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Afdeling Diergeneesmiddelen 1982-07-16 

VERSLAG 82.69 Pr .nr. 505.0600 

Projekt : Ontwikkeling methoden voor het aantonen en be palen van 

diverse diergeneesmiddelen op niet microbiologische wijze 

Onderwerp: Verbeteren van de methode voor identificatie van dierge

neesmiddelen in diervoeders door middel van DLC 

Bijlage: 1. 

Doel: 

Nagaan of het gebruikte loopmiddel bij analysemethode EEG 311/VI/77 

vervangen kan worden door een minder schadelijk mengsel en of de zelf

gemaakte kiezelgelplaten vervangen kunnen worden door pre-coated p1a-

ten. 

Samenvatting: 

Bekeken is de mogelijkheid om benzeen te vervangen door tolueen, 

chlorof6rm, methanol of ether, of dat een ander mengsel gebruikt kan 

worden. 

De Rf-waarden van de diergeneesmiddelen werd bepaald op pre-coated 

platen in diverse mengsels en in enkele loopvloeistoffen op zelf

gemaakte platen. 

Conclusie: 

Zelfgemaakte platen geven de beste resultaten. Benzeen kan wel ver

vangen worden door tolueen. 

Verantwoordelijk: drs F.G. Buizer 

Hedewerkers/Samenstellers: Y. van Hemert, H. Roozenda;r. H. Visser . I 
\.À'. .·- . I'V 

Projektleider: drs F.G. Buize~ f [ 
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Inleiding: 

Voor de kwalitatieve bepaling van diergeneesmiddelen wordt gewerkt 

volgens voorschrift EEG 311/VI/77. 

Het gebruikte loopmiddel bevat benzeen. Dit is schadelijk voor de 

gezondheid; daarom is gezocht naar een vervanging hiervan. Tot nu wor

den voor deze bepaling zelfgemaakte kiezelgelplaten (dikte 0,8 mm) 

gebruikt. De dikte van de opgebrachte laag is afhankelijk van de snel

heid, waarmee het opbrengapparaat over de platen wordt getrokken. 

Dientengevolge worden nooit exact dezelfde platen verkregen, terwijl 

pre- coated platen wel onderling even dik zijn . 

Werkwijze: 

Uitgegaan is van EEG- voorschrift 311/VI/77 (zie bijlage). De mogelijk

heid om benzeen te vervangen door tolueen, chloroform, methanol of 

ether is onderzocht. Telkens zijn ook variaties in de samenstelling 

van de loopvloeistof bekeken. 

Omdat men ook over wilde stappen op pre-coated plate n zijn deze 

mengsels hierop getest . 

De Rf- waarden van de meest gebruikte diergeneesmiddelen zijn telkens 

berekend. 

Tenslotte zijn die mengsels die het meest geschikt waren ook op zelf

gemaakte platen getest. 

Resultaten: 

De gevonden Rf-waarden, van de meest gebruikte diergeneesmiddelen, bij 

de verschillende systemen staan vermeld in onderstaande t abellen. 

8269 . 1 - 2 -





- 2 -

Tabel 1 : Rf- waarden van de meest gebruikte diergeneesmi ddelen op pre- coa ted platen. 

1 2 I 3 I 4 5 6 I 7 8 9 I 10 ! 11! 12 13 ! 14 ! 15 ! 16 ! 17 ! 
I I I I I I I 

I I I I I I I I I I I I I I I ! l tolueen I 20 
ether I I I I I 60 I 6o I 6o I I I I I I I 
chloroform 1 60 1 60 1 60 1 60 1 45 I 6o 

1 24 124 
1 60 1 6o I 

136 
I 3o I 45 I 6o I 4o 

ij sa zijn 24 24 30 30 24 I 24 24 24 112 I 24 I 24 I 36 I 24 I 24 
aceton I 8 I 8 I 8 I 1 2 I 8 I 4 I 8 8 I 12 I 8 I 8 I 8 I 12 I 8 I 6 I 16 I 8 
water I 2, 5 I 1,5 I 2, 5 I 2,5 I 2 , 5 I 2,5 I 2, 5 4 I 2 , 5 I 3 ,5 I 1 , 5 I 2, 5 I 4 I 2 ,5 I 1 , 8 I 2 , 5 I 2 , 5 
methanol I I I I I I I I I I 6o I 4o I I I I I 

