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II 

SAHENVATTING 

Er is een multimetbode ontlo~ikkeld voor de bepaling van de "(3-blocker " 

carazolol en de tranquillizers xylazine, azape ron, acepromazine, halo

peridol, propionylpromazine en chloorpromazine in varkensnier . De 

methode is gebaseerd op een eenvoudige voorzuivering met Seppak C-18 

kolommetjes en "reve rsed phase" hogedrukvloeisto fchromatografie met 

fluorescentie- en UV- detectie. De bepaalbaarheidsgrens voor carazolol 

is 0,3 ~g/kg en voor de overige componenten ligt deze tussen 1 en 

10 ~g/kg. Het terugvindingspercentage is voor alle componenten groter 

dan 90%. Alleen xylazine geeft een lager resultaat van ca. 50%. Met 

uitzondering van haloperidol en chloorpromazine zijn de componenten 

toegediend aan volwassen slachtvarkens. Met de beschreven methode ble

ken 5 uur na toediening van een normale dosering nog residuen van de 

moederverbindingen in de nieren aantoonbaar. 

De me thode is zeer goed routinematig toepasbaar en is uitgetest tij

dens de analyse van meer dan 1000 niermonsters. Per dag kunnen 24 

mons ters geanalyseerd worden . 
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1 INLEIDING 

In de veterinaire praktijk \mrden "!3-receptorblockers" en tranquil

lizers niet alleen klinisch therapeutisch toegepast, maar ook als 

voorzorg bij stieren en varkens om transportschade tegen te gaan . Deze 

schade, veroorzaakt door stress, bestaat uit kt ... alitatief slecht vlees 

en sterfte. De bekendste en mogelijk meest toegepaste middelen zijn: 

carazolol 

xylazine 

azaperon 

- SuacronR 

- RompunR 

- StresnilR 

acepromazine - AcetazineR 

propionylpromazine - ComboleneR 

chloorpromazine - LargactilR 

De structuurformules van deze verbindingen zijn gegeven in bijlage B. 

\~ettelijke maatregelen die de toepassing van deze preparaten reguleren 

zijn in Nederland niet van kracht. 

In Duitsland geldt bij toepassing van carazolol een "Ylacht termijn van 

drie dagen (Rudolph, 1987) . Over de omvang van het gebruik van deze 

middelen is officieel weinig bekend. In 1980 werd door Olling et al 

(Olling, 1980) bij een beperkt onde rzoek in meer dan 90% van de onder

zochte varkensniermonsters propionylpromazine aangetoond. Vanuit 

Duitsland komen gegevens dat een hoog percentage van de slachtvarkens 

positief blijkt bij de controle op carazolol (Rudolph, 1987 a) . 

Om meer inzicht in de Nederlandse situatie te krijgen zijn in het 

kader van t\'lee projecten (VKA-keuringsprogramma en !KB- project slacht

varkens) in totaal 1500 monsters varkensnier genomen voor onderzoek op 

tranquillizers en p-blockers . 

Er is gekozen voor niermonsters, omdat uit de lite ratuur bekend is dat 

de nier een geschikt "target"-orgaan is (Ram'ls 1978, Olling 1981, 

Rudolph 1987) voor het aantonen van P-blockers en tranquillizers. 

In de lite ratuur is, voor zover ons bekend, geen methode beschreven 

waarmee alle componenten in êên analysegang kwantitatief te bepalen 

zijn. \~el zijn methoden beschreven voor de bepaling van één of een 

aantal van deze componenten in varkensnier. Dit zijn de fluori

metrische analyse van carazolol (Engelsma, 1985), DLC-analyse van 

azape ron en propionylpromazine (Rauws 1976, Olling 1982) , GC-analyse 

van acepromazine, propionylpromazine, chloorpromazine en xylazine 
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(Laitem 1978) en azaperon (Olling 1982), HPLC- analyse van carazolol 

(Rudolph 1987) en de analyse met RIA van carazolol (Rattenberger 1985) . 

Een HPLC-methode voor alle componenten met uitzondering van carazolol 

(Etter, 1984) welke beschreven is gaf lage terugvindingspercentages 

(< 60%) en een hoge variatiecoäfficiänt (22 tot 56% bij toevoeging 

van 25 llg/kg). 

Een DLC-methode van Haagsma et al. (1988) voor alle genoemde compo

nenten bleek lage terugvindingspercentages voor de promazines te 

geven, te hoge bepaalheidsgrenzen en een matige reproduceerbaarheid. 

