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

derivatisation

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

Gentamicin gehört in die Familie der Aminoglycosid-Breitband-Antibiotika,
wirkt gegenüber Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien und wird sowohl
in der Human- sowie in der Veterinärmedizin häufig eingesetzt. Als Nebenwirkungen

sind allerdings Ohren- und Nierenschädigungen bekannt, so auch die Tatsache,
dass Gentamicin lange in der Niere persistieren kann.

Das native, aus Kulturlösungen von Mikromonospora purpurea-Arten isolierte
Gentamicin ist ein Gemisch von 16 ähnlichen Aminoglycosiden, wobei in der Regel
die vier Gentamicine Ci, C2, Cia und C2a pharmazeutisch eingesetzt werden
(Abb. 1).

Die Häufigkeitsverteilung der verschiedenen Gentamicine kann j e nach «Batch»
variieren. Von Gentamicin Ci leiten sich strukturell das native Sisomicin sowie das

semisynthetische Netilmicin, zwei weitere bekannte Aminoglycoside, ab.
Gentamicin (Handelsnamen: Gentagen, Gentavit, Gentodiar, Tarigent, Veta-

gent usw.) mit seinem breiten Wirkungsspektrum als Antibiotika und seiner
hervorragenden Stabilität ist in der Veterinärmedizin sowohl in der Therapie als auch
in der Prophylaxe stark verbreitet.

Rückstände dieses Arzneimittels in der Milch und im Fleisch können für den
Konsumenten eine potentielle gesundheitliche Gefahr darstellen (Resistenzbildung).
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C1: R1=R2=CH3

C2: R1=CH3, R2=H

C1a: R1=R2=H

C2a: R1=CH3l R2=H

Abb. 1. Chemische Struktur von Gentamicin (typisches Gemisch enthält gemäss (14) die 4

Hauptkomponenten in folgenden Konzentrationen Ci 22%, C2 16%, Cia= 30%,
C2a 32%)

Generelle Wartezeiten sind wie folgt vorgeschrieben:
Milch: 3 Tage / Fleisch, Leber: 5 Tage / Niere, Injektionsstelle: 45 Tage
In der Schweiz wurden mit der Weisung vom Bundesamt für Gesundheitswesen

am 25. Juli 1990 für sämtliche Antibiotika, für welche nicht bereits Höchstkonzentrationen

bezeichnet wurden, Toleranz- bzw. Grenzwerte festgelegt. Für Gentami -
cinrückstände im Fleisch wurden bis heute vorwiegend mikrobielle Tests herangezogen:

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

- für den Grenzwert gilt der B-subtilis-Test: Hemmzone 4 mm bei pH 61.

Neuerdings werden aber auch weit empfindlichere Tests für Gentamicin
empfohlen, die sich auf immunchemische Reaktionen oder auf HPLC-Methoden stützen.

Damit eine möglichst grosse Anzahl von tierischen Gewebeproben auf Genta-
micinrückstände in Fleisch und Innereien überprüfbar ist, benötigten wir eine
HPLC-Analysenmethode mit genügender Empfindlichkeit und hohem Durchsatz.

Gentamicin ist eine relativ polare Substanz, die aufgrund der Struktur recht
thermostabil ist. Gentamicin selber besitzt keinen UV-aktiven Chromophor oberhalb

200 nm, deshalb muss es zwingend zwecks Nachweis im UV- oder
Fluoreszenzdetektor vorsäulen- oder nachsäulenderivatisiert werden.

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

Saikh und Allen (15) geben einen Uberblick, wie Aminoglycoside grundsätzlich
aus Fleisch und Flüssigkeiten von Schlachttieren nachgewiesen werden können.

