 5,5 vormde
zich een neerslag, zodat de oplossing zich niet meer over het
Extrelut-kolommet je verdeelde. Ook toevoegen van een verzadigde
natriumchloride—oplossing deed precipitatie van eiwitten ontstaan.
Verhogen van de recovery werd bewerkstelligd door van het met water
verdunde plasmamonster 2,5 i.p.v. 3,0 ml op de Extrelut-kolom te
brengen. Voor de metaboliet (2.2;18) en ronidazol werd 100%Z en voor

dimetridazol en ipronidazol 80% recovery bereikt.
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Hier wordt dus hetzelfde matrix—effect op extractie van de Extrelut-
kolom waargenomen als bij de ei~analyse (Verminderen hoeveelheid
matrix op Extrelut-materiaal leidt tot verhoging recovery) (3.5.2).
Met deze methode bleek gehalte-bepaling van de 4 componenten mogeli jk
tot een niveau van 0,1 ug/ml. Voor blanco plasma-monsters werden chro-
matogrammen zonder stoorpieken verkregen (bijlage 5: blanco plasma-
monsters) voor HPLC-eluens 0,25 M KHpPO4—ACN 800-200 (v/v) (3.7.1.16).
Voor eluens 0,25 M KHpPO4—-ACN-MeOH 900-40-60 (v/v/v) pH 4,0 (3.7.1.17)

werden vergelijkbare chromatogrammen verkregen.

5.2 WERKWIJZE PLASMA

De volgende werkwi jze blijkt te voldoen voor bepalingen van plasma-
monsters.

Pipetteer 0,5 ml plasma in een cultuurbuis. Voeg hieraan toe 3,0 ml
water en meng op een vortex-menger. Pipetteer na 15 min. 2,5 ml op een
Extrelut-kolom en laat 15 min in het pakkingsmateriaal trekken. Elueer
met 15 ml dichloormethaan via een naald in een 25 ml buis met ingesle-
pen stop.

Damp de dichloormethaanfase onder een stikstofstroom geheel in bij
35°C. Pas vervolgens de zuiveringsstap toe als beschreven onder eind-
voorschrift heel—ei, werkwijze (3.7.3) en analyseer de monsters volgens
HPLC-analyse (3.7.4).

Indien deglucuronidering en de desulfatering toegepast dient te wor-—

den, wordt het volgende aan de bepalingsmethode toegevoegd.

Bereid:

5.2.1 1 M fosfaatbuffer pH 5,0 : los 174 g dikaliumhydrogeenfosfaat
(b.v. Merck art. 5104) op in 500 ml water en stel de pH in op 5,0 met

6N zoutzuur. Vul hierna aan tot 1 liter en meng.

5.2.2 Glucuronidase-oplossing (+ 40 mg/ml): los 10 mg sulfatase/glu-
curonidase (Sigma 5-3009) op in 250 ul 1 M fosfaatbuffer pH 5,0.
Breng 500 pl plasma in een buis van 25 ml. Voeg hieraan toe 500 ul

1 M fosfaatbuffer pH 5,0 en 10 pl glucuronidase—oplossing en meng het
geheel. Sluit de buis af en zet ze 3 uur in een stoof bij 37°C. Ver-
volg nu, rekening houdende met de verdunning, bovenvermelde werkwi jze

voor plasma-mons ters.
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6. FAECES-OPWERKING

6.1 METHODE-ONTWIKKELING
Voor de analyse van faeces—monsters melt Extrelult-extractie bleek ook
voor faeces verdunning noodzakeli jk. Aanvankelijk werd 10 g mest verdund
met 15 ml zure verzadigde natriumchloride-oplossing (3.7.1.3) en 20 ml
water. Dit leverde een pH voor het mengsel van 6,5-7. Na 30 min schud-
den werd het mengsel gefiltreerd over een S en S filter (¢ 110 mm,
Art. nr. 5892). Van het filtraat werd 15,0 ml op een Extrelut-kolom
(3.3.1.1) gebracht. Na 15 min. werd de kolom geélueerd met 50 ml di-
chloormethaan, waarna de onder werkwijze en HPLC-analyse eindvoor-
schrift heel-ei (3.7.3 en 3.7.4) opwerking vervolgd werd. Bepalen van
de recovery bleek ook bij de faeces—monsters het meest reproduceerbaar
uit te voeren, indien de te bepalen componenten via met water verdunde
standaardoplossingen werden toegevoegd.

Recoveries werden bepaald voor 1, 10 en 50 mg/kg. Voor 1 ppm bedroegen
deze voor de metaboliet (2.2;18), ronidazol, dimetridazol en ipronida-
zol resp. 45, 75, 50 en 40%. Voor 10 en 50 ppm waren deze recoveries
veel lager. Dit werd waarschijnlijk veroorzaakt door de lineariteit
voor opname van de componenten in 1 N zoutzuur (lineariteit recovery,
3.5.2. en bijlage 1). Derhalve werden de 10 en 50 ppm-monsters niet
met 1 ml 1 N zoutzuur, maar met grotere volumina uit de iso—octaanfase
geéxtraheerd. Dit leverde eveneens bovengenoemde recoveries. Echter,
wellicht tengevolge van schommelingen in de pH van de faeces bleken de
recoveries niet geheel reproduceerbaar. Getracht werd recovery-verho-
ging te bewerkstelligen door verandering aan te brengen in de faeces-
verdunningen, door meer of minder zure verzadigde natriumchloride-op-
lossing (3.7.1.3) toe te voegen, alvorens met Extrelut geéxtraheerd
werd. Dit had echter niet het gewenste effect. Ook vergroten van het
volume elutiemiddel (dichloormethaan) kon niet zorgen voor recovery-
verhoging. Omdat ook bij deglucuronidering/desulfatering gebruik werd
gemaakt van een 1 M fosfaat buffer pH 5,0 (5.2) werd hier 10 g mest
verdund met 10 ml fosfaatbuffer pH 5,0 en 40 ml water. Na 30 min,
schudden werd opgewerkt als voorheen beschreven. Hierbij werden iets
lagere recoveries - voor de metaboliet (2.2;18), ronidazol, dimetridazol
en ipronidazol resp. 40, 65, 40 en 40% - verkregen, die echter repro-

duceerbaarder bleken.
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Hoewel de chromatogrammen voor blanco-mest-monsters geen fraaie plaat-
jes leverden voor het eluens 0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat—-acetoni-
tril 800-200 (v/v) waren de pieken, afkomstig van faeces—componenten,
geen stoorpieken voor bepalingen vanaf niveau 1 mg/kg (bijlage 5,
blanco faeces-monsters). De reproduceerbaarheid van deze pieken van de
mest—-componenten was gering (zie ook mest-monsterbepalingen van de
nitroimidazol-monsters (7.3.3). Analoog aan de eimonster—bepalingen
kwamen de pieken, afkomstig van blanco-mest-monsters bij het eluens
0,25 M kaliumdihydrogeenfosfaat-acetonitril-methanol 900-40-60 (v/v/v),
pH 4,0, dermate laat van de kolom dat deze de analyse niet verstoorden.