In dit rapport '.;rordt de ont,.;rikkeling beschreven van een methode ,.;raar

mee in varkensnier alle genoemde componenten te bepalen zijn inclusief 

azaperol, een metaboliet van azaperon~en haloperidol, een neurolepti

cum dat met name humaan toegepast '.;rordt . De methode is gebaseerd op 

HPLC met simultane UV- en fluorescentie-detectie. De methode is tot 

stand gekomen na overleg met VVDO-Utrecht en het RIVN. Daarnaast wor

den de resultaten beschreven van toedieningsexperimenten bij varkens 

met deze componenten met uitzondering van chloorpromazine en haloperi

doL 

2 NATERIAAL EN HETHODE 

2 . 1 Nateriaal 

Chemicaliën 

- Acetonitril b.v. Nerck art. 3 

- Acetonitril UVASOL b.v . Nerck art. 16 

- Natriumchloride b.v. Nerck art. 6404 

- Hexaan b.v. Herck art. 714 

- Zwavelzuur gec. b.v . Nerck art. 714 

- IJsazijn b . v . Merck art. 63 

- Natriumacetaat b . v. Nerck art . 6268 

- Natriumchlorideoplossing 10% 

\~eeg 100 g natriumchloride af in een kolf van 1 1, los op in water, 

vul aan tot de streep en meng. 
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- Zwavelzuuroplossing 0 , 02 N 

Breng bij ca. 500 ml water 28 ml geconcentreerd zwavelzuur, meng en 

vul aan tot 1 liter en meng nogmaals . Breng van deze oplossing 20 ml 

in een 1 1 maatkolf , vul aan met water en meng. 

- Zure acetonitril 

Voeg aan 100 ml acetonitril 1 rul zwavelzuur 0 , 1 N toe en meng . 

- HPLC-eluens 

Weeg 2,46 g natriumacetaat af. Voeg 450 rul water en 550 rul acetoni

tril toe en meng . Breng de pH op 6,4 met ijsazijn 50%. 

- Standaardstoffen 

Acepromazine , azaperon, chloorpromazine, propionylpromazine en xylazine 

(Technische Universiteit, Berlijn) 

Azaperol , carazolol en haloperidol (RIW1, Bilthoven) 

- Stamoplossing tranquillizers (100 ~g/ml) 

Weeg 10 rug standaardstof af in een maatkolf van 100 ml. Los op in 

methanol, vul hiermee aan en meng. Deze oplossingen zijn stabiel 

wanneer deze bewaard worden bij 4°C onder uitsluiting van daglicht. 

- Standaardoplossing 

Pipetteer van de stamoplossing van carazolol 0 , 1 ml van de stamop

lossing, van xylazine 2 rul en van elk van de andere stamoplossingen, 

met uitzondering van die van azaperol, 1 rul in een maatkolf van 

100 rul, vul aan met water en meng (oplossing I , 1 ~g/ml). Pipetteer 

in ee n maatkolf van 100 rul 10 ml van oplossing I en 2 rul zwave lzuur 

1 N, vul aan met water en meng . Deze oplossing bevat 0,1 ~g/ml van 

elk der componenten maar voor carazolol 0,01 ~g/ml en voor xylazine 

0, 2 ~g/ml. 

De oplossing is ca . 1 week houdbaar bij uitsluiting van daglicht . 

Overige benodigdheden 

- Vleesmolen 

- Centrifugebuizen polypropyleen met dop (80 ml) 

- Seppak C-18 Waters art. 51910 

- Gecalibreerde puntbuizen 10 rul b . v. Haak 

- Centrifuge b . v . MSE - Coolspin 

- Hengapparaat b . v . IKA vibrofix 

- Indampapparatuur 
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HPLC-systeem 

HPLC-pomp b . v. Waters M-6000. 

HPLC-injectieautomaat b.v. Waters WISP 710 B. UV-detector met een 

meetbereik tot 0,001 Aufs b.v. Krates 783. Fluorescentiedetector 

b.v. HP-1046 A. 

2. 2 Werh1ijze 

2.2 .1 Monstervoorbereiding 

Maal de gehele nier na verwijdering van overmatig vet tot een homo

gene massa in de keukenmachine. Van het homogene monster \olürdt 5 g 

afgewogen in een kunststof centrifugebuis. 

2.2 . 2 Extractie 

Pipetteer onder voortdurend mengen met de vibrofix (ca. 750 rpm) 20 ml 

acetonitril in de centrifugebuis met daarin het monster. Sluit de buis 

af en meng 45 sec. bij 1500 rpm . Plaats de buizen 2 min. in een ultra

soonbad en centrifugeer 5 min. bij 4000 rpm. 

2 . 2.3 Voorzuivering 

Activeer een Seppak C-18 met achtereenvolgens 5 ml methanol en 5 ml 

water. 