' Wie eine kleine Studie mit Gentamicin-Standardlösungen zeigte, liegt die Nachweisgrenze
des EG-4-Plattentests für Gentamicin bei ungefähr 300 ppb.
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Brown et al. (16) und Vlietstra et al. (8) zeigen den immunchemischen Nachweis
von Gentamicin aus Milch, Serum und Fleisch auf. Das kommerzielle Verfahren,
das primär für Humanserum entwickelt wurde, kann mit kleinen Änderungen als

Screening-Methode" für Fleisch erweitert werden. Dabei konkurrieren mit einem
Fluoreszenzmarker versehene Antigene kompetitiv mit allenfalls vorhandenem
Gentamicin um die Bindungsstellen der Antikörpermoleküle. Die Nachweisgrenze
wird mit ca. 50 ppb angegeben.

Agarwal (18) beschreibt eine HPLC-Methode, die darauf basiert, dass Gentamicin

aus Fleisch durch Ionenaustausch gereinigt wird und anschliessend auf einer
Silicagelsäule mit o-Phthaldialdehyd derivatisiert wird. Die Nachweisgrenze liegt
bei 200 ppb.

Sar et al. (19) haben kürzlich eine HPLC-Methode vorgestellt, bei der Gentamicin

aus Fleisch ebenfalls durch Ionenaustausch extrahiert und anschliessend
nach der Trennung durch lonenpaarchromatographie mit o-Phthaldialdehyd nach-
säulenderivatisiert wird. Die Nachweisgrenze liegt bei 50-100 ppb.

Wir berichten in der folgenden Arbeit von einer HPLC-Analysenmethode für
Gentamicin in Fleisch, Leber und Niere vom Grossvieh, Rind, Kalb und vom
Schwein. Es geht in der Methode darum, Gentamicin mittels Ionenaustausch auf
einer SCX-SPEC-Disk möglichst rein und quantitativ anzureichern, um es dann
mit lonenpaarchromatographie möglichst vollständig von der Fleisch-Matrix
abzutrennen und durch Nachsäulenderivatisation sehr selektiv nachzuweisen. Dabei
wird die Chromatographie so gewählt, dass die vier Gentamicine Ci, C2, Cia und
C2a zusammen in einem Doppelpeak eluieren (Abb. 2).

Abb. 2. Gentamicin Standard als Doppelpeak. Chromatographische Bedingungen siehe Text

Rinds-, Kalbs- und Schweinefleisch

Die Probe (5 g) wird homogenisiert, mit wässeriger Trichloressigsäurelösung
(20 ml) mit Polytron behandelt und bei 4000 U/min (ca. 2900 g) zentrifugiert. Der
Uberstand wird mit 30% NaOH aufpH 6,2 ± 0,3 justiert (ca. 18 Tropfen aus einer

0 10 min

Kurzbeschreibung der Methode

2 Unveröffentlichte Resultate.
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Pasteurjpipette) und mit Dikaliumhydrogenphosphat/Natriumphosphat (pH
6,2) auf 40 ml verdünnt. Die gelbe Lösung wird bei 18 000 U/min (ca. 37 000 g)
ultrazentrifugiert und anschliessend auf eine konditionierte SCX-SPEC-Disk
(schwacher Kationentauscher) appliziert. Gentamicin wird direkt mittels einer
Natriumhydroxidlösung in ein Autosampier-Vial eluiert und mit Salzsäure auf
einen pH < 7 gestellt. Die Analyse geschieht an einer Spezialsäule (Nucleosil AB)
mittels Ionenpaar-Reagenzien. Gentamicin wird nach der Analyse mittels o-
Phthaldialdehyd derivatisiert und im Fluoreszenzdetektor bei 340 nm, 440 nm
nachgewiesen.

Gentamicin liegt als Gemisch von vier Hauptkomponenten und zwei
Nebenkomponenten vor. Die vier Hauptkomponenten werden als zwei naheliegende
«Peaks» detektiert (Abb. 2). Wir gehen bei der Auswertung vom Total der beiden
«Peakflächen» aus. Die Auswertung der Resultate erfolgt über externen Standard.

Bestätigungsmethoden

Wir beschränken uns dabei auf die Nachweismethode von Gentamicin und
erwähnen gleichzeitig, dass völlig unabhängige Bestätigungsmethoden für Gentamicin

mit GC oder GC-MS der geringen Flüchtigkeit wegen bisher nicht beschrieben
wurden. Es ist aber durchaus denkbar und sinnvoll, die hier vorliegende Arbeit

auch als Bestätigungsmethode nach dem immunchemischen Screening (8, 16) zu
verwenden.