Gehaltebepaling is op deze wijze mogelijk vanaf 1 mg/kg.

6.2 WERKWIJZE FAECES

Als werkwijze voor de gehaltebepaling in faeces wordt de volgende op-
werking toegepast.

Breng in een schuderlenmeyer van 200 ml 10,0 g faeces. Voeg hieraan
toe 10,0 ml 1 M fosfaatbuffer pH 5,0 (5.2.1) en 40,0 ml water. Sluit
de erlenmeyer af en schud 30 min. Filtreer hierna over een S en §
filter (¢ 110 mm, Art. nr. 5892). Breng 15,0 ml van het filtraat op
een Extrelut-kolom (3.2.1.1) en laat 15 min. in het pakkingsmateriaal
trekken. Elueer met 50 ml dichloormethaan in een 25 ml buis met inge-
slepen stop. Verdamp de dichloormethaan—fase onder een stikstofstroom
tot droog bij 35°C . Pas vervolgens de zulveringsstap toe als beschre-
ven onder eindvoorschrift heel-ei, werkwijze (3.7.3) en analyseer de
monsters volgens HPLC-analyse (3.7.4).

Houd hierbij rekening met de lineariteit voor de recovery (3.5.2. en
bijlage 1). Indien deglucuronidering/desulfatering toegepast dient te
worden, wordt het volgende aan de bepalingsmethode Ltoegevoegd.

Breng 10 g faeces in een schuderlenmeyer van 200 ml. Voeg hieraan toe
10,0 m1 1 M fosfaatbuffer pH 5,0 (5.2.1) en 200 pl glucuronidase—oplos—
sing (5.2.2) en meng het geheel. Sluit de erlenmeyer af en zet ze 3
uur in een stoof bij 37°C. Vervolg nu, te beginnen met toevoegen van
40,0 ml water, bovenstaande werkwi jze voor faeces—monsters.

Bij hoge concentraties nitro—imidazolen in de faeces—-monsters is het
aan te bevelen i.p.v. 200 pul 400 pl glucuronidase—oplossing (5.2.2)
toe te voegen (dit is in enkele gevallen toegepast bij de dierproeven

(5585
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7. DIEREXPERIMENTEEL ONDERZOEK

7.1 OPZET

De ontwikkelde analysemethode voor de bepaling van nitro-imidazolen in
kippe—eieren werd gebruikt om de kinetiek en metabolisme van dimetri-
dazol, ronidazol en ipronidazol bij leghennen vast te stellen. Hier-
toe werd het gehalteverloop van de 3 verbindingen in eieren, plasma

en faeces bepaald. Tevens werd de mogeli jkhelid van conjugatie als glu-
curonide of sulfaat bekeken.

Voor dit experiment werden 15 leghennen gebruikt op "Het Spelderholt".
Deze dieren werden op 08-08-1986 in individuele genummerde kooien
geplaatst. Bij 5 van deze dieren werd op 11-08-1986 een canule in de
vleugelslagader gebracht, waarlangs bloed kon worden opgenomen. Deze
canules werden met heparine gevuld en doorgespoten om bloedstolling in
en juist buiten de canule te voorkomen.

Op 14-08-1986 werd om 08.15 aan de gecanuleerde dieren capsules met

de nitro—-imidazolen toegediend. Hierbij kregen 2 dieren elk 75 mg
dimetridazol, 1 dier 75 mg ronidazol en 1 dier 75 mg ipronidazol toe-
gediend, terwijl 1 dier als blanco diende. Van deze dieren werd ver-
volgens na 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12 en 24 hr. ca. 1,5 ml bloed genomen
in met EDTA-gecoate buisjes. Hiervan werd direct plasma gewonnen door
centrifugeren en afpipetteren van het plasma. Hierna werd het plasma
onmiddellijk ingevroren. De mest werd verzameld op 15-08-1986 's mor-
gens en 15, 16, 17, 18 en 19-08-1986 's middags. Deze mest werd ook
direct ingevroren. Per dier werden de eleren verzameld van 13-08 t/m
28-08-1986, welke bij 2@°C bewaard werden. Aan de niet—gecanuleerde
leghennen werd eveneens op 14-08-1986 's morgens &&n van de nitro-—
imidazolen toegediend. Hierbij kregen 3 kippen elk 75 mg dimetridazol,
4 kippen elk 75 mg ipronidazol, 2 kippen elk 75 mg ronidazol en 1 kip
150 mg ronidazol. Van deze dieren werden eveneens de eieren verzameld
van 13-08 t/m 28-08-1986.

Uit de bij analyse verkregen resultaten diende geconcludeerd te worden
of de opzet van de proef — gedurende 24 uur plasma inwinnen, 5 dagen
mest verzamelen en 14 dagen eieren verzamelen — voldeed bij vaststel-

len van de kinetiek na eenmalige toediening van de 3 nitro—imidazolen.
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7.2 ANALYSE

Van de leghennen staan in tabel 9 (bijlage 6) de bij leghennen toege-
diende nitro—imidazolen en de verzamelds® monsters plasma, mest en
eleren weergegeven.

Bij alle analyses werd, naast de moederverbinding, de (gemeenschappe-
1lijke) metaboliet (2.2;18) van ronidazol en dimetridazol meebepaald.
De bij de gecanuleerde leghennen verkregen plasma- en mestmonsters
werden individueel geanalyseerd volgens bij werkwijze plasma (5.2)
resp. faeces (6.2) beschreven analyses. Tevens werden enkele plasma-
en faeccesmonsters met sulfatase/glucuronidase (Sigma S$-3009) behandeld
vodr de gehaltebepaling. De eieren werden geanalyseerd, tot en met

de datum waarop geen residuen (< 10 ug/kg) meer werden aangetoond.
Door vergelijken van UV-spectra van de componenten uit de monsters met
die van standaardoplossingen werd de identiteit van de componenten
bevestigd. Tevens werden voor plasma— en eimonsters bij golflengten
254, 280 en 365 nm, naast 313 nm, chromatogrammen opgenomen voor het
achterhalen van eventueel gevormde metabolieten.

