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For at dedfisk fra oppdrettsanlegg skal kunne utnyttes til husdyrfér, ma det etableres en effektiv
kildesortering ved det enkelte anlegg slik at fisk (ensilert) som er fersk og antibiotikafri holdes adskilt fra
annen dgdfisk. Ogsa mottaksbedriftene som produserer ensilasjekonsentrat ma ha separate fanker for
disse kvalitetene.

For & kunne stole pa slike sorteringsrutiner er det avgjerende at man har en kontrollordning som gikrer at
antibiotikafri ensilasje holder mal. | praksis vil det si at det ferdige ensilasjekonsentratet analyseres far

leveranse til forindustrien. Analyser ma ogsa foretas av innholdet i de tankene med raensilasjg som er
klare for produksjon. Med oppbevaring av prever fra hvert parti ensilasje som hentes pa oppdretts-
anleggene, vil det veere mulig & spore opp apenbare "syndere".

Til nd har det veert sveert vanskelig og tidkrevende & foreta kvantitative analyser av antibiotika ay typen
oksolinsyre og flumequin i ensilasje. Ensilasje er et sveert sammensatt produkt, som bestar av e} utall av
ulike forbindelser som forstyrrer letingen etter sveert mikroskopiske mengder antibiotika. Opprengkingen
av pragvene for a fierne forstyrrende forbindelser har veert sa tidkrevende at det har tatt over én dag a fa
analysert 1 prgve nar man opererer med fglsomhet pa 10 ng/g, som er pavisningsgrensen| for den
tilgjengelige metoden . Man har derfor statt uten noen operativ analyseordning pa dette omradet.

Pa oppdrag fra Stiftelsen RUBIN har Norges Veterineerhggskole pa denne bakgrunn utviklet en forenklet
analysemetode som har en pavisningsgrense pa 40-50 istedet for 10 ng/g. Den er fortsatt basert [pd HPLC
(High Performance Liquid Chromatography), men selve opprenskingsarbeidet er forenklet. Med denne
metoden kan et laboratorium klare rundt 18 analyser pr. dag.

Det er blitt arrangert en temadag ved Norges Veterineerhggskole der metoden er demonstrert for andre
anlyselaboratorier, slik at disse skal kunne tilby analysetjenester pa dette omradet. Metoden gr videre
publisert i Journal of Liquid Chromatography.
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RAPPORT

Ny analysemetode for pavisning av
oxolinsyre og flumequine i fiske-ensilasje

av
Magne Yndestad og Victor Hormazabal

Biprodukter fra norsk fiskeoppdrett utgjer omlag 39100 tonn. Dette fremgar av NFFR nytt nr.
3, 1993 hvor RUBIN omtales spesielt.

Biproduktene omfatter slakteavfall som slo og avskjeer samt skinn og bein fra
filetproduksjonen. Denne verdifulle ressursen kan utnyttes ved ensilering.
Ensilasjekonsentratet kan deretter blandes i kraftfor til ulike dyrearter.

Hasten 1991 fikk Institutt for naeringsmiddelhygiene ved Norges veteringerhggskole (NVH)
forespgrsel fra ulike instanser om man kunne foreta analyser av ensilasje med henblikk pa
oxolinsyre og flumequine. Instituttet hadde tidligere utarbeidet en metode for dette. Metoden
var imidlertid sveert tidkrevende og en god analytiker klarte bare mellom 1 og 2 analyser pr.
dag.

Analysene viste at slo og avskjeer fra fisk som var godkjent til humant konsum inneholdt rester
av oxolinsyre. Mengdene var lave fra 10 til 50 ppb, med noen fa unntak som la hayere.
Grunnen til disse restene er den akkumulerende effekt i blant annet skinn og bein som en far
under en behandling ved nevnte medikamenter. Dette er publisert tidligere av instituttets
forskergruppe pa medikamentrester.

Nye analyser varen 1992 blant annet fra konsentrert ensilasje eksportert til Danmark, viste
omlag de samme restnivaende som tidligere, men na ble flumequine ogsa pavist. Dette var
naturlig da bruken av flumequine var gkende.