Material und Methode

Standardsubstanz, Standardlösungen

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

Herstellung der Stammlösung und der Verdünnungslösungen

Gentamicin-Stammlösung 12,5 mg Gentamicinsulfat (99%) werden mit 10"3M
EDTA zu 10 ml gelöst (1 jag Gentamicin/jal)

Standard I 100 |al der Stammlösung werden mit 10~3M EDTA
auf 10 ml aufgefüllt (10 ng Gentamicin/jal)

Standard II 1 ml des Standards I wird mit 10~3M EDTA auf 10 ml
aufgefüllt (1 ng Gentamicin/|al)

Standard III 100 jal des Standards I werden mit 10~3M EDTA
auf 10 ml aufgefüllt (100 pg Gentamicin/|al)

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 86 (1995)
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Chemikalien für das Clean up

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

- Trichloressigsäure (Merck z. A.): 5% gelöst in 0,001 mol/1 EDTA
- K2HPO4 (Merck z. A.)
- Na2SC>4 (Merck z. A.)
- EDTA (Titriplex III, Merck z. A.)
- Natriumhydroxid (Merck z. A.)
- Salzsäure (0,01 mol/1): 0,1 mol/1 Salzsäure Titrisol Merck 9973 mit Wasser

(Milli Q) 1:10 verdünnen
- Pufferlösung A: 0,1 Mol K2HPO4 und 0,1 Mol Na2SC>4 in 1 Liter Wasser lösen

und mit HCl auf pH 6,2 justieren

Reagenzien für HPLC

- Acetonitril (Chromasolv)
- d,l-Campher-10-sulfonat (Aldrich 97-98%)
- EDTA (Titriplex III Merck z. A.)
- Salzsäure (1 M): Titrisol Merck 9970

Mobile Phase

A:B 22-23%: 78-77%
A: Acetonitril
B: 0,05 mol/1 d,l-Campher-10-sulfonat in 10~4 mol/1 EDTA, mit Salzsäure auf

pH 2,2 eingestellt.
(Anmerkung: Der pH-Wert und das Verhältnis A:B wirken sich sehr stark auf die Retentions-

zeit aus und müssen daher auf das HPLC-System abgestimmt sein.)

Reagenzien für Nachsäulenderivatisierung

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

- Borsäure H3BO3 (Merck z. A.)
- Natriumhydroxid (Merck z. A.)
- 95% Ethanol (Merck z. A.)
- 2-Mercaptoethanol (Merck z. A.)
- Brij 35 (Fluka-Nr.: 16005)

Herstellung der Lösungen A, B und Cfür die Nachsäulenderivatisation

Lösung A (die Lösung ist zu filtrieren)
- 1,50 g H3BO3
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- 2,7 ml 30% NaOH
- 73,0 ml Wasser (Stickstoff gesättigt)

Lösung B (die Lösung ist zu filtrieren und im Eisbad während der ganzen
Chromatographiezeit zu kühlen)

- 60 mg OPA
- 5 ml Ethanol (mittels Rühren und Ultraschall zur Lösung bringen)
- 70 ml Wasser (Stickstoff gesättigt)

Lösung C
- 0,15 ml 2-Mercaptoethanol
- 0,3 ml 30% Brij 35

- 75,0 ml Wasser (Stickstoff gesättigt)

Weglängen vom Splitter bis zum nächsten Splitter bzw. bis zum
Fluoreszenz-Detektor