Van een 4-tal eieren werden dooler en eiwit apart geanalyseerd, waar—
voor zoveel mogelijk de eleren van de gecanuleerde leghennen werden
genomen. Zo werden de eieren van kip 13 en 15 gescheiden in dooier en
elwit ter bepaling van dimetridazol. Omdat kip 18 en 20 op enkele be-
langri jke dagen geen ei hadden gelegd (bijlage 6) werd voor analyse
van eiwit/eigeel voor ipronidazol kip 23 en voor ronidazol kip 26
genomen. Van de overige eieren van niet-gecanuleerde dieren werden
voor elke toegediende moederverbinding mengmonsters (per dag) gemaakt
(zie voor de hierna volgende nummering tabel 9, bijlage 6). Voor dime-
tridazol werden de eieren van kip 11 niet meebepaald. Van dag 13-08
t/m 19-08 werden mengmonsters bereid van eieren van kip 12 en 21, ter-—
wijl voor dag 20-08 t/m 22-08 eieren van kip 21 geanalyseerd werden.
Mengmonsters voor de analyse van ipronidazol werden gemaakt door voor
dag 13-08 eieren van kip 24 en 25 en voor dag 14-08 t/m 22-08 eieren
van kip 22, 24 en 25 te mengen. Voor ronidazol werden de eieren van

kip 27 en kip 28 (dubbele dosis) afzonderlijk geanalyseerd.
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7.3 RESULTATEN EN DISCUSSIE

Enkele van de bij de analyse verkregen chromatogrammen staan weerge-—
geven op bijlage 7 (chromatogram 5-8). Gebleken is dat voorbehandelen
van blanco plasma-monsters met glucuronidase/sulfatase—oplossing
(5.2.2) geen extra stoorpieken op het chromatogram opleverde. Een

met bijlage 5 (blanco plasma-monster) vergelijkbaar chromatogram werd
verkregen.

De resultaten van de analyses van de plasma-monsters staan weergegeven
in tabel 10 (bijlage 8). De gehalten, bepaald zonder glucuronidase/
sulfatase—behandeling en gecorrigeerd voor de recoveries (5.1) staan
grafisch weergegeven in figuur 2, 3, 4 en 5 (bijlage 9).

In het plasma van leghennen 13 en 15 werd naast dimetridazol ook de
metaboliet (2.2;18) bepaald. Uit fig. 2 en 3 blijkt dat dimetridazol
snel gemetaboliseerd is. Spreiding in de plasma-gehalten dimetridazol
tussen kip 13 en 15 werd waargenomen: dimetridazol kende bij kip 15
een halfwaardetijd (t0,5)=1,5 uur, terwijl tO0,5 bij kip 13 3,75 uur
was. De metaboliet (2.2;18) kende bij kip 15 een t0,5=3,25 uur ter-
wijl kip 13 t0,5=2,75 uur weergaf. Geen aanwi jzingen voor eventuele
aanwezigheid van de metaboliet l-methyl-5-nitro-imidazol-2-carboxyl-
zuur (2.2;23) zijn gevonden. Uit de gehaltebepaling met deglucuroni-
dering/desulfatering wordt geconcludeerd dat dimetridazol (!) gesul-
fateerd of geglucuronideerd in het plasma aanwezig was (> 50%), ter—
wijl de metaboliet (2.2;18) niet geconjugeerd teruggevonden werd. Dit
is in tegenspraak met de in de literatuur bekende metabolieten van
dimetridazol (2.2). Uit fig. 4 blijkt dat kip 18 een t0,5 vertoonde
voor ipronidazol van 0,5 uur. Ipronidazol werd snel gemetaboliseerd
tot een metaboliet, aangeduid met Ry=6 min (t0,5= 1,25 uur), terwijl
later een nog polairdere metaboliet, aangeduid met Rt=3,5 min

(t0,5=3 uur) gevormd werd. Het is mogelijk dat het hierbij de twee in
de literatuur (2.2) genoemde metabolieten betreft. De gehaltes zijn
hierbij uitgedrukt in ipronidazol-equivalenten aangezien geen extinc-
tiecoéfficiénten van de metabolieten bekend zijn. Waarschijnlijk wer—
den geen sulfaten en/of glucuronides gevormd van de 3 genoemde ver-

bindingen (tabel 10, bijlage 8), hoewel voor ipronidazol bij &&n van
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de bepalingen met glucuronidase/sulfatase-oplossing (5.2.2) een aan-
merkelijk hoger gehalte werd verkregen dan zonder deglucuronidering/
desulfatering (dag 14/8;14.15).

Overigens werd in het chromatogram van ipronidazol-plasma-monster
(14/8;10.15) een extra component aangetroffen (bijlage 7, chromatogram
7, *). Deze component kon niet nader geidentificeerd worden. Voor
ronidazol wordt geconcludeerd dat de moederverbinding in mindere mate
dan dimetridazol werd gemetaboliseerd. Ronidazol vertoonde een tO0,5=
8,75 uur terwijl de metaboliet (2.2;18) t0,5=9,75 uur liet zien. Uit
de in tabel 10 (bijlage 8) weergegeven gehaltes volgt dat zowel roni-
dazol als ook de metaboliet (2.2;18) niet gesulfateerd of geglucuroni-
deerd in het plasma voorkwamen.

Voor geen van de plasmamonsters, bevattende dimetridazol, ronidazol of
ipronidazol, werden bij opname van chromatogrammen bij 254, 280 en

365 nm extra metabolieten geconstateerd.

De resultaten van de analyses van de heel-ei-(meng) monsters zijn
gegeven in tabel 11 (bijlage 10). Een grafisch overzicht hiervan wordt
gegeven door fig. 6-9 (bijlage 11). Dimetridazol kende een t0,5 van 1
dag, terwijl de t0,5 voor metaboliet (2.2;18) 0,75 dag bedroeg. De
£0,5 voor ronidazol (75 mg) was 1,25 dag en voor metaboliet (2.2;18)
was de t0,5 1 dag. De moederverbinding ronidazol was vanaf de dag
van toediening tot 8 dagen na medicatie in een concentratie > 0,01 mg/kg
aantoonbaar (fig. 7). Toedienen van een dubbele dosis ronidazol kende
eenzelfde verloop van gehalte voor metaboliet en ronidazol, waarbij
iets langer residuen aanwezig waren (fig. 8). De t0,5 voor ronidazol
was hierbij 1,25 dag en voor metaboliet (2.2;18) ook 1,25 dag. Verge-
1ijken van de 2 dosissen (75 en 150 mg) ronidazol leidt tot de conclu-
sie dat in de toekomst zinvol is om lagere concentraties op "gelijke"
wijze te analyseren. Hierbij kan gedacht worden aan een "carry-over"-
concentratie (7,5 mg/kg) in voeders. Daar leghennen per dag ca. 100 g
voer nuttigen, wordt, vergeleken met de eenmalige toediening van
75-150 mg, een 100-200 x zo kleine hoeveelheid opgenomen. De dan in