0 , 531 
I I I I I 

carbadox o , 61 I o,51 I o ,57 I o , 63 I o, 63 I o, 55 I 0 , 46 0 , 48 o , 6o I o ,3 8 I 1 , o I 1 , o I o, 74 I o , 63 I 0 , 60 0 , 46 
dimetridazol o, 8o I o, 71 I o , 66 I o , 78 I o, 76 I o , 7 6 I 0 , 61 o , 62 I o , 6o I o , 6 7 I o , 4o I 1 ,o I 1 , o I o , 67 I o , 6o I 0 , 55 0 , 62 
amprolium 0 I 0 I 0 I 0 I 0 I 0 I 0 0 I 0 I 0 I 0 I 0 , 1 I 0 , 1 I 0 I 0 I 0 0 I 
ethopabaat o, 85 I o,82 I o,83 I o,87 I o , 88 I o , 81 I 0,80 o , 84 I o , 81 I o , 82 I o , 72 I 1 , o I 1 , o I o , 93 I o , 84 I 0,88 o , 71 
furazolidon o,49 I o , 44 I o,46 I o,52 I o, 5 1 I o ,44 I 0 , 42 o , 56 I 0,44 o, 46 I o,38 I 1 , o I 1 , o I o , 65 I o , 52 I 0 , 53 0 , 41 
ronidazol o, 53 I o ,49 I o,5o I o ,58 I o,6o I o, 51 I 0 , 65 o, 7o I 0, 65 o , 94 I o , 72 I 1 , o I 1 , o I o , 74 I o , 63 I 0 , 56 0 , 45 
.sulfadimidine o , 81 I o , 78 I o, 76 I o,81 I o , 82 I o, n I 0, 79 o , 84 I 0 , 80 o , 79 I o , 67 I 1 , o I 1 , 0 I o , 87 I o , 73 I 0 , 79 0 , 67 
sulfachinoxaline o , 83 I o , 8o I o, 78 I o,83 I o , 85 I o , 79 I 0 , 87 o , 9o I 0 , 87 o , 82 I o , 66 I 1 , o I 1, 0 I o,89 I o , 8o I o , 8o 0 , 73 
nitrovin I I I I I I I I I 1,o I 1 , o I o , 66 I o , 41 I 0 , 30 0 , 27 
olaquindox I I I I I I I I I 1 , o I 1 , o I o ,52 I o , 3 7 I 0 , 29 0 , 26 
metichlorpindol I I I I I I I I I 1 , 0 I 1 , o I o , 62 I 0 , 461 0 , 45 0 , 32 
arprinoc id I I I I I I I I I 1 , o I 1 , o I o , 92 1 o , 84 I 0 , 85 0 , 66 
s ulfathiazole I I I I I I I I 1 , o I 1 ,o I o , 66 I o,53 I 0 , 54 0 , 45 
D. O. T. I I I I I I I I I I 1 , o I 1 , o I o , 94 I o , 86 I 0 , 89 0 , 73 
robenidine I I I I I I I I I I 1 , o I 1 , o I 1 , o I o , 95 I 0 , 95 0 , 87 

I I I I I I I I I I .. I -- _ _l ___ _l_ 
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Vervolg tabel 1 : Rf-waarden van de meest gebruikte diergeneesmiddelen op pre- coated platen 

I 18 I 19 I 20 I 21 I 22 I 23 I 24 I 25 I 26 I 21 I 28 I 29-----r~-T--31-- l 
I I I I I I I I I I I I I I I 

I 
tolueen I 4o I 3o I 20 I 30 I 30 I 3o 35 I 20 I 20 I 4o I 4o I 4o I 3o I 6o I 
ether I I I I I I I I I I I I I I 
chloroform I 10 I 30 I 4o I 3o I 3o I 30 25 I 4o I 4o I 20 I 20 I 20 I 3o I I 
ijsazijn I 24 I 24 I 24 I 24 I 24 I 20 24 I 24 I 3o I 24 I 24 I 24 I 6 I 24 I 
aceton I 8 I 8 I 8 I 8 I 12 I 16 12 I 12 I 12 I 8 I 16 I 16 I 8 I 8 I 
water I 2,5 I 2,5 I 2,5 I 3,5 I 3,5 I 3,5 3,5 I 3 ,5 I 3 ,5 2,5 I 2,5 I 3,5 I o,2 I 2,5 I 
methanol I I I I I I I I I I I I I I 