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

Geräte und Hilfsmittel

- Probenzerkleinerungsgerät (Moulinex)
- Homogenisiergerät (Polytron) mit 12-mm-Mixstab
- Analysenwaage (0,1 mg, Mettler), Laborschnellwaage
- Polycarbonat-Zentrifugenglas 60 ml
- Zentrifuge (Hettich, Rotanta bis 4000 U/min)
- Ultrazentrifuge (Heraeus bis 18000 U/min)
- Magnetrührer mit Magnetrührstäbchen
- Ultraschallbad, gross
- SCX-SPEC-Disk, 3 ml (Spectronex Art.-Nr. 531-04-20)
- Vakuumeinheit (Alltech)
- 250-pl-Spritze (Hamilton)
- 125-pl-Spritze (Hamilton)
- 20-pl-Spritze (Hamilton)
- 1500-pl-Micro-Vi als (HP)
- HPLC 600 E (Waters)
- Reaktionspumpe Hitachi 655A-13
- Autosampier (Gilson 231-401)
- Kontron SFM-23 Fluoreszenzdetektor
- Auswertestation Baseline (Waters)
- Wasserstrahlvakuum

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

Extraktion der Probe

(Rindsleber, Rindsniere, Kalbsleber, Kalbsniere, Schweineleber und Schweineniere)

Die Probe wird aufgetaut und mit der Moulinette zu einem feinen Brät bzw.
Brei zerhackt, nachdem das sichtbare Fett weggeschnitten wurde. 5,0 g der Probe
werden in ein Zentrifugenglas eingewogen und mit 20 ml Trichloressigsäurelösung
(5% Trichloressigsäure in Wasser mit 0,001 mol/1 EDTA) mit Polytron behandelt.
Es wird 15 min bei 4000 U/min (ca. 2900 g) und 18 °C zentrifugiert.

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

Reinigung der Probe

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

Analyse mit HPLC: Bedingungen, Vorgehen und Auswertung

Apparatur Waters 600 E
Mobile Phase A: 22—23% Acetonitril

B: 78-77% (0,05 mol/1) d,l-Campher-10-sulfonatpuffer
pH 2,2
Nucleosil 5-C18-AB (5 pm)
Nucleosil 5-C18-AB (5 pm) 125 mm x 3 mm x 5 pm
0,6 ml/min
45 °C
20 pl
5-7 min

Nachsäulenderivatisation mittels Merck-Hitachi 655A-13, Flow 0,153, der
Reaktionsweg 3 (300 cm) ist auf 43 °C thermostatisiert.
Fluoreszenz-Detektor SFM-23 Kontron (340 nm EX., 440 nm EM.)

Sensitivity 6,0, medium
Auswertestation Baseline Millipore Waters

Vorsäule
Stationäre Phase
Fluss
Ofentemperatur
Einspritzvolumen
Elutionsdauer

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

Schweineleber (5 g) wurde je in fünffacher Ausführung mit 50 gl und 100 gl der
Standardlösung I (entsprechend 100 ppb und 200 ppb) dotiert. Ebenso wurde ein
Ansatz mit undotierter Schweineleber analysiert. Siehe dazu Abbildungen 3-5.

n

ro 10 mm

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

10 min

100 ppb

A
u

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

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

Aus der Abbildung 6 geht die Linearität der Standards hervor. Die Methode
wurde auch für Kalbs- und Rindslebern erprobt.

Grossviehnieren (5 g) wurden je in vier- bzw. fünffacher Ausführung mit 25 gl,
50 gl und 75 gl der Standardlösung I (entsprechend 50 ppb, 100 ppb und 150 ppb)

Tabelle 1. Wiederfindungen bei dotierten Schweinelebern

Schweineleber:
dotierter Gehalt
(ppb)

Anzahl Mittelwert
(ppb) Standardabweichung

(ppb)

Relative

Standardabweichung

(%)

Mittlere
Wiederfindung

(%)

100 ppb 5 89,9 7,45 8,3 90

200 ppb 5 184,7 15,05 8,2 92

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

o

0
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0

-10

0 200 400 600 800 1000

ppb Gentamicin

Abb. 6. Eichkurve von Gentamicin zur Auswertung über externen Standard (20 |il x 1 ng/jal
Standard II entsprechen 85 ppb Gentamicin)