de eleren te verwachten opgenomen hoeveelheid ronidazol (nitro—imida-
zol) zal dan hoog genoeg zijn (> 0,01 mg/kg) met deze methode te ana-

lyseren.
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Ipronidazol kende voor de moederverbinding en de metaboliet (Rt=6")
een t0,5 van 1,5 dag resp. 1 dag. Op de dag van toediening werd al
ipronidazol en metaboliet (Rt=6') in el waargenomen. Na ca. 7 dagen
waren de gehaltes van ipronldazol en metaboliet (Rt=6') gedaald tot
0,01 mg/kg ei. Het gehalte van de metaboliet (Rt=3,5') was in het ei
sneller gedaald dan overeenkomstig de plasma—-gehalten verwacht zou
worden. Hieruit wordt geconcludeerd dat de metaboliet waarschi jnli jk
niet erg stabiel is. Deze metaboliet (Rt=3,5') kende een t0,5 van

0,5 dag.

In bijlage 12 staan enkele bij de analyses verkregen chromatogrammen
weergegeven (chrom. 9-11).

In het chromatogram, behorend bij de analyse van dimetridazol, werden
naast de bij plasma aangetroffen componenten (7.3.1) 2 extra pieken
waargenomen (chrom. 9, *). Deze pieken konden hier niet nader geiden-—
tificeerd worden. Het chromatogram van ipronidazol vertoonde, verge-
leken met de bij plasma verkregen resultaten, drie extra componenten
(chrom. 10, *). Ook de identiteit van deze componenten is bij de ei-
analyses niet achterhaald. Door te vergelijken met blanco—eimonsters
is gebleken dal deze extra pieken bij analyse van dimetridazol en
ipronidazol niet van de elmatrix afkomstig waren. Overigens werden
voor ronidazol, in vergelijking met de bij plasma—analyse gevonden
componenten (chrom. 11), geen extra componenten waargenomen. Bij
opname van chromatogrammen bij 254, 280 en 365 nm waren geen extra
metabolieten gevonden.

Van de analyses van dooier en eiwit staan de resultaten In tabel 12
(bijlage 13). Ook deze waarden staan grafisch uitgezet (bijlage 14;
fig. 10-13). Uit deze figuren blijkt, dat er voor geen van de bepaalde
nitro-imidazolen duidelijk verschil bestond in gehalte in eigeel en
eiwit. Reeds vanaf de eieren, gelegd binnen 24 uur na toediening van
de nitro-imidazolen werden in eigeel en eiwit vergeli jkbare gehaltes
waargenomen. Waarschi jnlijk vindt, in tegenspraak met het in litera-
tuur beschreven eivormingsmodel (2.4), onmiddellijke opname van de com-
ponenten plaats in het eiwit. Vanuit het eiwit treedt vervolgens moge-

1ijk diffusie op van de nitro—-imidazolen naar het eigeel, leidend tot

gelil jke gehalten.
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Voorbehandelen van blanco~faeces-monsters met sulfatase/glucuronidase
bleek geen extra stoorpieken op het chromatogram op te leveren.

Van de faeces—analyses staan de resultaten vermeld in tabel 13 (bij-
lage 15). Voor dimetridazol werden alleen de reeds bij plasma genoemde
(7.3.1) verbindingen in de faeces aangetoond, waarvan UV-spectra, met
bijbehorend chromatogram staan weergegeven op bijlage 16.

Ronidazol daarentegen liet op het chromatogram een extra component
(Rt=11') zien. Het UV-gspectrum van deze component (Rt=11"), met bij-
behorend chromatogram, wordt, in vergelijking met die van de moeder-
verbinding ronidazol en de metaboliet (2.2;18), getoond in bijlage 17.
Hierbij dient opgemerkt te worden dat de mestmonsters, bevattende ro-—
nidazol, werden geanalyseerd bij 10 mAU, terwijl de overige mestmon-
sters werden bepaald bij 100 mAU.

De component (Rt=11') heeft een met ronldazol vergelijkbaar UV-spec-
trum en werd niet in blanco-faeces—-monsters aangetroffen.

Bij de ipronidazol-bepalingen blijkt dat enkele metabolieten verhou-
dingsgewijs meer dan in plasma en/of ei waargenomen, werden aangetrof-—
fen. Naast ipronidazol kwamen in de faeces voor metaboliet (Rt=6') en
een metaboliet (Rt=13'). Deze laatste metaboliet werd wellicht ook reeds
aangetroffen in eimonsters (chrom. 10; *® bijlage 12). De UV-spectra,
met bijbehorends chromatogrammen, van deze 3 verbindingen staan in bij-
lage 18. De in het plasma (tabel 10; bijlage 8) en ei (tabel 11; bij-—
lage 10) ook al in kleine hoeveelheid aangetroffen metaboliet (Rt=3,5')
werd in verhouding tot ipronidazol en metaboliet Rt=6', in de faeces
in zeer kleine hoeveelheden aangetroffen (tabel 13, bijlage 15). Van
deze component (Rt=3,5') bleek geen opname van het UV-spectrum moge-
1i jk.

De in tabel 13 (bijlage 15) genoemde resultaten zijn ook omgerekend
naar de totaal uitgescheiden hoeveelheden in de faeces m.b.v. de in
tabel 9 (bijlage 6) vermelde gegeven faeces-hoeveelheden en zijn gra-
fisch weergegeven in figuur 14-17 (bijlage 19).

Het bleek verder dat enkele componenten geglucuronideerd of gesulfa-
teerd kunnen worden. De weergegeven resultaten voor deglucuronidering
/desulfatering werden verkregen door een op de 'werkwijze faeces'

(6.2) afwi jkende bepaling toe te passen.
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Aanvankell jk werd de in 6.2 beschreven bepalingsmethode gevolgd. Hier-
bij werden echter nauwelijks glucuronides/sulfaten aangetoond. Door de
hoeveelheid toegevoegde glucuronidase/sulfatase-oplossing te verdub-
belen, werden de in tabel 13 (bijlage 15) genoemde resultaten verkre-
gen. Hieruit volgt dat ronidazol niet, ipronidazol voor ca. 15% en
dimetridazol en de metaboliet (2.2;18) beide voor ca. 50% als glucuro-
nide of sulfaat in de faeces voorkwamen. In de literatuur (2.2) is wel
de mogeli jkheid van glucuronlide—- en sulfaatvorming genoemd voor de
metaboliet (2.2;18), evenals sulfaatvorming voor dimetridazol. De
metabolieten van ipronidazol werden echter niet geglucuronideerd of
gesulfateerd aangetroffen, behalve de metaboliet Rt=6 min, die voor
ca. 30% geglucuronideerd/gesulfateerd voorkwam.