Sluit de Seppak aan op een wegwerpspuit van 50 ml. Breng in de spuit 

40 ml natriumchlorideoplossing 10% en 7, 5 ml van het monsterextract 

(2.2 . 2). Meng en pers het gehee l geleidelijk door de cartridge. Spoel 

vervolgens de cartridge met 1 ml zwavelzuur 0,02 N, blaas door met 

2 ml lucht en elueer de componenten met 2 ml aangezuurde acetonitril. 

Vang het eluaat op in een gecalibreerde puntbuis welke vooraf gespoeld 

is met geconcentreerde ammonia, \'later en aceton. Damp onder ven-1arming 

(t = 70°C) in tot een volume van ca. 300 ~1, meng en voeg direct 1 ml 

hexaan toe . Meng 30 sec . op de vibrofix (700 rpm), centrifugeer 5 min. 

bij 2000 rpm en injecteer van de onderstaande fase 50 ~1 op het HPLC

systeem. 
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2.3 HPLC-condities 

Kolommen: 

- voorkolom 3 x 10 mm (Chrompack) gepakt met Bondapak C-18 37-50 ~m 

- analytische kolom 3 , 9 x 300 mm , ~-Bondapak C-18 10 ~m (Waters) 

Hebiele fase: 

Acetonitril-acetaatbuffer 55 

Pompdebiet: 1 , 2 ml/min. 

UV- detector: 

Heetgolflengte 

Gevoeligheid 

mVrec 

240 nm 

0,002 Aufs 

10 

Fluorescentiedetector: 

45 v/v 

Àex = 246 nm; Àem = 351 nm; PHT gain 

3 RESULTATEN EN DISCUSSIE 

3.1 HPLC-scheiding 

pH 6,4 . 

12; mVrec 10; slits 4 mm 

Door Etter et al. (1984) werd voor de scheiding van tranquillizers een 

phenyl- kolom toegepast in combinatie met een mengsel van acetonitril 

en een zure acetaatbuffer als eluens. Een dergelijke combinatie bleek 

ook in onze handen een goede scheiding te geven voor alle genoemde 

componenten indien een standaardmengsel werd geinjecteerd. Bij langer 

gebruik van het systeem (> 24 uur) bleek echter dat zowel piekhoogten 

als retentietijden van de verschillende componenten slecht reprodu

ceerbaar waren . Daarnaast week het chromatografisch gedrag van de com

ponenten bij aanwezigheid van niermatrix sterk af van het gedrag in 

standaardoplossingen . Dit wordt mogelijk veroorzaakt door geringe 

variaties in de pH van het te injecteren extract. 

Daarom is gekozen voor toepassing van een "reversed phase" C-18 kolom . 

Het retentiegedrag van de tranquillizers en "!3-blockers" bleek sterk 

afhankelijk van de zoutconcentratie en de pH van het eluens. Bij toe

passing van een zuur eluens (pH < 7) bleken alleen pakkingsmaterialen 

met een goede "endcap" zoals Bondapak C-18 (\vaters) en Supelcosil C-8 

DB (Supelco) toepasbaar. 
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Dit geldt tevens voor het pakkingsmateriaal van de voorkolom. Andere 

kolommen zoals de Chromspher C-18 (Chrompack) en de Lichrosorb C18 

(Merck) gaven in combinatie met een zuur eluens sterke absorptie van 

alle componenten met uitzondering van azaperon. Dit wordt waarschijn

lijk veroorzaakt door interactie met vrije silanolgroepen. Wordt name

lijk aan het eluens 0,005 m n- octylamine als tegenion toegevoegd dan 

geeft een dergelijke kolom wel een perfecte scheiding en piekvorm voor 

alle componenten. 

LC A 245,4 550 , 100 of TRANBO.D 

~ 
12B 

100 

90 m 
::J 

[ 
a: 60 E 

40 

N y 
2B 

"-'~- _t w 
0 .A /\_ 

10 20 30 
Time ( rrli n. 1 

Figuur 1: HPLC-chromatogram van een standaardmengsel geanalyseerd op 

een Chromspher C-18 kolom (100 x 3 mm, 5 ~m) met het eluens 

beschreven bij 2.1 onder toevoeging van 0,005 m n

octylammine. I = carazolol; II = xylazine; lil = azaperon; 

IV = haloperidol; V = acepromazine; VI = propionylpromazine 

en VII = chloorpromazine. 

Een dergelijk eluens heeft echter een pH hoger dan 10. Dit is niet 

wenselijk voor routinematige toepassing, omdat de silanolbasis oplost. 

De ~-Bondapak C-18 kolom (Waters) bleek het best toepasbaar voor de 

analyse van de tranquillizers in combinatie me t een zuur eluens. 
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De invloed van de acetaatconcentratie in het eluens is voor een aantal 

componenten weergegeven in figuur 2. 

