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ABSTRACT 

GC-MS analysis of f3-agonists using an Ion Trap lTS Magnum (in Dutch) 

Report 93. 12 April 1993 

H.H. Heskampand drs. J.A. Rhijn 

State lnstitute tor Quality Control of Agricultural Products (RIKILT-DLO) 

P.O. Box 230, 6700 AE Wageningen, the Netherlands 

3 figures, 4 tables 

The confirmatory analysis of f3-agonists using an Ion Trap mass spectrometer is described. 

Analysis is performed in chemical ionisation mode. Samples are prepared according to RI KILT 

standard oparating procedure A622. 

Prior to analysis the analytes are derivatized to trimethylsilyl ethers. Data acquisition is performed 

in full spec mode considering the technical principle of oparation of the Ion Trap. 

Linearity, repeatability and reproducibility are tested. Quantitative results and confirmatory 

information can be obtained tor clenbuterol, salbutamol, orciprenalin and isoproterenol. 

Mabuterol can be identified but quantitation is not very accurate tor this compound. 

Keywords: GC-MS, f3-agonists 
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1 INLEIDING 

Doel van het onderzoek was vast te stellen of de bevestiging van 13-agonisten conform RSV A0622 

en A0662 met behulp van de Finnigan MAT lTS Magnum mogelijk is. Na het opzetten van een 

geschikte acquisitiemethode werden gevoeligheid en lineariteit bepaald voor de volgende 

13-agonisten: clenbuterol, salbutamol, mabuterol, isoproterenol, orciprenaline en terbutaline. 

Mapenterol is niet meegenomen bij de experimenten omdat het niet beschikbaar was als 

standaard. 

De gevoeligheid en lineariteit werden bepaald voor het concentratiegebied 0-2 ng/J.JI, overeenko

mend met 0-8 ppb voor urinemonsters uitgaande van 5 mi monster. 

Tevens werd de reproduceerbaarheid bepaald op twee niveaus: 0,2 ng/J.JI (overeenkomend met 

bevestigingsniveau) en 1,0 ng/J.JI per agonist. De reproduceerbaarheid werd bepaald door tien 

standaarden te derivatiseren en te meten. 

De herhaalbaarheid werd bepaald door tienvoudige analyse van een aliquot gederivatiseerde 

standaard. 

2 MATERIAAL EN METHODE 

2.1 Apparatuur en hulpmiddelen 

2.1 .1 Gilson variabele volumepipetten P1 000, P200, P20 geijkt vlgs TRSV 0048 

2.1.2 Wisp vials 4 mi 

2.1.3 Indampblok Pierce 

2.1.4 GC-autosampler-vials met crimpcap 

2.1.5 Finnigan MAT lTS Magnum 

2.2 Reagentia en hulpstoffen 

2.2.1 Ethylacetaat, gedroogd (Merck 1 0972) 

2.2.2 PCB 138 oplossing 5 ng/J.JI in tolueen, gedroogd 
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2.2.3 Clenbuterol (CLEN) 

2.2.4 Salbutamol (SALB) 

2.2.5 Terbutaline (TERB) 

2.2.6 lsoproterenol (lSOP) 

2.2.7 Orciprenaline (ORCl) 

2.2.8 Mabuterol (MABU) 

2.2.9 Clenbuterol-d6 (CLEN-d6) 

2.2.1 0 Salbutamol-d6 (SALB-d6) 

2.2.11 Methanol, gedroogd (Baker 8077) 

2.2.12 Stockoplossingen 13-agonisten (1 pg/pl) 

Weeg van elke component onder 2.2.3 t/m 2.2.8 10 mg af. Los op in 10 mi methanol (2.2.11) zodat 

van elke component een oplossing van 1 pg/pl wordt verkregen. 

2.2.13 Stockoplossingen d6 gelabelde interne standaarden (1pg/pl) 

Weeg van de componenten genoemd onder 2.2.9 t/m 2.2.1 0 elk 10 mg af en los op in 10 mi 

methanol (2.2.11) zodat van elke component een oplossing van 1 pg/pl wordt verkregen. 