I I I I I I I I I 
carbadox 1 o,39 I o ,32 I o,42 I o ,3 9 I o,42 I o,45 o , 37 I o , 44l o ,5 6 I o ,38l o , 45l o,42 I o ,11 I o , 46l 
dimetridazol I 0,59 1 0,47 1 0,65 1 0,52 1 0,61 1 0,63 0,561 0 , 641 0 ,70 I 0,57 1 0 , 611 0,611 0 , 461 0,651 
amprouum I o I o I o I o I o I o I o I o I o I o I o I o I o I o I 
ethopabaat I 0,57 1 0,53 1 0,64 1 0 ,58 0,63 0,651 0 ,5 71 0,681 0,741 0,561 0,631 0,6 2 1 0,431 0 , 61 
furazolidon I o,3 5 1 o,3o I o,37 I o,32 o ,3 9 o , 42 I o ,34 I o,4o I o,48 l o,35 I o,42 o,4o I o,23 I o ,42 
ronidazal I o , 43 o,33 I o,42 I o ,4o o,43 o,44 I o,38 l o,43 I o , 55 I o,4o I o,47 o , 44 I o , 18 I o , 5o 
sulfadimidine I 0,50 I 0,50 I 0,61 1 0 ,53 0 ,58 0 , 631 0 , 53 1 0,64 1 0,711 0 , 521 0,60 0 ,591 0,391 0 ,5 6 
sulfachinoxaline I 0,56 I 0 ,56 1 0,64 1 0 ,57 0,63 0 , 66 1 0 , 57 1 0,67 I 0,73 I 0 ,56 1 0 , 64 0 , 631 0,391 0 , 61 
nitrovin I o,26 I o,17 I o,22 I o,23 o,25 o ,21 I o,22 I o,26 I o,39 I o,24 I o,3o o ,28 I o , o2 I o,35 
olaquindox I o, 2o I o,16 I o ,21 1 o , 19 o ,22 o,23 I o,l8l o,22 I o,33 I o,2o I o ,24 o,22 I o,o4 1 o,26 
metichlorpindol o,23 I o,2o I o,26 I o,24 o, 28 o,31 I o ,23 I o,29 I o,39 I o ,24 I o,31 o,28 I o,o9 I o ,2 9 
arprinacid 0,67 1 0 ,53 1 0,72 1 0,63 0,68 0 , 671 0 , 611 0 , 69 1 0 ,7 61 0,611 0,66 0,65 1 0,391 0 , 67 
sulfathiazole 0 , 31 1 0,30 I 0,37 I 0,34 0,36 0 , 39 I 0,33 I 0 ,40 I 0,491 0,321 0 ,40 0 ,37 I 0 ,17 I 0,38 
D . O. T. I 0,64 1 0,60 I 0,71 1 0 , 63 0 , 69 0,68 1 0 , 641 0,691 0 ,75 1 0,62 1 0,67 0 , 661 0 , 441 0,69 
robenidine I 0 ,70 1 0,70 1 0,78 1 0 ,73 0 ,75 0 ,75 1 0 , 731 0,811 0 ,85 1 0,63 1 0,74 0,73 1 0 ,5 31 0 , 75 

I I I I I I I L ______ _j _____ j I 
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Tabel 2: Rf-waarden van de meest gebruikte diergeneesmiddelen op 

zelfgemaakte platen 

A B c D 

tolueen 60 60 60 60 
ijsazijn 24 24 24 30 
aceton 6 10 8 8 
water 2,1 2,8 2,5 3,5 

carbadox 0,14 0,24 0,23 0,25 
dimetridazol 0,24 0,'•4 0,43 0,41 
amprolium 0 0 0 0 
ethopabaat 0,29 0,42 0,39 0,'•2 
furazolidon 0,19 0,26 0,26 0,26 
ronidazal 0,20 0,28 0,28 0,34 
sulfadimidine 0,26 0,35 0,34 0,36 
sulfachinoxaline 0,35 0 ,Lil 0,42 0, '• 7 
nitrovin 0,06 0,10 0,10 0,13 
olaquindox 0,06 o, 11 o, 10 0,12 
metichlorpindol o, 10 0,16 0,16 0,18 
sulfathiazole 0,17 0,23 0,21 0,24 
D.o.T. 0,53 0,54 0,58 0,61 
robenidine 0,48 0,59 0,63 0,68 

Conclusie: 

Met verscheidene loopvloeistoffen werd een goede scl~iding op pre

coated platen tussen de standaarden bereikt (tabel 1). Wanneer echter 

op deze platen niet alleen standaarden maar ook verschillende monsters 

werden opgebracht, bleek dat de verontreinigingen, welke na de voor

zuivering nog altijd aanwezig zijn, te veel storing gaven . Door deze 

storing was het niet mogelijk om stoffen met een hoge Rf-waarde te 

kunnen onderscheiden. Het mengsel no. 31 gaf hierbij nog de beste 

resultaten. Wanneer men dit mengsel gebruikt bij zelfgemaakte platen 

heeft men geen last van deze storingen . 