• = cara~olol 

• a:. a za pe roo 

I c propionylprocaz ine 

10 

•. os t10 OJS 

Figuur 2: Grafische weergave van de relatie tussen de zoutconcentratie 

in het eluens en de retentietijd van carazolol, azaperon en 

propionylpromazine. De verhouding acetonitril-buffer was in 

alle gevallen 45:55 v/ven de pH werd ingesteld op 7. Het 

debiet bedroeg 1,5 ml/min. Kolom: ~-Bondapak Cl8 (300 x 3,9 

mm). 

De retentietijd voor met name de laat eluerende componenten propionyl

promazine en chloorpromazine blijkt sterk af te nemen bij een toe

nemende zoutconcentratie. 
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Daarnaast is gebleken dat bij nog lagere zoutconcentraties dan 0,01 

mol/1 sterke absorbtie aan het kolommateriaal optreedt voor de 

polairste componenten carazolol en xylazine. Daarom is gekozen voor 

een zoutconcentratie van 0,03 mol/1 wat resulteert in een redelijke 

retentietijd voor alle componenten en een goede resolutie. 

Naast de zoutconcentratie heeft ook de pH invloed op het retentiege

drag dat grafisch is weergegeven in figuur 3. 

4c carazolol 

• c azaperon 

I e propionylpro~azine 

10 

Ir * 
.. .. 

--.lP 
pH 

Figuur 3: Grafische weergave van de relatie tussen de pH van het 

eluens en de retentie tijd van carazolol, azaperon en pro

pionylpromazine. De verhouding acetonitrilbuffer was in alle 

gevallen 55 : 45 (v/v) en de zoutconcentratie bedroeg 0,03 

mol/1. Het pompdebiet was 1,5 ml/min. Kolom: v-Bondapak C-18 

(300 x 3, 9 mm). 
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De retentietijd van alle componenten blijkt af te nemen bij lagere 

pH . Voor een deel zal dit veroorzaakt worden doorda t bij instelling 

van een lagere pH met ijsazijn de acetaatconcentratie toe neemt (zie 

figuur 2). 

Het leek aannemelijk te kiezen voor een lage pH waardoor een snelle 

elutie wordt verkregen . Ee n voorbeeld van een analyse van een stan

daardmengsel bij pH=6 is gegeven in figuur 4. 

I 

nr 
n 

Figuur 4: HPLC-chroma togram van een standaardmengsel van tranquilli

zers met als parameters: kolom ~-Bondapak C-18 300 x 3,9 mm 

10 ~m; e luens acetonitril-acetaat-buffer SS : 4S v/v; buf

ferconcentratie 0,03 m; pH = 6,0; À = 240 nm. De vol gorde e n 

de nummering van de componenten i s dezel f de als die in 

figuur 1. a = fluorescentiesignaal, b = UV-signaal . 

8802.9 - 10 -



- 10 -

Bij analyse van blanco nierextracten is echter gebleken dat bij een 

pH = 6 van het eluens xylazine op de tailing van de matrix komt en dat 

twee interferenties optreden met globaal de retentietijd van azaperon. 

Wordt de pH echter ingesteld op 6,4 dan blijken de interferenties in 

de matrix te verdwijnen en is azaperon vrijwel storingsvrij te bepalen 

(zie figuur 5). 

pH=6,0 

b 
~---------- a 

Figuur 5: HPLC-chromatogrammen van een blanco nierextract geana lyseerd 

met een eluens me t pH = 6,0 en pH = 6,4. De overige condities 

waren dezelfde zoals beschreven bij figuur 4. De retentie

tijden van de verschillende componenten zijn met pijltjes 

aangegeven; II = xylazine ; lil = azaperon; IV = haloperidol; 

V = acepromazine. a = fluores centiesignaal, b = UV-signaal . 
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3 . 2 Detectie 

Alle genoemde tranquillizers zijn te bepalen met UV-detectie. Met een 

Diode Array de tector (HP 1040-N) zijn "on-line" spectra opgenomen. 

De absorptiemaxima liggen voor alle componenten rond de 245 nm met 

uitzondering van het maximum voor chloorpromazine 257 nm en voor 

xyla zine waarvan het maximum onder 225 nm ligt (zie figuur 6 ) . 

90%-.----------------
lallll ~ '' 

, ,. 

0 

' 
' 

' 
' -. 