2.2.14 Stockoplossing Mix d6-gelabelde interne standaarden 

Pipetteer van de oplossingen verkregen onder 2.2.13 1,0 ml in een 100 mi maatkolf en vul aan 

met methanol. Deze oplossing bevat de d6-gelabelde interne standaarden in een concentratie van 

1 o pg/ml elk. 

2.2.15 Werkoplossing Mix d6-gelabelde interne standaarden 

Pipetteer van de oplossing verkregen onder 2.2.14 1,5 mi in een 100 mi maatkolf en vul aan met 

methanol. Deze oplossing bevat de d6-gelabelde interne standaarden in een concentratie van 

o, 15 pg/ml elk. 

6 



2.2.16 Stockoplossing Mix f3-agonisten 

Pipetteer van de oplossingen verkregen onder 2.2.12 1,0 mi in een 100 mi maatkolf en vul aan met 

methanol. Deze oplossing bevat de analyten in een concentratie van 1 o pg/ml elk. 

2.2.17 Werkoplossing Mix f3-agonisten 

Pipetteer van de oplossing verkregen onder 2.2.16 2,0 mi in een maatkolf van 100 mi en vul aan 

met methanol. Deze oplossing bevat de analyten in een concentratie van 0,20 pg/ml elk. 

2.2.18 BSTFA-derivatiseringsreagens (conform RSV A0662) 

Meng 1 mi gedroogd ethylacetaat met de inhoud van een ampul BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyl)

tritluoracetamide, Pierce 38830) 

2.2.19 Stockoplossing gederivatiseerde f3-agonisten 

Pipetteer 1 000 pi van oplossing 2.2.17 in een WISP via I, damp droog onder N2, voeg 1 00 pi 

derivatiseringsoplossing 2.2.18 toe en derivatiseer bij 60°C gedurende 40 minuten. Damp het 

derivaat droog onder N2 en neem het residu op in 400 pi ethylacetaat Deze oplossing bevat de 

gederivatiseerde analyten in een concentratie van 0,5 ng/pl. 

2.2.20 Stockoplossing gederivatiseerde dG-gelabelde f3-agonisten 

Pipetteer 1250 pi van oplossing 2.2.15 in een WISP vial, damp droog onder N2 en voeg aan het 

residu 1 00 pi derivatiseringsoplossing 2.2.18 toe. Derivatiseer gedurende 40 minuten bij 60°C en 

damp daarna het derivaat droog onder N2• Neem het residu op in 250 pi PCB 138-oplossing. Deze 

oplossing bevat de gederivatiseerde d6-gelabelde f3-agonisten in een concentratie van 0,75 ng/pl. 

2.3 Methode 

De derivatisering van standaarden voor de ijklijn, controles, stockoplossingen en standaarden voor 

de bepaling van de reproduceerbaarheld en herhaalbaarheid werd uitgevoerd conform 

RSV A0662. 

Derivatisering vond plaats na droogdampen van een bepaalde hoeveelheid (zie pipetteerschema 

voor ijklijnen) werkoplossing f3-agonisten en werkoplossing interne standaard (oplossingen 2.2.17 

en 2.2.15) onder N2• Aan het residu werd 1 00 pi derivatiseringsreagens toegevoegd {2.2.18) 

waarna de oplossing gedurende 40 minuten tot 60°C werd verwarmd om de derivatisering te laten 

verlopen. Na droogdampen van het derivaat onder N2 werd het residu opgenomen in PCB 138 

oplossing {2.2.2). 
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Alle metingen werden uitgevoerd op de lTS Magnum in Cl-mode, met GC-methode BAGO, 

acquisitiemethode BAGO en injectiemethode 2MICRO. Voor een gedetailleerde weergave van de 

procedures alsmede de initiële instrumentele parameters wordt verwezen naar de bijlagen 1 t/m 4. 

De resultaten zijn uitgewerkt op de karakteristieke ionen voor de betreffende 13-agonisten voor 

Cl-meting zoals weergegeven in bijlage 5. 