De kleine variaties op dit mengsel staan vermeld in tabel 11. 

Gezien dit feit, alsmede dat de eluttetijd van pre-coated platen onge

veer 2 maal de tijd is van de zelfgemaakte platen moet geconcludeerd 

worden dat naar het werken met de zelfgemaakte platen nog steeds de 

voorkeur uitgaat waarbij het mengsel tolueen-ijsazijn-aceton-,.;rater 

(60-24-8- 2,5) gebruikt kan worden. 
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EEC- nu l!lber: J 11 ;._,, /1 j - E 

.Rijksl andbouwproe fst at ion Ma a s tricht BIJLAGE 1. 
· Draft Me tbod 

Autbor: Miss C.M.J. Stege n 

TRAGING AND IDEl~IFICATION OY COCCIDIOSTATS AND SOME OTHER 

CHEMOTHERA.PEUTIC AGENTS D~ Al~TIIJAL FEEDD~G STUFFS BY THIN

LAYER CHROMATOGRAPHY 

1) Scope and field of application. 

This metbod permits the tracing and i d entific a tion of tbe cbemotber

apeutic compounds li s t e d b e low in animal feeding stuffs, if prese nt 

in amounts down to about 2 mg /kg. Once an analyst bas got sufficient 

experience to make a distinction betwe en tb~ spots originating .from 

other f e ed compone nt s and the r e levant spots by examinatien under ... l 

UV- light, h e will be ahle to screen about 3 to 10 samples a day. 

The compounds concerne d are: acetylenheptin, buquinolate, carbadox, 

d e coquinate, dime tridazole, diaveridine, dinitolmide, ethopabate, 

furazolidone, methyl b e nzoquate , meticlorpindol (clopidol), 

nicarbazin, nifursol, nitrofurazone , nitr ovin, pyrimethamine, 

r obenidine, ronidazole, sulphaquinoxaline, sulphaguanidine, 

sulpbacetamide, sulpha nilamide, sulphadimi-dine , sulphapyridine, 

sulphadiazine, sulphadimethazine, sulphame razine, sulphathiazole 

and sulpbadimetboxine. 

2) Principle. 

The feed is extracted by reflmd.ng witb ·methanol. Interfering f'e e d 
( . 

\\ components are remove d by pouring througb an aluminium oxyde column. 

Aîter concentration, tbe purified extract is spotted to two TLC- plate 

one wi tb Si02 , the other wi th Al 2o
3

• Aft er development, the plat es 

are examined under UV-light. If d e sired, tbe plat e s are s prayed 

with Dragendorf'f reagent. 

3) Reagents. 

All chemieals should be of analytical r eagent grade unl e ss otherwise 

stat ed. 

3.1. Methanol 100% 

3.2. Ethanol 96% 

3.~. Chloroform (containing 0.6 - 1.0 %ethanol) 

3e4. Hydrocbloric acid (sp. gr. 1o18) 

3o5• Ammonia (sp. gr. 0.91) 



I 

, ... 
' · ( 
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·.3 .•. 6. Methanol - chloroform mixture: adë 1 vqlum~ of 3.1. to. 1 volume 

of 3. 3. and mix v;ell 

3. 7. Methanol - h:ydrochloric miÀ-ture: add 2 volumes of 3 .4. to 98 · 

volumes of . 3.1 o .and mix well 

3.8. Aluminium o~yde, standardized according tQ Brockmann, activit~ . . 
grade II-III (e.g. Merck ~FR 1097) 

3.9. Aluminium oxyde GF 254 for TLC (e.g. Merck GFR 1092) 

3.10. 

'3 ."11. 

Silica gel, according to Stahl, GF 254 ( e. g~ Merck GFR 773·0) 

Hydrochloric acid 6 N 

3.12. 

3.13. 

. 3.14. 

3 .15. 

I , 

Acetic acid 100% 

Nitric acid 25% 

Bismuth ox~de nitrate 

Potassium iodide 

3.16. Developing solvent mixtures: 

3.16.1. 600 parts by volume benzene 

240 
' ' 

60 
' ' 

24 
' ' 

3 .16.2 •. 90 , ' 
10 

' ' 
3.16. 3 .• 95 ' ' ., 

5 , ' 
3.16.4. 90 ' ' 

10 
- ' ' 

3.16.5. 90 , ' 
10 

' ' 

' , ' ' 
, ' ' ' 
, ' ' ' 
' , , , 
, , , , 

' ' ' ' 
, ' , , 

' ' ' ' 
' ' , ' 
, , , , 

ace€ic a6ia (3:12.) 

acetone 

water 

h~~rochl6ric ~cid 1N 

m·~thanol ( 3.1 ~) . .• , ,. 

chloroform ' c3 :3 ~) 
' _. t I . · t· ~, •"- · 

m e t~~n~l (~.1: i · -_ .. 
chloroform (3.3.) 