Etter anmodning fra STIL foretok undertegnede i 1992 en faglig vurdering av betydningen for
menneskers og dyrs helse av de sma rester en fant i ensilasjen far denne ble tilblandet
kraftforet. Konklusjonen var at det ikke var faglige argumenter for ikke & godta innblanding
ved restkonsentrasjoner av oxolinsyre og flumequine som var lavere enn ca. 50 ppb.

Etter diverse mgter hvor blant annet RUBIN, SFT, STIL, SNT, Fiskerdirektoratets kontrollverk
og NVH deltok synes det & veaere enighet om fglgende punkter:

> Det ma utarbeides en HPLC kontrollimetode for pavisning av oxolinsyre og flumequine i
ensilasje. Metoden ma veere enklere og raskere a utfare enn den gamle. Den ma videre ha
en deteksjonsgrense pa ca. 50 ppb for a sikre at ensilasjen ikke inneholder hgyere verdier
enn dette. | praksis blir 50 ppb da & betrakte som en grenseverdi.

> Det maitillegg foretas en streng kontroll/kvalitetssikring for & hindre at "antibiotikaholdig"
fisk (fisk som dgr under behandling og i lgpet av karenstider) ikke blir tilfgrt ensilasjen.

Etter anmodning fra RUBIN besluttet Institutt for neeringsmiddelhygiene a forsgke & utarbeide
en analysemetode for oxolinsyre og flumequine i ensilasje. Metoden skulle tilfredsstille
myndighetenes krav til kontrollmetode. Oppdraget gikk i korthet ut pa falgende:



> | lgpet av 6 maneder fra ca. 1. april 1993 skulle instituttet utarbeide en analysemetode for
oxolinsyre og flumequine i ensilasje.

Metoden skulle ha en fglsomhet pa ca. 50 ppb.
En vanlig trenet analytiker skulle klare minst 10 analyser pr. dag.
Metoden skulle publiseres i et internasjonalt tidsskrift.

Det skulle holdes kurs hvor aktuelle miljger fikk gjennomga metoden i detal].

YV V V¥V VYV VY

| lgpet av prosjektperioden skulle instituttet utfgre 30 analyser av ensilasje etter RUBIN's
gnske.

Instituttet tok forbehold om at en matte fa Forskningsradets godkjenning til & ta avd.ing. Victor
Hormazabal bort fra det NFR-prosjektet han var engasjert pa, og la ham utelukkende
konsentrere seg om oppgaven. Etter telefonisk kontakt med direktgr Hepsgj avdeling NLVF,
fikk en godkjenning pa dette.

Arbeid med metoden

Det er viktig & forsta at fiskeensilasje er et uhyre komplisert materiale a analysere.
Fiskeensilasje er heller ikke et entydig produkt i analytisk forstand f.eks. kan konsistensen
variere fra grgtaktig til en suppelignende sterkt luktende masse.

Produktet har et varierende innhold fra mage/tarm med fér-rester til gjeller, lever, milt, skin,
bein, hode osv. Under nedbryting dannes det et utall av ukjente forbindelser. Blant disse
forbindelsene skal en finne igjen minst 50 ppb (0,05 mg pr. kg) av oxolinsyre eller flumequine.

Den 20. mars 1993 startet avd.ing. Victor Hormazabal arbeidet med den nye metoden. Etter 3
maneders arbeid hadde han konturene av metoden klar. Det ble da foretatt analyser av praver
fra Hordaf6r bade etter gammel og ny metode. Resultatene ble deretter sammenholdt, og
arbeidet med den nye metoden fortsatte etter visse justeringer. Det ble ogsa foretatt en del
analyser p& materiale innsendt fra forskergrupper p4 RUBIN-prosjekter ved Norges
landbrukshggskole.

Etter ytterligere justeringer var metoden gjennomprgvet med tilfredsstillende sensitivitet,
"recovery" og "repeatability”. En god analytiker kan uten vanskeligheter analysere ca. 18
pragver pr. dag. Det ble utarbeidet fagmanuskript som ble sendt Journal of Liquid
Chromathography den 22.10.1993.

Svar pa om metoden er antatt for publisering foreligger enna ikke. Det tar erfaringsmessig 2-3
mnd.

Den 17. september inviterte NVH sammen med RUBIN aktuelle analysemiljger til en temadag
hvor den nye metoden ble demonstrert og gjiennomgatt i detalj. Fiskeridirektoratets
kontrollverk, NLH og Akvaforsk var representert pd mgtet. Program for temadagen vedlegges.