De responsfactoren voor clenbuterol en salbutamol zijn berekend tegen de respectievelijke 

d6-gelabelde interne standaarden, de responsfactoren van de overige 13-agonisten zijn berekend 

tegen de interne standaard PCB 138. 

2.3.1 Bepaling van de gevoeligheid en de lineariteit 

De gevoeligheid en de lineariteit van de methode werden bepaald aan de hand van twee ijklijnen. 

IJklijn I werd gemaakt conform RSV A0662, d.w.z. alle standaarden werden in WISP vials gepipet

teerd volgens het pipetteerschema zoals weergegeven onder 2.3.1.1. en na droogdampen onder 

N2 afzonderlijk gederivatiseerd. IJklijn 11 werd gemaakt door uit een gederivatiseerde stock

oplossing (2.2.19) te pipetteren in WISP vials, het derivaat onder N2 droog te dampen en op te 

nemen in gaderivaliseerde interne standaard oplossing (2.2.20). 

Beide ijklijnen bestaan uit de volgende standaarden: 0,1 ng/pl, 0,2 ng/pl, 0,5 ng/pl, 1,0 ng/pl en 

2,0 ng/pl. Alle standaarden bevatten tevens 0,75 ng/pl d6-gelabelde agonisten en 5 ng/pl PCB 138 

als interne standaard. Tevens werden als controles een blanco derivaat en een blanco met 

d6-gelabelde interne standaard met concentratie 0,75 ng/pl meegenomen conform de procedure 

voorgeschreven in RSV A0662. Beide controles bevatten 5 ng/pl PCB 138 als interne standaard. 

2.3.1.1 IJklijn I 

Het pipetteerschema voor ijklijn I is als volgt: 

Omschrijving Werkoplossing interne Werkoplossing 13-agonis-

standaard (2.2.15) ten (2.2.17) 

Blanko derivaat 0 pi 0 pi 

Blanke d6 stdn 200 pi 0 pi 

Std. 0,1 ng/pl 200 pi 20 pi 

Std. 0,2 ng/pl 200 pi 40 pi 

Std. 0,5 ng/pl 200 pi 100 pi 

Std. 1,0 ng/pl 200 pi 200 pi 

Std. 2,0 ng/pl 200 pi 400 pi 
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Deze oplossingen werden onder N2 drooggedampt, er werd 1 00 pi derivatiseringsreagens ( 2.2.18) 

toegevoegd. De derivatiseringsreactie verliep gedurende 40 minuten bij 60°C. Na het droogdam

pen van de derivaten onder N2 werd het residu opgenomen in 40 pi PCB 138 oplossing (2.2.2) . 

2.3.1.2 IJklijn 11 

Het pipetteerschema voor ijklijn 11 is als volgt: 

Omschrijving Stockoplossing 13-ago- Na droogdampen opgenomen in 

nisten gederivatiseerd 

(2.2.19) 

Blanco derivaat 0 pi 40 pi PCB 138 opl.(2.2.2) 

Blanco d6-stdn 0 pi 40 pi geder.int.std.opl. (2.2.20) 

Std. 0,1 ng/pl 8 pi 40 pi 11 11 

Std. 0,2 ng/pl 16 pi 40 pi 11 11 

Std. 0,5 ng/pl 40 pi 40 pi 11 11 

Std. 1,0 ng/pl 80 pi 40 pi 11 11 

Std. 2,0 ng/pl 160 pi 40 pi 11 11 

2.3.2 Bepaling van de herhaalbaarheid en de reproduceerbaarheid. 

De reproduceerbaarheid werd bepaald door een standaard van 0,2 ng/pl in tienvoud te derivatise

ren en vervolgens te analyseren op de lTS Magnum, gebruik makend van GC-methode BAGO, 

acquisitiemethode BAGOen autosampler-methode 2MICRO. 