. . ; .. : 

methanol . (3 .1.) 
. ' 

methanol _ (?.1.) 
"" ;'; .. · . .-.~: "' aceti-é acid (3o12.) 

, • • I "' 

-
._ ~l ' • ) \ 

.. \ . 

... .. ' I 

<: -:· 

:: . . , ·.) 

• ,-J ' 

-~- ... _L 

3.16.·6. 80 
' ' 

- ·· methanol (3.1.)··- :.· · .. . , · .. ··_:. , ' . .. ' ' 
,,. ·. 20 . ·,' '' '' ~detic a~id (3;12·.) -.... : "( l :; 

. , . r 

. ' . 

· 3.-17. bet e ct ion ( spraying) agerits ' '~ :· ·> 

.. ~ 

3.17~1. Modifie d Drage~ddrff reage nt ·· 

Stock solution: di~iolve 8 g bismuth oxyde niirate (3.14o) 

in 25 ml nitri~ - ~cid (3.13~). Add this .soiut{ 6ri toa 

mixture of ' ) ml hycirochloric acid (3~· 11) and ' 20 g 

potassium iodide (3.15.). This mixture m·ust become a .. clear 
• - 0 - . 

solution. If not, add more potassium iodide t:i.nd hydroêblori 

.acid (3.11.)., Fill .. UJ? with w~ter to 10Q ml, st?r.e __ in 

refrigerator • . 
~. .. - . . 

'working solution: add to .29 ml ' w~ty!' 5 ~1 hydroë_h_loric 

acid ( 3 .11 _.), 2 ml . s t .o ck . s alution and ·6 · ~l 6N N~OH solutie 
. . J ·. . ,; . : ,·.. :' . . : . 

If a wh:i,.t e pre cip it a t e mig~t ~ c ~n-r _~ . ad~ s ome HÇl : .. 
! • ' ': ; _; "" • ·. ! . . ) . L • ., " ~ . • 

( 3 .11.), until .a çl e ar salution :j..s obtaipe d • 
. ~~ ' _:. .. ~ . (~! :.~ .~~. -' ~~ 



/ 
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'' -3-
.. • 1 • • 

Sat'u i'e. tèd ·sol ut i on '· of bar i u.mdiph<::nyl e.IIJine-4-sulpbor:iate in 

me thanol (3.1.): dissolve about Oo2 g into sf:'ve'ral ml dimet] 

formamià.e an:d fill · ·J~ to 1.00 ~1 wi t .b metharto.l ( 3 ;1;). . ,._ 

3.17.3. Reagent on sulpbonamides: dissol ve 5oó ··mg 4-dimetbylamino-
-~· :-.: .: . ( 

· ·. ·, . -:· ., '· .... ' . ."'". . . . . : · 

be'Iizal'aeeyde irito 25 Dil bydrochloric acid ·(3.4.-) ·and 25 ml 
. ,,. 

ethanol ( 3.2;). · · ·:· 
\ 

4· .... ~ .Appa,ratus/equipment ·. ··. . . ·. ·;. . . . . 

4.1. Glass tube witb restrietion on on~ end, for chrom~tog~apby, 

lengtb about 300 mm, inner d!Lameter ~2 · .. - 25 rum.: ,· .' : 

4.2. Magnetic stirrer witb beating 

4.3. Centrifuge, for tubes 100 rol, about 4000 rpm. 

4. 4. Tbin-layer cbrornatography equipment ·; 

.. ; . . 

4.5. Syringe 0.1 rol, e.g. Haruilton threa~~d .plunger syringe . -

4.6. Rot ar;y evaporator .. .. i 

4.7. Drying cabin~t ~~~fera~~y with forced ventilqtion 

4.8. Normal laboratory glassw~rk 

5. Preparation of TLC - plates 

5.1. Silicagel\ tor:·_·rr.le pr~paratiot). ' of 5 plat es, ·sbake. 70 ''i~ silica ge 

GF 254 (3.10.) .witb 140 _ll)j_· water for · 1-} minute; SJ?reaq tbe resul 

ting suspèn~ion with §pre~ding apparatus over 5 20x20 " cm plates, 

thiolmess ot'láyer ~·óJf mtb.';' Allow to dry in the laboratory atm:c 
... '.. • j .:--_., :· . - ' . .,.. " . . • , . ~ .. . • 