__ , ! 

- - . • ll 

.11 

- .• • • 12' 

' 
' ·, _ 

- I 0. 0 -h,.--.---.---,r-r""T-".--r-.-..-.---.-..--.-.----,--,,---,---.---,,-r""T-".--r-.--r-r---r-..-,.--.--.--.-.--j 

2 . 0 275.0 

0 

' ' 
' \ 

\ 

\ 

325.0 375.0 

WovQ)ungth (nmJ 

\ 

\ 

• • • • • • • •• • •• • 0. :" : ' :- . :- -

- .Y 

- -- • D 

• • 1:11 

- I 0. 0 -h,---,---.---,r-r""T-".--r-.-..-.---r--r-T-r----.--.,---,--.-,,-r-r-.--r-.-.--r-.-..-,.--.--.-r-,---j 

2 . 0 275.0 325.0 375.0 

Wo v Ql .. ng th ( n mJ 

Figuur 6: UV-spectra van de ~-blocker carazolol e n de tranquillizers 

"on-line" geregistreerd met een HP-1040 N. Diode Array 

detec t or. De HPLC-condities wa ren dezelfde zoals beschreven 

in bijlage A. 

Om alle componenten op redelijk niveau te kunnen meten is gekozen 

voor een meetgolflengte van 240 nm. 

Carazolol is t evens me t fluores centiedetectie te bepa l en (Engelsma 

1985, Rudolph 1987). 
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Carazolol blijkt onder de gegeven HPLC-condities een excitatiespectrum 

(Àem = 350 nm) te geven met een vlak optimum tussen 230 en 245 nm (zie 

figuur 7) en niet bij 283 nm zoals aangegeven door Rudolph et al 

(1987). 

200 300 nm 

Figuur 7: Excitatiespectrum voor carazolol (----)en het eluens ( .•.• ) 

"on-line" opgenomen met "stop-flow" techniek. Àem = 351 nm· 
) 

scansnelheid 1,5 nm/sec; papiersnelheid 1 mm/sec . De HPLC

condities waren dezelfde zoals beschreven in bijlage A. 

Aanvankelijk is gemeten bij Àex = 241 nm en Àem = 351 om. Later werd 

gemeten bij Àex = 246 nm. Bij deze excitatiegolflengte is de gevoelig

heid gelijk, maar de ruis is ca. 2 maal zo laag waardoor de absolute 

detectiegrens lager is. Deze bedraagt, uitgedrukt als drie maal de 

gemiddelde ruis ca. 3 pg. 

In tegenstelling tot hetgeen wat Engelsma et al. (Engelsma 1985) rap

porteren wordt onder de genoemde condities ook een fluorescentie

signaal waargenomen voor azaperon en azaperol. Dit maakt het mogelijk 

het snel eluerende azaperol te bepalen aan de hand van het fluorescen

tiesignaal dat onder de beschreven HPLC-condities bij analyse van 

nierextracten op de plaats van azaperol geen interferenties vertoonde . 

Dit in tegenstelling tot het UV-signaal. Daarnaast is de piekhoogte 

van het fluorescentiesignaal meer dan drie maal hoger dan het UV-sig

naa l. 
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3.3 Extractie-voorzuivering 

Er zi jn 2 belangrijke combinaties voor extractie en voorzuivering uit

getest. Aanvankelijk \qerd uitgegaan van extractie van niermonsters met 

water, zuivering met ExtrelutR met als elutiemiddel dichloormethaan en 

vervolgens opname (na droogdampen) van het residue in verdund zuur en 

partitie met petroleumether. Deze methode gaf voor carazolol, xyla

zine en azaperon goede tot redelijke terugvindingspercentages (> 50%) 

maar voor haloperidol en de drie promazines was dat veel lager (10-

30%) en slecht reproduceerbaar . Hoewel in de literatuur als oorzaak 

van slechte terugvindingspercentages veelal interacties met glaswerk 

'~orden genoemd (Etter 1984, Rudolph 1987) gaf toepassing van alleen 

polypropyleenmaterialen geen verbetering. 

Werd een deel van het waterige extract geconcentreerd op een geacti

veerd Seppak C-18 kolommetje dat vervolgens geëlueerd werd met ace

tonitril dan werd het terugvindingspercentage voor de promazines niet 

hoger. Werden echter de verbindingen toegevoegd ná de exctractie van 

nier met water dan werden terugvindingspercentages gevonden van onge

veer honderd procent . Kennelijk is het niet mogelijk om de drie pro

mazines en haloperidol met water kwantitatief uit nier te extraheren , 

waarschijnlijk omdat deze te à-polair zijn. Extractie met zure ace

taatbuffers (0,1 m; pH 4-6) gaf hetzelfde slechte resultaat . 

Vervolgens is extractie met acetonitril getest in combinatie met con

centrering op een Seppak C-18 kolom. Werd een deel van het acetonitril 

extract van nier verdund met water dan bleken de polaire componenten 

carazolol, xylazine e n azaperol door de Seppak te spoelen bij de pré

concentratie. Door water te vervangen door een 10% natriumchlorideop

lossing werd dit voorkomen. 