De herhaalbaarheid werd bepaald door een standaard van 0,2 ng/pl te derivatiseren en vervolgens 

uit een monstervial tien keer te injecteren en te analyseren, eveneens met gebruikmaking van 

bovenstaande GC-, aquisitie- en autosamplermethode. 
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3 RESULTAAT EN DISCUSSIE 

3.1 Gevoeligheid en lineariteit 

In Tabel 1 en 2 zijn de resultaten weergeven van ijklijn I resp. 11 voor de onderzochte agonisten. 

De gemiddelde relatieve responsfactoren voor clenbuterol en salbutamol zijn berekend op de 

d6 labels, voor de overige agonisten zijn de responsfactoren berekend op de interne standaard 

PCB 138. 

Gezien de in het algemeen goede lineaire respons lijkt berekening tegen PCB 138 correct. Hierbij 

moet echter worden aangetekend dat voor extracten van urine en veevoeder PCB 138 als interne 

standaard minder geschikt is vanwege het grote aantal onbekende componenten dat ondanks de 

clean-up procedure nog in de extracten aanwezig is. Deze componenten elueren min of meer 

gelijktijdig met PCB 138, waardoor PCB 138 als gevolg van de chemische ruis soms moeilijk 

kwantificeerbaar is (zie fig.3). 

Uit de chromatagrammen blijkt dat orciprenaline en isoproterenol niet gescheiden worden, voor de 

berekening van de ijklijn is uitgegaan van de som van de respons van beide componenten. Ter 

bevestiging van het samenvallen van beide componenten in het chromatagram zijn orciprenaline 

en isoproterenol afzonderlijk gederivatiseerd en gemeten met genoemde GC-, acquisitie- en 

injectiemethode. Uit dit experiment bleken de retentietijden voor isoproterenol en orciprenaline 

gelijk te zijn. Er is geen verschil tussen spectra van beide componenten. 

De ijklijnen zijn weergegeven in fig. 1 a-e en fig. 2a-e. 

Tabel 1: ijklijnen I voor p-aganisten. 

Lin. regressie 
Var. Y = aX + b 

Component Gem. Std. Coêff. Cor. coêff. 
RAF afw. (%) a b 

Mabuterol 1,15 0,31 26,96 1,466 -0,141 0,9804 

Clenbuterol 2,02 0,18 9,16 2,050 -0,024 0,9987 

Salbutamol 1,99 0,10 5,13 1,865 0,052 0,9965 

Terbutaline 6,82 0,93 13,58 7,739 -0,289 0,9979 

lsoplOrei 2,97 0,60 20,25 3,773 -0,268 0,9952 

RAF = relatieve responsfactor 
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Tabel 2: ijklijnen 11 voor p-agonisten. 

Lin.regressie 
Var. Y=ax+b 

Component Gem. Std. coëff. Corr. coëff. 
RAF a tw. (%) a b 

Mabuterol 3,37 0,28 8,22 3,740 -0,094 0,9997 

Clenbuterol 2,30 0,26 11,20 2,514 -0,034 0,9996 

Salbutamol 2,55 0,24 9,61 2,708 -0,014 0,9989 

Terbutaline 9,33 1,10 11,81 9,799 0,034 0,9949 

lsoplOrei 4,05 0,60 14,73 4,272 -0,002 0,9933 

RAF = relatieve responsfactor 

Uit de resultaten in tabel 1 en tabel 2 blijkt dat voor de ijklijnen verkregen door verdunning van een 

gederivatiseerde stock (ijklijnen 11) in het algemeen een lagere variatie-coefficient wordt verkregen 

dan voor de ijklijnen verkregen door derivatisering van afzonderlijke standaarden (ijklijnen 1). Dit is 

in overeenstemming met de verwachting aangezien bij de ijklijnen volgens procedure 11 de variatie 

als gevolg van de derivatiseringsprocedure afwezig is. Uit de tabellen 1 en 2 blijkt tevens dat de 

gemiddelde responsfactoren voor alle onderzochte 13-agonisten voor ijklijn 11 hoger zijn dan voor 

ijklijn I. Mogelijk is dit te wijten aan een verschil in derivatiseringsomstandigheden tijdens het 

aanmaken van de ijklijnen. Bij controle van de gebruikte verwarmingsblokken bleek bij gelijke 

temperatuurinstelling tussen beide een temperatuurverschil van aoc te bestaan. Na correctie van 

dit verschil bleek tussen twee standaarden gederivatiseerd volgens procedure I resp. 11 geen 

verschil in responsfactoren. 