Rekening houdende met de glucuronides/sulfaten worden de fig. 18-21
(bijlage 20) verkregen door de gehalten zonder glucuronidase/sulfa-
tase om te rekenen met bovenvermelde glucuroniderings/sulfateringsper-
centages.

Hieruit blijkt dat voor ronidazol en dimetridazol de toegediende
hoeveelheden niet voor 100% teruggevonden werden (fig. 18-20) (De
totale nitro—imidazol-uitscheiding in eleren is bij elke toegediende
nitro—-imidazol-verbinding kleiner dan 1%). Dit kan verklaard worden
uit het feit dat de metaboliet (2.2;18) verder omgezet kan worden tot
componenten (2.2, schema 4), die met de gebruikte analysemethode niet
te achterhalen zijn. Echter, ook is de mogelijkheid aanwezig dat,
ondanks het verdubbelen van de hoeveelheid glucuronidase/sulfatase-
oplossing bij de 'werkwijze faeces' (6.2), niet onder optimale om-
standigheden voor het deglucuroniderings/desulfateringsproces is ge-
werkt. Wellicht was de hoeveelheid glucuronidase/sulfataseoplossing
ook nu nog niet voldoende. Ook kan het mogelijk zijn dat voor de
nitro—-imidazolen een langere incubatietijd met glucuronidase/sulfa-
tase of een hogere incubatlie-temperatuur vereist 1s ter completering
van het deglucuroniderings—/desulfateringsproces. Inzake deze veron-—
derstellingen zijn geen nadere experimenten meer uitgevoerd, vanwege
het feit dat geen monster meer voorhanden was. Voor ipronidazol kan
slechts geconcludeerd worden dat de moederverbinding vrijwel geheel is
gemetaboliseerd. De in tabel 13 (bijlage 15) staande gehalten voor de
metabolieten van ipronidazol zijn berekend door te vergelijken met

ipronidazol-standaardoplossingen.
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Hoewel dit strikt genomen niet geoorloofd is (Mw, Absorptie. etc,
verschillen voor metaboliet en moederverbinding) kan een ruwe schat-
ting gemaakt worden over de hoeveelheden - in verhouding tot ipronida-
zol — uitgescheiden metabolieten (fig. 17 en 21, bijlage 19 resp. 20).
In de literatuur (2.2) wordt als metaboliet van ipronidazol o.a.
genoemd l-methyl-5-nitro-imidazol-2-isopropanol. Omdat verwacht werd
dat dit de hoofdmetaboliet is werd metaboliet Rt=6 min uitgevangen.
Met behulp van LC-MS werd bepaald dat van deze metaboliet het mole-
cuulgewicht 185,2 g bedroeg, zodat inderdaad l-methyl-—-5-
nitro-imidazol-2-isopropanol als metaboliet van ipronidazol zeer goed
mogelijk 1s (bijlage 21).

Tijdens het ultvangen van deze component bleek tevens dat een compo-
nent in de mest is gevormd, welke bij eerdere bepalingen van hetzelfde
monster niet werden aangetroffen. Deze metaboliet is mogelijk al
geconstateerd bij de plasma-monsters (bijlage 7, chrom. 7) en ei-
monsters (bijlage 12, chrom. 10). Een UV-spectrum hiervan staat opge-
nomen in bijlage 18 met Rt=4,0'. Hieruit kan, in vergeli jking met
eerder verkregen UV-spectra (bijlage 18) geconcludeerd worden dat van
ipronidazol of verwante componenten de nitro-groep waarschijnlijk is

afgesplitst.
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8. CONCLUSIES

Als bepalingsmethode voor ronidazol, dimetridazol, ipronidazol en de

metaboliet (2.2;18) (l-methyl—-2-hydroxymethyl-5-nitro-imidazol) in
kippe-eieren blijkt extractie met verzadigde natriumchloride-oplossing,
gevolgd door zuivering met Extrelut-kolommen,mogelijk te zijn. Omdat
het Extrelut-materiaal niet in staat is alle storende componenten Le
verwi jderen, wordt de 'solidphase-extractie' gevolgd door een een-
voudige uitschudstap. Het blijkt niet mogelijk de gehaltebepaling van
de 4 genoemde nitro-imidazolen m.b.v. &&n HPLC-systeem uit te voeren,
aangezien metaboliet (2.2;18) en ronidazol slechts gescheiden worden
bij die eluentia, die zeer lange retentietijden geven voor ipronida-
zol: dus moeten 2 verschillende eluentia worden toegepast.

Recoveries van 80, 100, 90 en 90% voor resp. metaboliet l-methyl-2-
hydroxymethyl-5-nitro-imidazol, ronidazol, dimetridazol en ipronida-
zol worden verkregen voor heel-ei-monsters.

De beschreven methode maakt screening mogelijk vanaf 10 ug/kg ei, ter-—
wijl bevestiging van de identitelt mogelijk is vanaf een niveau van
20-50 ug/kg ei. Door een kleine wijziging van de bepalingsmethode is
het mogelijk bevestigingsniveaus te bereiken van 5-10 ug/kg ei.

Bij analyses van eiwit/eigeel, plasma en faeces worden de volgende
recoveries verkregen voor resp. de metaboliet (l-methyl-2-hydroxy-
methyl-5-nitro-~imidazol), ronidazol, dimetridazol en ipronidazol:

eiwit : 70, 95, 80 en 70%, toepasbaar voor > 10 pg/kg eiwit,

eigeel: 70, 95, 85 en 80%, toepasbaar voor > 10 pg/kg eiwit,

plasma: 100, 100, 80 en 80%, toepasbaar voor > 0,1 ug/ml plasma,
faeces: 40, 65, 40 en 407%, toepasbaar voor > 1 mg/kg faeces.

De ontwikkelde bepalingsmethoden voor heel-ei, eiwit/eigeel-, plasma-
en faecesmonsters werden in een dierproef getest en bleken te voldoen.
Voor de lineariteit van de recovery is het noodzakelijk te zorgen voor
een concentratie 0-5 ug/ml voor dimetridazol en ipronidazol en 0-10
ug/ml voor ronidazol en de metaboliet (2.2;18) voor uiteindelijk te
injecteren oplossingen.