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

Wie der Tabelle 2 zu entnehmen ist, liegt die Wiederfindung für Nieren ebenfalls

um die 90%. Die relativen Standardabweichungen im Bereich von 50 ppb bis

J A
0 r 10 min

Abb. 7. Grossviehniere eines nicht Abb. 8. Grossviehniere mit 50 ppb
behandelten Tieres Gentamicin dotiert

Tabelle 2. Wiederfindungen bei dotierten Grossviehnieren

Grossviehniere:
dotierter
Gehalt (ppb)

Anzahl Mittelwert
(ppb) Standardabweichung

(ppb)

Relative

Standardabweichung (%)

Mittlere
Wiederfindung

(%)

50 ppb 4 49,1 5,4 10,9 98
100 ppb 5 95 15,9 16,6 95
150 ppb 5 138 19,1 13,8 92

Area (Millionen)
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0 10 min 0 10 min

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

Nachweisgrenze/Bestimmungsgrenze/Auswertung

Die probenbezogene Bestimmungsgrenze für Gentamicin in Leber und Niere
liegt bei 50 ppb. Die analytische Nachweisgrenze liegt bei 5 ng Gentamicin. Die
Auswertung der Resultate erfolgt über externen Standard. Dabei entsprechen 20 pl
x 1 ng/pl (Standard II) genau 85 ppb Gentamicin bei 100% Wiederfindung4.

Durchführung und Resultate

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

Damit sich Gentamicin nach der Extraktion mit Trichloressigsäure nicht mit den
gefällten und denaturierten Proteinen niederschlägt, wird EDTA zugemischt, das
Gentamicin komplexieren soll (19). Die Reinigung auf kommerziell erhältlichen
Säulen (solid-phase extraction) ergeben Wiederfindungen von 55-81%, wie Sar et
al. (19) mitteilen. Durch die starke Polarität ist Gentamicin nur in folgenden
organischen Lösungsmitteln neben Wasser gut löslich: Pyridin und Dimethylform-
amid. Die Reinigung und Konzentration von Gentamicin (aus einem Fleischextrakt)

in einem organischen Lösungsmittel ist demnach nicht möglich.
Es wurde deshalb ein «Clean up» entwickelt, bei dem Gentamicin auf einer

Kationenaustauscher-Disk angereichert wird, um anschliessend mit möglichst we-

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

Andererseits ist Gentamicin bereits ab pH <6,5 vollständig ionisiert und deshalb
ungünstig auf einer Reversed-Phase-Säule zu chromatographieren, selbst wenn die
meisten der sauren Silanolgruppen abgeschirmt sind (endcapped). Gentamicin
verursacht auf normalen RP-Cig-Säulen ein enormes Tailing, so dass kleinere
Mengen gar nicht mehr detektiert werden können. Da Gentamicin aus einem
Gemisch von hauptsächlich vier Hauptkomponenten und zwei Nebenkomponenten

besteht, muss die Chromatographie so gewählt werden, dass möglichst viele der
Komponenten zusammenfallen, um eine möglichst tiefe Nachweisgrenze zu
gewährleisten.

Zudem weist Gentamicin oberhalb 200 nm keine Absorption auf und muss
deshalb zwingend vorsäulen- oder nachsäulenderivatisiert werden. Eine bedeutend
höhere Selektivität kann durch die Nachsäulenderivatisation gegenüber der Vor-
säulenderivatisation mittels OPA erreicht werden. Einmal mit OPA derivatisiertes
Gentamicin ist im Fluoreszenzdetektor bei 340 nm (EX.) und 440 nm (EM.)
nachweisbar.

Aus mehreren möglichen Spezialsäulen und Ionenpaar-Reagenzien wurde
folgendes System als leistungsfähigstes ausgewählt:
- Verwendung der Spezialsäule Nucleosil AB mit polymermodifiziertem Cis-Ma-

terial
- d,l-Campher-10-sulfonatpuffer (pH 2,2) als mobile Phase

- Nachsäulenderivatisation von Gentamicin mittels OPA.
Dabei ist festzuhalten, dass die vier Hauptkomponenten von Gentamicin in

zwei etwa gleich grossen «Peaks» detektiert werden. Die Addition der beiden
«Peakflächen» wird mit dem Gentamicin-Standard nach der Methode des externen
Standards verglichen, um daraus die Gentamicinmenge der Probe zu berechnen.