3.2 Herhaalbaarheid en reproduceerbaarheld 

In Tabel 3 zijn de resultaten weergegeven van de reproduceerbaarheidstest voor de standaarden 

0,2 ng/pl en 1 ,o ng/pl. Deze zijn berekend op ijklijn I, hetgeen in overeenstemming is met de in 

RSV A0662 beschreven procedure. 
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Tabel 3: Resultaten reproduceerbaarheidstest voor B-agonisten voor n= 10 

Std. 0,2 nglpl Gem. Std. Var. 
Meetwaarde Afw. coëff. (%} 

Mabuterol 0,22 0,06 27,88 

Clenbuterol 0,19 0,02 12,05 

Salbutamol 0,20 0,02 8,91 

Terbutaline 0,17 0,02 9,16 

lsoplOrei 0,16 0,02 13,92 

Std. 1,0 nglpl Gem. Std. Var. 
Meetwaarde Afw. Coëff. (%) 

Mabuterol 1,98 0,57 29,02 

Clenbuterol 1,03 0,08 8,16 

Salbutamol 1,06 0,03 2,87 

Terbutaline 1,25 0,14 11,04 

lsoplOrei 1,16 0,12 10,62 

Vergelijking van de resultaten in tabel 3 laat zien dat bij berekening tegen d6-gelabelde interne 

standaard (clenbuterol en salbutamol) de variatie-coëfficient lager is dan bij de tegen PCB 138 

berekende componenten. Kwantificering tegen een d6-gelabelde standaard verdient dan ook de 

voorkeur. Op het niveau van 0,2 nglpl (overeenkomend met 0,8 ppb in urine) is een variatie

coëfficient van circa 1 0% nog werkbaar. Mabuterol voldoet duidelijk niet aan deze eis. 

De herhaalbaarheid werd bepaald door tienvoudige analyse van een aliquot gaderivaliseerde 

standaard. Een hoeveelheid gederivatiseerde standaard (zowel 0,2 als 1,0 nglpl} werd verdeeld 

over tien vials en gemeten met genoemde GC-, aquisitie- en injectiemethode. De resultaten zijn 

weergegeven in tabel 4. 
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Tabel4: Resultaten herhaalbaarheidstest voor p-aganisten voor n=10 

Std. 0,2 ng/JJI Gem. Std. Var. 
Meetwaarde Afw. coêff. (%} 

Mabuterol 0,20 0,04 20,3 

Clenbuterol 0,19 0,01 5,37 

Salbutamol 0,20 0,01 4,96 

Terbutaline 0,21 0,03 16,42 

lsopl Orei 0,20 0,03 17,17 

Std. 1,0 ng/JJI Gem. Std. Var. 
Meetwaarde Afw. coêff. (%} 

Mabuterol 1,03 0,17 16,45 

Clenbuterol 1,00 0,06 5,74 

Salbutamol 1,00 0,02 1,93 

Terbutaline 1,02 0,12 11,75 

lsoplOrei 1,02 0,10 9,73 

Uit vergelijking van de resultaten van de herhaalbaarheidstest en de reproduceerbaarheidstest 

blijkt dat voor de meeste componenten de herhaalbaarheid een lagere variatie-coëfficient te zien 

geeft zoals zou mogen worden verwacht omdat bij de herhaalbaarheid de variatie als gevolg van 

de derivatiseringsprocedure niet van invloed is. Voor terbutaline en isoproterenol/orciprenaline 

geldt dit niet. In het algemeen is de variabiliteit van de resultaten groter dan verwacht zou mogen 

worden. De oorzaak hiervan ligt wellicht in het werkingsprincipe van de iontrap waardoor het 

instrument vrij sterk wordt beïnvloed door de componenten die verantwoordelijk zijn voor het 

achtergrondsignaal. 
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4 CONCLUSIES 

Gezien de problemen bij de kwantificering van PCB 138 is het gebruik van een alternatieve interne 

standaard (bij voorkeur de d6-label van de betreffende component) aan te bevelen. 