Het uitgevoerde praktijkexperiment met dimetridazol, ronidazol en
ipronidazol leverde de volgende conclusies:

Dimetridazol wordt door de leghen snel omgezet tot l-methyl-2-hydro-—
xymethyl-5-nitro-imidazol. Met ronidazol gebeurt dit in veel mindere

mate.
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Ipronidazol metaboliseert tot l-methyl-5-nitro-imidazol-2-isopropanol
en een niet nader geidentificeerde (polaire) metaboliet. Hiernaast
worden bij ei~ en mestmonsters, bevattende dimetridazol en ipronida-
zol, kleine concentraties andere metabolieten aangetroffen, welke niet
nader zijn geidentificeerd.

Na eenmalige toediening van 75 mg nitro-imidazol, zijn dimetridazol-
en ipronidazolresiduen in eieren vanaf de toediening van betreffende
verbinding tot 6 dagen na de medicatie in eieren aantoonbaar (> 10
ng/kg ei). Ronidazol is vanaf de le dag tot 8 dagen na de medicatie in
eleren aantoonbaar. Het blijkt dat voor dimetridazol en ronidazol 24
uur bloed afnemen niet voldoende lang is om het gehele concentratie-
verloop van de componenten in het plasma te volgen. 14 Dagen eieren en
5 dagen mest verzamelen blijkt voor alle 3 componenten wel voldoende.
Tussen concentraties in eiwit en eigeel wordt voor geen van de 3
toegediende nitro—imidazolen opmerkeli jke verschillen waargenomen,

wat wellicht verklaard kan worden door uitwisseling/evenwichtsinstel-
ling van de nitro—imidazolen tussen eiwit en eigeel. Bij de analyse
van plasma-monsters wordt alleen dimetridazol geglucuronideerd of
gesulfateerd (50%) aangetroffen. In de faeces worden ook nog glucuro-
nides/sulfaten van metaboliet l-methyl—-2-hydroxymethyl—-5-nitro-imidazol
(50%), ipronidazol (15%) en de ipronidazol metaboliet Rt=6 min (30%)
aangetroffen. Hierbij dient opgemerkt te worden dat het deglucuroni-
derings—/desulfateringsproces tijdens de analyse wellicht niet opti-
maal is geweest. Via de mest wordt slechts 60-70% van de toegediende
dimetridazol en ronidazol (als moederverbinding + metabolieten)
uitgescheiden. Hieruit volgt dat metabolisatie tot andere componenten
plaats zou kunnen vinden, welke met de ontwikkelde bepalingsmethode
niet achterhaald kunnen worden. Voor ipronidazol kan geen uitspraak
over de uitgescheiden hoeveelheden gedaan worden, omdat de metabo-

lieten niet kwantitatief bepaald konden worden.
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BIJLAGEN®*

1. IJklijnen = lineariteit standaardoplossingen en eimonsters (3.5).
2. UV-spectra metaboliet (2.2;18) en ronidazol (3.6).
3. UV-spectra metaboliet (2.2;18), dimetridazol en ipronidazol (3.6).
4. Chromatogrammen blanco el-monsters; eluens 0,25 M KHpPO4-CH3CN
800-200 (v/v) en 0,25 M KH2PO4-CH3CN-MeOH 900-40-60 (v/v/v) pH=4,0
(3.6).
5. Chromatogrammen blanco ei-monster en blanco faeces; eluens 0,25 M
KHpPO4-CH3CN 800-200 (v/v) (5.1, 6.1).
6. Tabel 9; Dierexperimenteel onderzoek (7.2).
7. Chromatogrammen plasma-monsters (chrom. 5-8) (7.3.1).
8. Tabel 10; Gehalten plasma (7.3.1).
9. Plasma concentratie (fig. 2-5) (7.3.1).
10. Tabel 11; Gehalten mengmonsters, heel-ei (7.3.2).
11. Heel-ei-concentratie (fig. 6-9) (7.3.2).
12. Chromatogrammen ei-monsters (chrom. 9-11) (7.3.2).
13. Tabel 12; Gehalten eiwit/eigeel (7.3.2).
14. Eiwit/eigeel concentratie (fig. 10-13) (7.3.2).
15. Tabel 13; Gehalten faeces—-monsters (7.3.3).
16. UV-spectra; Faeces—analyse dimetridazol (7.3.3).
17. UV-spectra; Faeces—analyse ronidazol (7.3.3).
18. UV-gpectra; Faeces—analyse ipronidazol (7.3.3).
19. Uitgescheiden nitro-imidazolen in faeces, zonder glucuronidase/
sulfatase (fig. 14-17) (7.3.3).
20. Uitgeschelden nitro-imidazolen in faeces, met glucuronidase/
sulfatase (fig. 18-21) (7.3.3).
21. Massa-spectrum metaboliet (Rt=6') van ipronidazol (7.3.3).

* De plots (bijlagen 2,3,4,5,7,12,14,16 en 18) werden gemaakt met een
HP 85B personal computer en HP 7470 A plotter.
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Control egg sample;
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Control plasma sample;
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Tabel 9. Dierexperimenteel onderzoek

Bijlage 6

Kip | Gecaru— | Toegediend | Bloed/plasmaverzameling na t= Mestopvang na t=  (dagen) Gelegde eieren op dag t.o-v. toediening dgm.
nr. | leerd | geneesmiddel