Het was wel noodzakelijk de Seppak daarna te spoelen met water om 

overtollig zout te verwijderen. Daarbi j traden geen verliezen voor de 

8 componenten op. 

Deze konden na het spoelen van het kolommetje geëlueerd worden met 

acetonitril of aangezuurde acetoni tril. In beide gevallen was 2 ml 

voldoende voor een k\~antitatieve elutie. 

Na droogdampen van het eluaat bleek er in de reageerbuis nog een vettig 

residu aamo~ezig. 

8802 . 13 - 14 -
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Door opname van het residu in verdund zwavelzuur (0,02 N) en extractie 

met petroleumether werd dit verwijderd. 

De ontstane methode gaf redelijke resultaten. Het terugvindingaper

centage voor chloorpromazine was echter nog laag (ca. 40%) en slecht 

reproduceerbaar. Verder werd in het chromatagram van de fluorescentie

detector een stoorpiek waargenomen met een retentietijd welke bijna 

gelijk was aan die van carazolol (zie figuur 8). 

Het verlies aan chloorpromazine werd aanvankelijk toegeschreven aan in

dampeffecten. Door het tussentijds spoelen van de Seppak met water te 

vervangen door spoelen met 0,02 n zwavelzuur en door het eluaat op te 

vangen in een gecalibreerde puntbuis was geheel droogdampen niet meer 

noodzakelijk . De slechte terugvindingapercentages voor chloorpromazine 

bleven echter optreden, maar minder frequent . Werd direct na indampen 

van de acetonitril het zure extract geëxtraheerd met petroleumether 

dan was het terugvindingapercentage voor alle componenten bij alle 

analyses groter dan 90%. Kennelijk absorberen de promazines in waterig 

milieu aan matrixrestanten (bijvoorbeeld vet) die bij extractie met 

petroleumether in de organische fase terecht komen. Door directe 

extractie kan dit voorkomen worden. De methode bleek nu goede resulta

ten te geven: hoge terugvindingspercentages, schone blanco's en een 

goede reproducee rbaarheid. 

a 

0 
0 
N 
0 
L 
0 
u 

b 

Figuur 8: HPLC-chromatogrammen voor (a) blanco nier+ 1 ~g/kg carazo

lol en (b) blanco nier. Meting met fluorescentiedetectie . De 

HPLC-condities en detectorinstelling waren gelijk aan die 

gegeven in bijlage A. 
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Een aantal karakteristieke HPLC-chromatogrammen met UV-detectie 

zijn gegeven in figuur 9. 

I 

m 
TI 

b c 

Figuur 9: HPLC-chromatogrammen met UV-detectie van (a) standaard

oplossing 0,1 ~g/m1 (carazolol 0,05 en xylazine 0,2 ~g/ml) 

(b) blanco nier en (c) blanco nier + 50 ~g/kg spike . De num

mering van de componenten is dezelfde als in figuur 1. De 

HPLC-condities zijn gegeven in bijlage A. 

De stoorpiek in het chromatogram van de fluorescentiedetector bleek 

afkomstig uit de petroleumether. Bij vervanging van petroleumether 

door hexaan bleek deze verdwenen (zie figuur 10) . Dit heeft verder 

geen waarneembaar effect op de resultaten. 
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a b c 

Figuur 10: HPLC-chromatogrammen na fluorescentiedetectie van (a) stan

daardoplossing carazolol 0,005 ~g/ml (b) blanco niermonster 

en (c) praktijkmonster met 2,0 ~g/kg carazolol. De HPLC

condities zijn gegeven in bijlage A. 

3 .4 Terugvindingape rcentages en variatiecoëfficiënt. 

Terugvindingaexperimenten zijn uitgevoerd door toevoeging van een hoe

veelhe id mengstandaardoplossing aan nie rmonste rs. Carazolol werd toe

gevoegd op een niveau van 10 ~g/kg, xylazine op een niveau van 40 ~g/kg 

en alle overige componenten op een niveau van 20 ~g/kg. 

De r esultaten zijn weergegeven in tabel 1 . 
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Tabel 1: Terugvindingspercentages en variatiecoëfficiënten voor de 

bepaling van tranquillizers in niermonsters volgens de 

methode beschreven i n bijlage A (n=10). 