phere for at least 15 m1.nutes, and afterwards for 45 minutes - . ( 

at 120°C in the . drying · c~~inet (4.7:). Keep plates in exsiccator 
~ r ..... . ,.1 . ./ · 

wi th blue _silica gel~ · 
. i. ... ' ·.· · ~ -: ( 

5.2. Aluminium oxyde: för the :.:;preparation of 5 , Pl~tes: .shake 120 g 
\ . . ... ...... t -~ . . "' 

aluminium oxyde (3.9~ wi~~ 150 ~1 w~ter for 1! minute ; spread tt 

re sul ting suspension with ;~:r.readj.g& :· ~pparatu~ over 5 20x20 cm 

plates, thickness of layer ·<? tê . ~· Leav~ . ~he ,plates .. for at l east 

. :···1·.5 .. minu-tes to the 1 aborato~y a.tmosphere and dry afterwards for 
.:. • - . .... • •• • ) : , ~ • ! #. 

~~ ~iH~t~~ - in the_d~ying ca~iQet : Ç4~7.) at 120°C. Keep tbe plates 

.. .- ;in .- ap ex!p>iccator wi'th blue silicagel . 
·' . . ) . . ., ... . ' I : • 

.. ·. ·6. E~t;~ction and · :purific~tiè~ ;' · ;:· .. ' 
: .' ; . ··,,: ,; • r f 'ç ... .. ' \. --

We'iglÏ.abOUt _10 g of f~ed (or ·less if a bigher th.an normal conte nt is 
... · • '1. '1 · '\ ' • ' J ""r,, · • . 

· to. be expe cted) into a con i cal- · fl ask óf · 200 ml. · Add 50 ml methanol (3 
.~ \ 

god reflux for 5 minutes und e r stirring (4. 2o ). Cooi down and filter. 
. ~; .L..: .s{~f'r :·tbe re~ti.i~B~d · en~ of tb.~- g l ass tub~ (4.1 .• ·) with ootton wool, 

'- . • t ,. .... • .. . r . . 

, . .. ,_r; ·.- ~d. -P.our '-~5 -·g .; aluniinui{mi ··· ox;ide '\~.: B.)into 't he tube . The whole filtrat 
• ' • • • ' ' ' "l' ( • ' :"" ~ } • • • ' 

i's transfërr ed to tné töp of this column; tbat is rins ed again wi th6C 

: etli~n~f c 3 . 2~' ): · · Th~ tÓt~l throughput ' of the column is collected into 

a~round-bottomed evaporatiqn flask~200 ~' e v aporated in the rotary 
~ 
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' e v a porator (~.6.) at 50°C and tbe residue di s solved into 1 rol methanol 

chloroform (3.6.). This is salution 6.1 .. 
Af ter tbe rinsing wi th 60 ml ethanol ··c 3 . 2~.) tbe column still con

tains most of tbe eventually present sulpbonamides . Elute tbe $Ulpbon-
, 

~ides witb abo~t 70 ml ~ethanol/HOl (3.7.) ,using tbe - green/y:.~~ow 

f~ed .subs.tances as a gui~e: wben all _of .the green/yellow band . pas been . . . . : . . 

e1 uted, the sulphonamides also may be considered .as el uted. -Ço).lect 
_, • . ~ . , ' I • .· : . • • : 

. , 

the. eluate . in a separate f).ask, add ammonia (3 .• 5.) until . a pH of about 

6 is obtained '· remove an. eventually 

or centrifugation and evaparate tbe 

_orator (4.6.) at 50°C. D~asol~e the 

formed precipit.ate by. fil t::r.ation 
• . • t • . • 

cl ear liguid in the ... ro.t .ary evap-
- • ,J ·. ' •• 

residue in apout 3 ml methanol/ 

chl,orofol(m ( 3 . 6 .) . an~ r e move the remaini ng pre cipi t at~ bY, .. ceptrifug-
~ . . ~l 

-ation. This is s~lution 6.2 •• r ~ --: 

N. B. Last-minute addi tfon: the eventual prese·nce cf met·pyl b.enzoguate 

may render the reductión of tbe amount of al umini urn oxyde ·{.3-.. 8.) i! 

·the col u.mn from 25 to 12 .g · necessar;y:, since MBQ ~tends to :Temain in 

the 25 g, but leaves the • column when -':12 g bas been used-. This reduc

tion might give rise to more spots from normal feed ingredients; this 

should, bowever, be no problem to an analyst with ample cxperience 

into the m~tbod; ·' 

?~ ·Application of the purified extract to t .he ·pl,ates • .. ~ .. r -. 