Nach der Auftrennung des Fleischextraktes in einzelne Komponenten auf der
analytischen Säule wird der Eluent zur Reaktionspumpe geführt. Von der
Reaktionspumpe aus werden die drei Lösungen A, B und C über je ein T-Stück zum
Eluenten gemischt, wobei der Reaktionsweg der Lösung (A) 27 cm, der Lösung (B)
200 cm und der Lösung (C) 300 cm betragen soll. Der 300 cm lange Reaktionsweg
wird in einem konstant gehaltenen Wasserbad bei 43 °C erwärmt. Die Lösungen
A, B und C müssen vor Gebrauch mit sauerstofffreiem Wasser zubereitet werden.
Die Lösungen A und B sind zusätzlich zu filtrieren, B ist mittels einem Eisbad zu
kühlen.

Die Lösung A stellt den Eluenten basisch (pH >10), die Lösungen B und C
derivatisieren alle primären Amine in einer Dreikomponentenreaktion zu einem
intensiv fluoreszierenden Produkt (20). Dabei reagiert zuerst die Aldehydgruppe
von OPA mit dem nukleophilen Mercaptoethanol zum 0,S-Halbacetal. Das
nachzuweisende Gentamicin kondensiert mit der verbliebenen Aldehydgruppe von
OPA zum Azomethin. Nach der Wasserabspaltung resultiert das Carbokation, das
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den Iminstickstoff intramolekular angreift und das Isoindol-Kation erzeugt. Dieses
geht nach Deprotonierung in das fluoreszierende Isoindol über.

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

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

Das Resultat einer Ubersichtsuntersuchung

Muskel, Niere und Leber von verschiedenen Tieren (Grossvieh, Rind, Kalb,
Schwein) wurden mittels immunchemischem Screening gemäss Lit. (8) auf Gentamicin

getestet. Positive Proben mit weniger als 50 ppb Gentamicin gelten als
möglich, sind aber nicht gesichert und wurden nicht mit HPLC bestätigt
(Bestimmungsgrenze ca. 50 ppb). Positive Proben mit mehr als 50 ppb Gentamicin wurden
mit der vorliegenden Methode erfolgreich bestätigt (Abb. 11-13).

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

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

Zusammenfassung

Eine Nachsäulenderivatisations-Methode zur quantitativen Bestimmung von Gentamicin
in Fleisch, Niere und Leber von Schweinen, Rindern und Kälbern wird beschrieben. Die

Probe wird mit Trichloressigsäure extrahiert und an einer Kationentauscher-Disk (SCX)
aufgereinigt. Die Analyse geschieht mit HPLC an einer polymermodifizierten C-i8-Säule
und einem Ionenpaarreagenz. Gentamicin wird anschliessend mit OPA nachsäulenderivati-
siert und im Fluoreszenzdetektor hochspezifisch detektiert und quantifiziert (Exitation:
340 nm, Emission: 440 nm). Die Wiederfindung für Gentamicin im Bereich 100-200 ppb für
Leber beträgt 90%. Die Bestimmungsgrenze beträgt 50 ppb.

Résumé

Une méthode de dérivatisation post-colonne est présentée pour la détermination quantitative

des résidus de gentamicine dans le muscle, le foie et le rein de porcs et de boeufs.
L'échantillon est extrait avec de l'acide et purifié sur une disque (SCX).

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

Summary

A method based on post-column-derivatization is presented for the quantitative
determination of gentamicin residues in muscle, liver and kidney of pork beef and calf. The sample
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is extracted with trichloroacetic acid and further clean up is achieved by a solid-phase
extraction on a SCX-disc.

Gentamicin is separated on a Ci8-polymer modified reversed-phase column. The derivative

of gentamicin is highly specifically detected and quantified after post-column derivati-
zation by fluorescence detection (exitation: 340 nm, emission: 440 nm). Recovery in liver:
90%.
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