Konklusjon

Instituttet har utviklet en ny HPLC analysemetode for pavisning av oxolinsyre og flumequine i
fiske-ensilasje. Metodens fglsomhet er 40 ppb for oxolinsyre og 50 ppb for flumequine. Det er



avholdt en temadag hvor aktuelle analysemiljger fikk gjennomgatt metoden i detalj. Metoden
er ogsa sendt til publisering i et internasjonalt tidsskrift med refereesystem. En god analytiker
vil kunne klare ca.18 analyser pr. dag.

Instituttet har fatt tilbakemelding fra Fiskeridirektoratets kontrollverk om at metoden fungerer.
Dette at metoden kan brukes av andre miljger anser vi for & veere meget viktig.

Det kan ogsa tilfayes at Hormazabal nettopp har analysert 13 prgver av ensilasje innsamlet
gjennom STIL og metoden har fungert tilfredsstillende pa alle prgvene.

Instituttet takker RUBIN for godt samarbeid. En haper at et viktig problem na er ryddet av
veien med hensyn til & kunne bruke fiskeensilasje til kraftfor idet det na finnes en anvendelig
kontrolimetode.

Instituttet anser hermed oppdraget for fullfart.

fﬁdf.f
Magha "n"nélﬁs
instivttistyrer, professor



HPLC-ANALYSE AV OXOLINSYRE OG FLUMEQUINE |
FISKEENSILASJE

TEMADAG PA NORGES VETERINZAERH@GSKOLE,
INSTITUTT FOR FARMAKOLOGI, MIKROBIOLOGI OG
NAERINGSMIDDELHYGIENE

Tema: Praktisk gjennomgang av en ny analysemetode (HPLC) for pavisning av oxolinsyre og
flumequine i fiskeensilasje. Deltagerne far giennomgatt hele metoden ved at instituttet
demonstrerer metoden trinn for trinn gjennom analyse pa en negativ og en positiv prgve. Til
slutt foretas en vurdering av de ferdige kromatogrammene.

Praktiske opplysninger: Deltagerne betaler selv reise og eventuelt opphold. Det er ingen
deltageravgift. Forgvrig nevnes at RUBIN har finansiert utviklingen av metoden.

Sted: Institutt for farmakologi, mikrobiologi og naeringsmiddelhygiene, Seksjon for
naeringsmiddelhygiene, Norges veterinserhggskole

Antall deltagere: Maks.5
Tid: Fredag den 17/9 kl. 0900 - 1600
Program:
0900 - 0915 Kaort innledning om problemstillingen
Magne Yndestad
0915 - 1200 Praktisk gjennomfgring av analyser pa aktuelt materiale Victor Hormazabal

1200 - 1230 Instituttet inviterertil lunsj

1230 - 1500 Analysene fortsetter
Victor Hormazabal

1500 - 1600 Avlesning av kromatogrammer. Spgrsmal og diskusjon.
Alle

1600 Avslutning
SIMULTANEOUS EXTRACTION AND DETERMINATION OF
OXOLINIC ACID AND FLUMEQUINE IN FISH SILAGE
BY HPLC.

Victor Hormazabal and Magne Yndestad
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ABSTRACT

A simple and rapid method for the simultaneous extraction and determination of residues of
oxolinic acid (OX) and flumequine (FQ) in fish silage, is presented. The samples were
extracted with acetone and ammonia. When applying traditional liquid-liquid extraction, clean
extracts were obtained, the recovery being 95.3 - 96.2 % for OX and 96.9 - 99.2 % for FQ. The
detection limits were 40 ng/g for OX and 50 ng/g for FQ.

INTRODUCTION

In recent years, the quinolones oxolinic acid (OX) and flumequine (FQ) have been the most
used drugs for treatment of infectious diseases in Norwegian fish farming.

In 1992 for instance, the total consumption of OX and FQ was 7687 kg and 9833 kg,
respectively (Statistics provided by the Norwegian Medicinal Depot, Oslo).

The annual production of farmed fish in Norway is about 160.000 tons, a substantial proportion
of the fish being treated with drugs during the growing period.