·· Befare the plates , bot·b thè Sio2 and the Al2o
3
-plat.e-s, are._ spotted 

wi th · the plirified extracts, they have ;to --be act i vated by ;taking them 

ou~ of _ tbe exsiccator and heating them for half an hoür a~- 100°C. 

Then . app,ly, -•in a 1 ·~ cm line, 0.05 m!l ·:-of 6 .1. and 0.08 .,ml _Qf 6.2. to 

both an Sï02 and an A1 20._3-plate·. -.If raJ.ready an indic·at.iro.n of _the na

ture of thè additive(s) ·has beén . gained , : apply -. also .. t .bè . re~ey-ant 

standard ·spo-ts: d-issolve ·10 mg of the pure product _ into 10::ml (3.6.) 

8 .. 

·- imd apply next to the sarii]lle spot,,0.02 ml of this solut;ion(.s) _to 

· the pl ate·s. 

.I 

Development of ~he plates_. · 
. . ' ' ~ · ; : 'i . 

8.1 Si02-p:t,ates: to . preve~t the . .: appearance of doubl_~ ~~oe~ l_in~.s (sep-

aratioii of the developing solvent?) keep the platès aftër applic-
o .- : .- ~ - .. 

ation of the extracts for 15 minutes at 50 C and place them after-

wards immediately into tb~ u1s~turated de~eioping troü·gli·,. contain-
. . •' ' \ . ~1 

ing ~developing sol vent 3.16 .1. Deve lop until 3 cin from tbe -·upper 

edge, dry the piates at 50°C 'in thê heating· ·ca'b·inet · (4.7.) and 

check by nose that all developing solvent·· is gone~ 

8. 2 Al2 o
3
-pla"tes: eg\üii brate the ·develb'ping .. trough ~ wi th d~yeloping 

sol vent.? .16 .4. To· perform: th:ii.s, cover the'. walls .- of the t.rçn~gb 

witb filter paper, pour solvent 3.16.4. into the trough, cover 
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tbe tro§gh and wait for one hour before putting in tbe plate • 
.. 

. -Procee d . furtber as under 8.1 •• 

. . .. . . , . 
'9. ·Dêtection. > • 

.; Fot- a:n· anàlY.~t skilled ' i:n' the .:methoa, the· only necessary w:a::r -or aetec
_· .: :I •.' ~ t1ob. I i-~ scruti'rtizing tbe .dried :plates under UV-light of 254 nm ... and 

~ - ~-~ :~66 ·nm,Tbe>Rf-'-\r~aîues," ·: ;coi:hbined with fl .U:ore'sc.ence· colour resp·, • 

.:';:• ~:Uen .bbing, are · ·su.f.fi cient to trace an·d· identify t~be compoU:Ods 1isted 

. , 

f 

( 

.. 'i 

.. '·u.nder 1- -~· i , sure1y .'when sp·ots of the j:)ure substances a:re next· -to tbe 
. " . . .- _, ... . .·. ·ï .· .. . . . . .. . . . . . 

· -!_ ·. • ·sa~p·u~ · spot ·s . Of course·, ·tbe R:r-v al u es .. tnay vary, from ·1 äboratbry to 

\- · 1aborktöry and ·even in: the sàme labor·atory, rnairhy .due '·to "varïations 

.. ~ ' . 

in 'ktino'sphei-ic ·condi tions. Therefore, the gi·ven Rf-val·ûes have ··to be 

considered as guide1ines. To provide one~~tf ~itb mor~ - certairity, 

spec-:i'-al:ly .d.aing tbe. · start . of_ tbe work wi tb the m~thod, the spr_aying 

ag'ent~s (3,.;17.1.), c(3.17 .. 2.) .. and (3:.:17. 3.} _-D,lay be app1:i,ed • 

: The .. ·Rf-.'val ue_s ·, · round in ow 1aborat~ry and the co1ours p.nd~r -. 254 nm 

and' 36'6 .nm .are ·gi ven .. in ttie 1tab1e in 11• ~ 

. ·. _ ... . =. ~"' - . . ~ -~ : . .: :,; . :. \~ ; ·: ·. 