75mg/kip | 30"|1h|2h|4h|6h|{ 8| 12h|26h| 1 |1,5|2,5{3,5{4,5|5,5|-1|0[1]2]3[4]|5|/6[7]8]9[10[11]|12]|13]|14
13| 3 dimetridazol| + | +| +| +| +| +| + | + | 96| 13| 88| 125| 103| 113| +|+| =|+|+|+|+|+| =|+|+| +| +| +| +| +
15 | Ja dimetridazol| + | +| +| +| +| +| + | + 83| 129| 97| 74| 63| 63| —|+|+|+| |+ +| +|+|+|+] +]| +| +| +] +
18 | ja ipronidazol | + | +| +| +| +| +| + | + | 134| 62| 149| 129| 86| 120| +| =|+|+|+| = +| +| +| +| +| +| +| +| +| +
20 | ja ronidazol + | +| +| H| +|] +| + | + | 83 94(103| 109| 92| 88| +|+| —|+|+|F|[+| | F]| =]+ +]| F]| | +| -
9 Jja (blanco)- S I O o = T o O O I B I I B I S I S I I I I B I I I I I T A Y I I
11 | nee |dimetridazol| = | =| =| =| =| =| = | = = | = = = = | = | +|+|=|+]|+|F| =|H|+H +|+| +| +] +| | +
12 | nee dimetridazgl| <« | = =1 =] = =] =] =) =] =] =] = | =1 =] =F]H]+]F]F] |+ = F] W =] £ =£| +| ¥ F*
21 | nee |dimetridazol| - | =| =| = =| =| = = | = | = =} = = | = | #|+|+|+]|+|+|+|+|+| +|+]| +| +| +| +| +
22 | nee ipromidazol | = | =| =| =| =| =| = | = = = =} = =} = | =|+|[+|F|F|F|F|+|+|+|+| =| +| +| +| +
23 | nee ipeorddazel | = = =] = = =] =| =] = =| =] = = | = | #F|F|F|F]|F]|F]|+F]|F|F+|F]|+] £ + =] ¥ +
24 | nee ipronmidazol | = | =| = =| =| =| = | = | = = | = | = | = | = | #|+|+|+|+]| +]| ]| F|+|+|+]| +| +| | +| +
25 | nee ipronidazol | = | =| =| =| = =| = | = | = = = | = | = | = | #|+|+| ]| +]| +]| +|+]| | +|+]| +| +]| +| +]| +
26 | nee ronidazol =l ===t =l -1 =1-=-=-1=-1=1=1=1-=1+|+|+|+]|+|+|+|+|+]+|+] +| +| +| +| +
27 | nee ronidazol S I I It ] I S T R BT It O M [ B o e o H o [ ol i 1 ol o B N o i i s O < O - O o O 2 O -
28 | nee 150 mg .

ronidazol - =l =] = =] =) = = = = = = u= = | =l F]|E]E]|EE]|FEFE]FF] F] = F + *

+ = bloed/plasma afgenomen * wel mest opgevangen + = el gelegd W = windei gelegd
— = geen plasma gewonmen niet gewogen (mest gram) - = geen el gelegd

Mestopvang na t=

(dagen

Gelegde eieren op dat t.o.v. toed. dgm.
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Bijlage 8

Tabel 10. Gehalten plasma¥®
Kip | Verbinding Glucuro- Tijd na toediening nitro-—imidazol
nr. nidase 14/8;8.45| 14/8;9.15| 14/8;10.15| 14/8;12.15| 14/8;14.15| 14/8;16.15| 14/8;20.15| 15/8;8.15
0,5 uur 1 uur 2 uur 4 uur 6 uur 8 uur 12 uur 24 yur

13 dimetridazol o 2.5 2,9 0,637 2,5 1,9 0,63 0,32 0,1
metaboliet — 2,2 8,2 18,5 22,2 18,8 15,8 6,7 0,34
dimetridazol + - = 13.8 = 4,4 - = 0,34
metaboliet + = = 18,1 = 19,2 = = 0,60

15 | dimetridazol = 3,8 11,8 7,4 2.8 1,3 0,21 0,11 40,1
metaboliet = 13,4 23,2 29.6 31,8 27,2 17,8 8,2 0,50
dimetridazol + - 61,5 - - 3,4 - - 1y 3
metaboliet < J = 22,9 = — 29.7 = - 0,50

18 | ipronidazol — 553 10,9 1,9 %01 <0,1 <0,1 <0,1 <0,l1
metaboliet - 0,17 0,50 1.0 L3 0,8 0,50 (o 0 7 <0,1
Rt=3,5"%=*
metaboliet - 8,2 21,8 22,5 9,4 2,0 0,67 <0,1 <0,1
Rt=6"%*%
ipronidazol + - - 1,8 = 0,34 - - <0,1
metaboliet + N - 1.3 - A | - - <0,1
Rt=3,5"**
metaboliet + - - 20,8 - 2,8 - - <0,1
Rt=6"%%*

20 | ronidazol = 72,6 70,6 66,4 57:1 49,1 43,0 30,2 8,9
metaboliet - 0,25 0,34 0,50 0,67 0,76 0,84 0,67 0,25
ronidazol + - 69,1 - - 48,2 - - 9,0
metaboliet + = 0,50 = = 0,71 - - 0,27

- Niet geanalyseerd met glucuronidase.
-— Gehaltebepaling zonder voorbehandeling met sulfatase/glucuronidase
+ Gehaltebepaling met voorbehandeling met sulfatase/glucuronidase

? Waarschijnlijk te lage waarde; echter geen plasma aanwezig om de gehaltebepaling nog eens uit te voeren
* Gehalten in ug/ml plasma, waarbij gecorrigeerd is voor de bij methodenontwikkeling plasma (5.1) genoemde recoveries
%% Gehalten berekend met standaardoplossingen van ipronidazol
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Tabel 11. Gehalten mengmonsters, heel-ei®

Bijlage 10

Mengmonster | Verbinding Datum/dag
van kipnrs. 13/8 | 14/8 | 15/8 16/8 | 17/8 | 18/8 19/8 | 20/8 | 21/8 | 22/8 | 23/8 | 24/8 | 25/8 | 26/8 | 27/8 | 28/8
-1 0 1 2 3 4 S 6 s 8 9 10 11 12 13 14

1221 dimetridazol | <0,01 | <0,01 | 1,5 | 0,10 | 0,0%| 0,03 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | - - - - - =
metaboliet <0,01 | <0,01 8,4 0,69 0,24 0,09* | 0,019] <0,01 | <0,01 | <0,01 - - - - - -

22-24-25 ipronidazol | <0,01 0,028| 0,31 0,060| 0,041| 0,032| 0,013] <0,01 | <0,01 | <0,01 = = = = & -
metaboliet <0,01 | <0,01 8,31 0,021| <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 - - - - - -
Rt=3,5"#**
metaboliet | <0,01 | 0,021 3,5 | 0,30 | 0,17 | 0,090| 0,039| 0,013| <0,01 |<0,01 | - e o - - -
Re=6"*

27 romidazol | <0,0L | 0,050|17,5 | 4,1 | 1,3 | 0,52 | 0,22 | 0,11 | 0,024| <0,00 | - |<0,01 | <0,01 | <0,01 . .
metaboliet | <0,01 | <0,01 | 0,46 | 0,12 | 0,041| 0,018 0,010| <0,01 |<0,01 |<0,00 | - |<0,01 | <0,01 | <0,01 E -

28 dubbele | romidazol |<0,01 | <0,01 [53,9 [22,2 | 7,5 | 3,1 | 1,1 | 0,38 | 0,10 | 0,020} 0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01

dosis metaboliet <0,01 | <0,01 1,0 0,51 0,16 0,072| 0,021 0,010 <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01L | <0,01