The slaughter of fish for human consumption is not allowed until the fish have been screened
for residues of drugs in liver and muscle.

Residues of OX and FQ have appeared to be especially bound to bone and skin (1) and can be
detected in these organs even though edible tissue like muscle and liver from the same fish are
free of drugs.

A lot of fish waste, such as guts, skin and bone arise from the fish processing industry. In
Norway, in order to utilize this waste, it is ensilaged. This silage can then further be mixed into
animal feed.

According to Norwegian regulations, the addition of antibiotics to feed for food-producing
animals is not allowed An official method of analysis for OX and FQ in silage is therefore
needed.

Several analytical methods have been developed for the determination of OX in biological
materials using microbiological and high performance liquid chromatographic procedures (2, 3,
4, 5, 6). Analytical methods have also been developed for the determination of FQ in plasma,
urine and tissues (7, 8, 9, 10). Tao et al. (11) published a microbiological method for residue
analysis of FQ in fish tissues.

Rogstad et al. (12), Steffenak et(@3) and Rasmussen et al. (14) have published methods for
the simultaneous determination of OX and FQ in fish tissues.

However, none of the published methods appeared to be applicable to such a complex material
as fish silage, because of problems with interfering peaks in the HPLC chromatograms, or
unspecific inhibition zones in microbiological test-systems.

The purpose of the present study was thus to develop a rapid and efficient HPLC method for
routine analysis of OX acid and FQ in fish silage.



MATERIALS AND METHODS

Materials and Reagents

The fish silage which served as sample material, was supplied by Stormgllen A/S (Vaksdal,

Norway).

All chemicals were of analytical or HPLC grade. OX was supplied by Sigma Co. (St. Louis,

MO, USA.), and FQ by Solchem ltaliana s.p.a. (Mulazzano, Italy).

Solvents were of analytical and HPLC grade. Stock solutions (1 mg/ml) of OX and FQ were
prepared in 0.03 M sodium hydroxide, and working standards were prepared by dilution with
0.002 M phosphoric acid-acetonitrile-tetrahydrofurane (68:17:15).

The solutions were stored in the refrigerator in dark stoppered flasks.

Chromatographic Conditions

The analyses were performed on a Perkin-Elmer HPLC system consisting of a Series 410 Bio
solvent delivery system, an ISS 100 sampling system equipped with a cod@Yy (hdda

RMT6 from Messgerate Werk Lauda, (Lauda-Kénigshafen, Germany), and a LS 240
fluorescence detector (Perkin-Elmer, Norwalk, Conn., USA). The detector was operated at an
excitation wavelength of 325 nm and emission wavelength of 360 nm, with a Resp. 5 and a
Factr. 256. The analytical column (stainless steel, 150 X 4.6 mm 1.D.) and guard column
(stainless steel, 5.0 X 3.0 mm I.D.) were packed witim5particles of PLRP-S polymer

adsorbent (Polymer Laboratories, Amherst, MA, USA). The mobile phase was 0.02 M
phosphoric acid-acetonitrile-tetrahydrofurane (68:17:15). The flow rate was 0.7 ml/min. for 6
min. followed by 0.8 ml/min. for 3 min. The samples were injected at intervals of 10 min.
Aliquots of 20ul and 30ul were injected onto the column for the determination of OX and FQ
respectively.

Sample Preparation and Clean-up (Figure 1)

The tissue sample, 0.5 g of ground fish silage, was weighed into a 50 ml centrifuge tube with
screw cap (NUNC); 1.5 ml 48, 1 ml NH; (25%), and 7 ml acetone were added. The sample
was mixed for 5 s., and then left with the extraction fluid for 5 min. before again being
whirlimixed for 5 s. The homogenate was then centrifuged for 3 min. at 5000 rpm.