Comp. Component Toegevoegd Gemiddeld Variatie-
nr. llg/kg recovery coëfficiënt 

% % 

I carazolol 10 99 5,3 
II xylazine 40 52 18,9 
lil azaperon 20 99 8,8 
IV haloperidol 20 95 7,6 
V acepromazine 20 101 8,2 
VI propionylpromazine 20 95 6,7 
VII chloorpromazine 20 93 13,4 

Xyl azine geeft de hoogste variatiecoëfficiënt, omdat de prê-concentra

tie van deze component op de Seppak C-18 onder de gekozen condities 

kritisch is. Wordt in plaa t s van 7,5 s l echts 5 ml van het nierextract 

op de Seppak gebracht dan wordt xylazine ook kwantitatief t e ruggevon

den. Dit heeft echter gevolgen voor detectiegrens van de overige com

ponenten. Een dee l van de geobserveerde variat i ecoëfficiënt wordt ver

oorzaakt door de matige calibratie van de puntbuizen. Is kwantitatieve 

bepaling van êén der componenten noodzakelijk dan is toevoeging van 

een interne standaard aan de uiteindelijke meetoplossing noodzakelijk. 

Hiervoor is haloperidol toepasbaar , omdat dit middel a lleen humaan 

wordt toegepast. 

Het terugvindingspercentage en de variatiecoëf ficiënt voor carazolol 

zijn redelijk vergelijkbaar bij een toevoegingsniveau van 1 en 10 

llg/kg • Een positie f monster varkensnier met een gemiddeld gehalte 

van 2 ,0 llg/kg carazolol gaf bij herhaalde analyse (n=14) een vari a t ie

coëfficiënt van 14,4%. Deze hogere waarde wordt waarschijnl ijk ve r oor

zaakt door inhomogeniteit van he t monst ermateriaal . Carazolol is dus 

ook bij een gehalte lager dan 10 llg/kg met acetonitril goed extraheer

baar. Dit in tegenstelling tot de bevindingen van Rudo lph et a l. 

(1987) die bij extractie met alleen acetonitril geen reprod uceerbare 

resultaten vonden . 

8802.17 - 18 -
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3 . 5 Bepaalbaarheidsgrenzen 

De bepaalheidsgrenzen voor de componenten zijn gegeven in tabel 2 . 

Tabel 2: Bepaal baarheidsgrenzen voor tranquillizers i n nie rmonsters 

bij analyse volgens de met hode beschreven in bijlage A. 

Component Bepaalbaarheidsgrens 
nummer j..lg/kg 

I carazolol 0 , 3 
II xylazine 4 , 0 
lil azaperon* 1, 0 
IV haloperidol 1 ,5 
V acepromazine 2,0 
VI propionylpromazine 3 , 5 
VII chloorpromazine 6,2 

* azaperol 1 ,8 

Als bepaalbaarheidsgrens is aangehouden een mi nimale signaalhoogte 

van 5 mm overeenkomend met meer dan tien maal de gemidde lde r uis 

(Freeman 1980) . Onder de gekozen condities wordt geen UV-signaa l waar

genomen in blanco mons t ers met de retentietijd van êên der componen

t en en de ruis in he t UV-signaal is nog nauwelijks waa rneembaar . 

Daarom is gekozen voor een vas t e signaalhoogte voor het be r ekenen van 

de be paa lbaarheidsgrens. 

3.6 Praktijkresultaten 

Met een aan tal midde len welke in Nederla nd commercieel ve rkrijgbaaar 

z ijn als injectievloeis tof is een praktijkproef uitgevoe rd (dr J. 

Nom>'s, RVV kring 6) . De diere n zijn na 1 , 2 of 3 uur geslach t e n de 

nieren zijn verwijderd. Deze zijn gehomogeniseerd en geanalyseerd 

volgens de beschreven me thode . De resultaten zijn wee rgegeve n in 

tabel 3 . 
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Tabel 3: Resultaten van de analyse van niermonsters van dieren welke 

behandeld zijn met tranquillizers met de methode welke 

beschreven is in bijlage A. 

Component Dier Toediening t(uur) Gehalte nier 
in mg/kg 

carazolo1 1 1 ml SuacronR 0,05% 2 0,0037 
2 1 ml SuacronR 0,05% 5 0,0008 
3 2 ml SuacronR 0,05% 1 0,011 
4 2 ml SuacronR 0,05% 2 0,019 
5 5 ml SuacronR 0,05% 2 0,024 

xylazine 1 2 ml SedamumR 2% 2 1,5 
2 1,5 ml SedamumR 2% 5 0,15 

a zaperen 1 1 ml StresnilR 4% 2 0,078 (0,28)* 
2 1 ml StresnilR 4% 5 0,023 (0,13)* 

acepromazine 1 2 ml AcetazineR 0,5% 2 0,26 
2 2 rul AcetazineR 0,5% 5 0,036 

propionylproma- 1 2,5 ml CombolenR 1% 2 0,16 
zine 2 2 ,5 rul CombolenR 1% 5 0,046 

De gehalten zijn gecorrigeerd voor het terugvindingspercentage . 

t tijdsduu r verstreken t ussen toedie ning en slacht 

( )* gevonden gehal t e voor azaperol 

In de niermonsters van de dieren welke behandeld zijn met azaperon is 

tevens azaperol bepaald. Het azaperolgehalte blee k meer dan drie maal 

zo hoog als dat van azaperon . Dit komt overeen met de bevindingen van 

Rauwset al . (1978). Een chromatagram is gegeven in figuur 11 . 