Uit de resultaten blijkt dat voor de componenten clenbuterol en salbutamol de lTS Magnum 

voldoet. De gevoeligheid op 0,2 ng/pl niveau is voldoende om een betrouwbare detectie en 

identificatie te garanderen. Voor deze componenten is de signaal/ruis verhouding op 0,2 ng/pl 

niveau beter dan 50. Door de chromatografische overlap van isoproterenol en orciprenaline is het 

niet mogelijk beide componenten afzonderlijk te bepalen. Met een aangepast ovenprogramma 

kunnen beide componenten wel worden gescheiden. Indien één van beide wordt aangetroffen 

dient het betreffende monster opnieuw geanalyseerd te worden met gebruikmaking van dit andere 

ovenprogram ma. 

Uit de resultaten blijkt tevens, dat de variabiliteit van de respons relatief groot is. Voor een aantal 

componenten levert dat nog juist voldoende nauwkeurige resultaten op (CV(%) < 1 0) voor 

kwantitatieve analyse. Voor de overige componenten is de reproduceerbaarheid en herhaalbaar

heid eigenlijk onvoldoende voor kwantitatieve analyse. Kwalitatieve analyse is echter wel mogelijk. 
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Bijlage 1 : Ge-methode BAGO 

Ovenprogram ma: 

Segment Temp. oe 

1 125 

2 300 

3 300 

Temp. Injector: 260 oe 

Temp. Detector: 260 oe 

Transfer Line : 260 oe 

Rate oe/min 

0,0 

10,0 

0,0 

Splitter open 2,00 min na injectie 

Time 

(min) 

2,00 

17,50 

3,00 



Bijlage 2: Acquisitie-methode SAGO: 

Mass range 240----4 70 amu 

Seconds/scan 0.450 

Acquire time 20 min 

Fii/Mul delay 400 sec. 

Peak threshold 0 counts 

Mass defect o mmu/1 ooamu 

Background mass 65 amu 

lonisation mode Cl 

Auto ion control ON 

Cal gas OFF 



Bijlage 3: Injectiemethode 2MICRO: 

I ~uL 
I ~uL 

r~ Ti01eCsl 

[]]Time(s) 
14 ~I 

14 ~1 

~ Time(s) 

~s Befare 

~s After 



Bijlage 4: Initiële instrumentele parameters voor de lTS MAGNUM: 

GC oventemperatuur: 

Transferlinetemperatuur: 

Souree temperatuur: 

Cl-gas voordruk: 

Filament emmision current: 

Ion trap pressure (in Cl mode): 

220°C 

22ooc 

220°C 

5 PSI 

10pA 

2*E-5 Torr 



Bijlage 5: Karakteristieke ionen voor Chemische Ionisatie meting: 

Clenbuterol-1-TMS [M+Hr 349 
37CI-[M+Hr 351 

Clenbuterol-d6-1-TMS [M+Hf 355 

Salbutamoi-3-TMS [M+Hr 456 

[M+H-HOTMSt 366 

Salbutamol-d6-3-TMS [M +Hf 462 

Terbutaline-3-TMS [M+Hf 442 

281 

255 

Cimaterol-1 -TMS [M+Hf 292 

[M + H-HOTMSt 202 

lsoproterenoi-3-TMS [M +Ht 428 

Orciprenaline-3-TMS [M+H-HOTMSt 338 

Mabuteroi-1 -TMS [M+Ht 383 
37CI-[M+Ht 385 
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FIG.2a Responsfactor Mabuterol versus concentratie in ng/ul. 
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FIG.2b Responsfactor C lenbuterol versus concentratie in ng/ul . 
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FIG.2c Responsfactor Salbutamol versus concentratie in ng/ ul. 
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FIG.3: Totaal ionenchromatogram van een urine extract 