Five ml of the supernatant was pipetted into a graduated glass-stoppered centrifuge tube, (Rep.
0.250 g). The acetone phase was evaporated to 0.5 -1 ml under a stream of nitf@jen (60
and 0.5 ml 85% kPO, 3 ml H,0 and 4 ml CHGlwere added. The sample was shaken
vigorously for 10 s. followed by centrifugation for approximately 1 min. (3000 rpm). The
upper aqueous layer and all solid residues between the two phases were discarded. Two ml
H,0 were added (no mixing). The water layer was discarded. Two ml of sodium hydroxide
(2M) were added. The sample was then mixed for 10 s. After centrifugation (4000 rpm, 5
min.), the water phase was collected. The chloroform was blended twice more with 2 ml
sodium hydroxide and centrifuged. The collected water phases were acidified (1 ml 85%
HsPQO,) and extracted once more with 4 ml chloroform. The water layer was discarded, 2 ml
H.0 were added (no mixing), and the water layer was again discarded. The chloroform was
evaporated to dryness under a stream of nitrogéiCje@fter which the residue was dissolved

in 2 ml 0.002 M phosphoric acidacetonitrile-tetrahydrofurane (68:17:15), and approximately
0.5 ml filtered through a Costar Spin-X centrifuge filter (lowtype) with u2Pcellulose



acetate binding by centrifugation for 5 min. at 10.000 rpm. Aliquots of the filtrate were
injected onto the HPLC.

Calibration Curves and Recovery Studies

The precision, recovery, and linearity for OX and FQ were determined by spiking silage
samples with standard solutions to yield 40, 50, 75, 100, 150, 200, 500 and 1 000 ng OX and
FQ per gram of sample, respectively. The samples were extracted using the above procedures.
Duplicate samples were used. The recovery rates were determined by comparing the results of
analysis of spiked fish silage to those of pure standard solutions.

The linearity of the standard curves for OX and FQ in fish silage was calculated using peak
height measurements.

RESULTS AND DISCUSSION

Chromatograms of clean fish silage samples, spiked samples and real samples are shown in
Figure 2.

The standard curves were linear in the investigated area 40-1000 ng/g for both OX and FQ in
fish silage, while the corresponding correlation coefficients were r=0.9994 and r=0.9987,
respectively.

The recovery of OX and FO varied from 95.3 - 96.2 % and from 96.9 - 99.2 %, respectively,
with a standard deviation ranging from 1.56 to 6.70 and from 1.58 to 8.10, respectively (Table
1).

TABLE 1

Recovery of Oxolinic Acid and Flumequine from Spiked
Samples of Fish Silage.

Sample No. og Amount Recovery %
samples (na/g) OX FQ
Mean SD* Mean SD*
8 0.15 95.3 6.70
Silage 8 0.50 96.2 1.56
0509 8 0.15 96.9 8.10
8 0.50 99.2 1.58

SD* = standard deviation

The limit of determination for OX and FO was 40 ng/g and 75 ng/g tissue, respectively, when
aliquots of 2Qul were injected onto the column. The limit of determination for FQ was 50 ng/g
when aliquots of 3@l were injected. However, when injecting @aliquots of OX, an

interfering peak was sometimes observed close to the OX peak (Figure 2B). Wiera20
injected onto the HPLC, for the determination of OX, no such interference was seen (Figure
2A).

The method presented in this paper should be useful for most work on residues of OX and FQ
in fish silage. The method is selective, and robust, and should be generally applicable for



monitoring drug levels in fish silage. The method is also very rapid, a technician easily
managing to analyse 18 samples a day.
Moreover, the consumption of reagents is low.
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FIGURE 2

Chromatograms of extracts from 0,5 g fish silage for the determination of oxolinic acid and
flumequine.

A.

B.

Unspiked sample (20l injected onto the HPLC)
Unspiked sample (3fl injected onto the HPLC)

Fish silage spiked with 200 ng OX and 200 ng FQ per gram sampjle if§6cted onto the
HPLC)

Chromatograms of real samples. The samples contained 259 ng/g OX and 190 ng/g FQ (20
ul injected onto the HPLC).



FISH SILAGE (0,5q)
Add H20-NH3 and acetone

Acetone/NH3 and | Supernatant
fish silage residue | Evaporate to 0,5-1 ml

Discard Add H,0-H;PO, and CHCY
H.O CHCL
Discard Clean with HO
H.O CHCL
Discard 2x2 ml NaOH (2M)
SHC'@ | NaOH
Iscar Add. HsPQ, and CHC}
H.O CHCk
Discard Clean with HO
H.O CHCL;
Discard Evaporate to dryness,
60°C
Dissolve Spin-X filter
HPLC
FIGURE 1

Extraction and Clean-up procedure for OX and FQ from Fish Silage
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