— Geen analyse uitgevoerd of geen el aamwezig

% Gehalten in mg/kg heel—ei, waarbij gecorrigeerd is voor de bij recovery (3.5)

genoemde recoveries
%% Gehalten, berekend m.b.v. standaardoplossingen van ipronidazol
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Tabel 12. Gehalten eiwit/eigeel*

Bijlage 13

Kip| Verbinding Matrix Datum/dag
nr. 13/8 14/8 15/8 16/8 17/8 18/8 19/8 20/8 21/8 22/8 23/8 24/8 25/8 26/8 27/8 28/8
=, 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

13 | dimetridazol | eiwit <0,01 0,63 - 0,13 0,031 <0,01 | <0,01 | <0,01 - - - - - - - -
metaboliet eiwit <0,01 8,2 - 1,6 0,32 0,090 0,012 <0,01 —_ - - - - - - -
dimetridazol | eigeel | <0,01 | 2,5 - | <o,012( 0,20 | 0,020|<0,01 | <001 | - - - - - = . =
metaboliet | eigeel | <0,01 | 3,9 - 0,022 1,5 | 0,059 0,012| <0,0L | - - - = - - - -

15 | dimetridazol | eiwit = <0,01 0,76 0,061 0,013 <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 - - - - - - -
metaboliet eiwit - <0,01 | 14,4 0,36 0,12 0,051 0,031 <0,01 | <0,01 - - - - - - -
dimetridazol | eigeel | - |<0,01 | 1,5 | 0,078| 0,032| 0,019| 0,013|<0,0L | <001 | - . - - - ~ =
metaboliet |eigeel | - [<0,01 |10,8 | 0,53 | 0,18 | 0,042 0,019|<0,01 |<0,01 | - . = . = = =

23 | ipromidazol | eiwit <0,01 | <0,01 0,30 0,38 0,048| 0,015] <0,01 | <0,01 | <0,01 -~ - - - - - -
metaboliet | eiwit |[<0,01 {<0,01 | 0,72 | 0,69 | 0,017| <0,01 | <0,01 |<0,01 |<0,01 | - - - - - - ~
Rt=3,5"%%
metaboliet eiwit <0,01 | <0,01 6,2 0,49 0,18 0,011} <0,01 | <0,01 | <0,01 - - - - - - -
Rt=6'
ipronidazol | eigeel | <0,01 | <0,01 | 0,42 | 0,12 | 0,080] 0,029 0,020 | 0,01 | <0,01 | - - - ~ - - -
metaboliet | eigeel | <0,01 [<0,0L | 0,050 0,021 0,011|<0,01 | <0,01 |<0,01 |<0,01 | - ’ - - ~ - -
Rt=3,5"%k
metsboliet | eigeel |<0,01 | <0,0L | 4,0 | 0,58 | 0,27 | 0,020 | <0,01 | <0,01 | <001 | - - - - - " =
Rt=6"

26 | ronidazol eiwit <0,01 | <0,01 | 31,0 12.5 2,8 1,6 0,64 0,20 0,049| 0,013| <0,01 | <0,01 | <0,01 - - -
metaboliet | eiwit |[<0,01 | <0,0L | 0,70 | 0,45 | 0,041| 0,049 0,022| <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 - - =
ronidazol | eigeel |<0,01 [<0,01 [17,0 | 8,5 | 3,6 | 2,1 | 1,0 | 0,38 | 0,13 | 0,030| 0,018| <0,01 | <0,01 - = -
metaboliet | eigeel | <0,01 [<0,01 | 0,32 | 0,15 | 0,12 | 0,020{ 0,010| 0,010| <0,01 | <0,01 |<0,01 | <0,01 | <0,01 - = -

— geen el aamwezig of geen analyse uitgevoerd
? Waarschijnlijk a.g.v. omvolledige extractie te lage waarde; geen eigeel meer voorhanden om de analyse nog eens uit te voeren

* Gehalten in mg/kg eiwit of eigeel, waarbij gecorrigeerd is voor de bij de methodenontwikkeling eigeel/eiwit (4.) gencemde recoveries
** Gehalten berekend m.b.v. standaardoplossingen van ipronidazol
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Bijlage 15

Tabel 13. Gehalten mestmonsters®

Kip | Verbinding Glucoro— Tijd na verzamelen mest na toediening nitro—imidazol
ar. nidase 15/8;9.00| 15/8;15.30 | 16/8;15.30 | 17/8;15.30| 18/8;15.30 | 19/8;15.30
1 dag 1,5 dag 2,5 dag 3,5 dag 4,5 dag 5,5 dag

13 dimetridazol - 40 < 1 € 1] & i § 1 < 1
metaboliet = 246 2,9 3,3 & < 1 € I
dimetridazol + 103 - < 1 - -
metaboliet + 375 - 5,4 - - -

15 | dimetridazol — 21 5,3 2,4 < 1 £ 1 < 1
metaboliet - 120 44 5,4 € 1 & 1 < 1
dimetridazol + 49 = 5,1 = = ==
metaboliet e 272 - 1T - - -

18 | ipronidazol S 6,9 23 2,8 < 1 € i £ 4
metaboliet Rt=%§‘ min¥* - 750 < 1 £ 1 < 1 < 1 < 1
metaboliet Rt=6 min¥*%* - 175 406 23 € 1 € 1 < 1
metaboliet Rt=13 min** e 8,6 8,0 < 1 < 1 ¢ 1 & 1
ipronidazol + 8,2 - 3,2 ) = -
metaboliet Rt=35 min*%* + 657 < 1 £ 1 = - -
metaboliet Rt=6 min** + 271 - 31 - - -
metaboliet Rt=13 min** + 7,9 - - | - - -

20 ronidazol — 306 221 29 4,2 1,7 1,8
metaboliet = 3;2 3,3 < 1 < 1 < 1 < 1
metaboliet' Rt=11 min*** - 1,4 £ i ¢ 1 £ 1 < 1 < 1
ronidazol + 304 - 27 - - 156
metaboliet E%x% + 4,0 o= I § = = -
metaboliet' Rt=11 min + 1,9 - ¢ 1 - - -

— Niet geanalyseerd met glucuronidase.
-- Gehaltebepaling zonder voorbehandeling met sulfatase/glucuronidase
+ Gehaltebepaling met voorbehandeling met sulfatase/glucuronidase

% Gehalten in mg/kg mest, waarbij gecorrigeerd is voor de bij methodenontwikkeling faeces (6.) genoemde recoveries
*%* Gehalten berekend m.b.v. standaardoplossingen van ipronidazol
¥%¥¥ als ¥¥, maar nu ronidazol
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