10. SpeF~~-- r em.a_:..ks. .L. _ . 

The Rf-value of a substance may be influe nced by a~êornpan~ing feed 

substances (e.g. by impairing tbe flow of the déveloping agent). If 

this leads to . insee.urity, ·a compar_ab1~ ~ol,lllt of the suspec~ed addi ti 

s•hbtüd··:·:be added to the extract , <;illd tbe 'rLC repe~ted • . If the . added 

produc't is .i-dentic.al to .the one al~ea~y _. present ,; ( only,_ o~e sp,o~ wi11 

appea:P ; :i:.f: .-dif:ferént, two spots • . _ _ .·_;·: 

F · · 1·· · · 1 k h t b d thi molecule b · or .Gl)J}lpr:o ~ um a spe c ~a re mar ··- as o · e ma e·: . ~ s · · ., , ·. · · e 1.ng 
• . ', .J • ' 

a qU.áternar.y. :-ni trogen c~mpoimd, .. will a<?-l;le:.r~ to the crigin wi tb · the 

ment·1oned ... s·ystems ·~.- When , à spot, - ~1,1spected to b _e ·- ampro~ium, remains 

in ,-thè o!"igi'n on the S·i02-plate-, tben, ?-fter ~nspe~tion under UV, 

covei ::the lewest 2 cm of t ·he . . plate witb_ ,f;'ilter ' paper and deve~-<?P 

again, now in 3 .16.2. The filter paper is necessary to . prevent _. crumb-

ling away of tbe layer in contact witb tbe solvent. Now amprolium 

~o~es !.. 1 , to a~out ~f~ 4?, but the fluorescence i -ndicator' 
-·Thereföre, aft er ) drying r:. the pi--ate must=-· be sprayed wi tb 

is dest'roy.ed. 

3.17.1 ·., 
· : ~ : . . gi v_=in~ ~ · o~tilige ,-~ red· spot. .. J • _; 

. - · .: . ! ~ . . .. . ~ . . . .. . . . ~. . . ' : 

; ;· __ l~?r.~-ally~' ·: 9nlY. , :the dev,_rlopip.€S _ s~:~vents 3.16.1.and 3.16.·4. are used 

. .,-The .solvents 3.16.3. ,3.16.5. and 3.16.6. are on1y mentionêd as alter 
• • •• • • '...., . • :- • • i • 

; . atives in the ca9es where 3.16.4. does not give a satsfäctory result 
...., \. ,, • • . j ... I ~ . .) : ! 

on tbe Al2o,3;:-plate , • . 

_-.-r ::-._ ,;-:- The purifJi ·ed,'i·.conce:çxtrated extrac.ts · (~:.J.) .~9- - (6.2.) may be 

- ~ ~·Jkèpt f:cf>r severa-l .•t days t _o .. repe.:.e.Y. the TLC if de_sired. 
,..,. .· ..,. __.. 
_,.,. , !,' "' .. 

' ' ·' 
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~1. Table of Rf-values and colours under UV of the different spots • 
.. 

Addït i ·ve '$ 

name 
Rr-value x 100 

Si+3~16.1. Al+3.16.4 

Ace·.~y-lenhept in 
Amprol i um 

Bu~U"~nolàte 

Carbadox·· 
Decoq.uinate 

llj.met"ridazole 

Diaveridine 

Dini tolniide 

Ethopabate 

( F1.1ra~olidone 

· r urnico.zone 

Metbylbenz.oquate 

Met i cl orpindol-
Nicarbazin cornp.1 

, ' ' , 2 
Nifursol 
Nitrofurazone 

:ritrovin, 
Pjrrirnethamine 

RQbenidine 
Ronidazole 

Sulphaquinoxalin 

-77 
0 

3'6 
27 
42 
59 
14 

?5 
5~ 

36 

i1 
27 
22 
· 8 

64 

16 

62 

16 

20 

77 
41 

51 
r, qulphaguanidine 11 

· Sulp~1acetamide 23 
Su~phanilarnide 23 
Sulphadimidine 43 

Sulphadiazinè 35 
Sulpbapyridine 43 

S.ulphamerazine 46 

SUlphathiazole 28 

Su~phadimetboxine 60 

59 
·5 

64 

74 
64 

85 
59 
'55 
76 
72 
58 
40 

32 · ..... 

67r 
0 

29 
57 
70 
86 

50 
79 

6 

3 
24 

20 

19 
4 

6 

0 

7 

Colour 
at.?54 nm 

dark brown 
blue 

blue 

dark blt·.e 

blue 

blue 

blue 
blue 

blue 

black 

black 

blue 

blue 

light blue .. 
yellow-browm 

dark brown 
black 

dark brown 
brillant· blue 

brillant blue 
· : bluè 

dark blue 

blue 
blue 

blue 

oiue 
•' 

blue 
blue 

blue 

blue 
blue 

Colöur 
at 366 nm 

black 

blue 

yellow 
blue 

black 

black 

blue 
black- 1 , 

blue 

black wi th tai 

bl ack wi th tal 
black with 

yellow ·cim 
black 

light blue 
light blue 
dark blue 

black 

black 

blac:k 

black 

black 

black 
black 