Naast azaperon e n azaperol zijn in het fl uorescen t iechromatogram nog 

twee onbekende metabolieten zichtbaar . Voor a lle overige componenten 

is alleen de moede rverbinding bepaald. Uit de res ul taten blijkt dat 

de componenten met de beschreven methode te be palen zijn i n nieren van 

behandelde dieren . De de tectiegrenzen zijn voldoende l aag om i n a lle 

gevallen 5 uur na een normale dosering de moederverbind i ng aan te tonen . 

Va n dier 4 dat behandeld is met carazolol is met de beschreven methode 

tevens het vlees geanalyseerd. Het gehalte aan carazolol bedroeg 

h ierin 0 ,011 mg/kg. De ve rhouding tussen het gehalte in nier en het 

gehalte in vlees komt goed overeen me t de resultaten van Rudolph et 

al. (1987). 
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Figuur 11: HPLC-chromatogram voor een niermonster van een slachtvarken 

dat behandeld is met StresnilR en 2 uur na de dosering is 

geslacht. a. fluorescentiesignaal, b. UV-signaal. De HPLC

condities waren ongeveer gelijk aan die beschreven in bij

lage A, maar het injectievolume was 20 lll en de "PHT-gain" 

van de fluorescentiedetector 10. 

3. 7 Confirmatie 

Bevestiging aan de hand van een UV-spectrum met een Diode Array detec

tor is globaal mogelijk vanaf een niveau van 0,1 mg/kg (zie figuur 12). 

3 . 8 Storingsanalyse en toepasbaarheid 

Voor meer dan 40 diergeneesmiddelen (zie bijlage 3) en andere (humane) 

tranquillizers is nagegaan of onder de gekozen HPLC-condities inter

ferenties optreden. De enige storing doet zich voor bij propionylpro

mazine. Perphenazine en promazine geven een UV-signaal met een reten

tietijd die respectievelijk 0,1 en 0,5 minuut verschilt van die van 

propionylpromazine. Met de beschreven methode kunnen per dag 24 nier

monsters geanalyseerd worden. Tot op dit moment zijn meer dan 1000 

anlayses uitgevoerd zonder noemenswaardige problemen . De resultaten 

van dat onderzoek zullen later gerapporteerd worden. 

8802 . 20 - 21 -



'I) 

• 
• 
0 

UI 

60 

:se 
40 

30 

20 

10 

- 21 -

A 

0~~~~~--~----~--~~~~~~~~~~~ 
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Haveleng\h (nm) 

Figuur 12: UV-spectra van standaard (----) en nier+ spike 100 ~g/kg 

( .. . )voor A: azaperon, B: acepromazine en C: chloorproma

zine. De HPLC-condities waren dezelfde als die beschreven 

in bijlage A met toepassing van een Diode Array detector 

(HP 1040 M). 

4 CONCLUSIES 

Met de ontwikkelde methode kunnen de tranquillizers xylazine, aza

peron, haloperidol, acepromazine, propionylpromazine en chloorproma

zine en de "f3-blocker" carazolol bepaald worden in varkensnier met 

een detectieniveau dat lager ligt dan 10 ~g/kg en voor carazolol lager 

dan 1 ~g/kg. 

8802.21 - 22 -



- 22 -

Dit meetniveau is voor carazolol, xylazine, azaperon , acepromazine en 

propionylpromazine voldoende laag om vijf uur na een normale dosering 

de moederverbinding te bepalen in varkensnier. In vergelijking met 

eerder in de literatuur beschreven methoden zijn de terugvindingsper

centsges en de reproduceerbaarbeid voor alle componenten aanzienlijk 

beter. 

De methode is zeer geschikt voor routinematige toepassing op grote 

series monsters. 
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AFDELING DIERGENEESMIDDELEN 

INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT A 486 

2e oplage (1987-09-14) 

Nier - Bepaling van tranquillizers - HPLC 

1 Doel en toepassingsgebied 

De bepaling is geschikt voor de gelijktijdige screening/analyse van 

chloorpromazine, propiopromazine, acepromazine , haloperidol, carazo

lol, azaperol, azaperon en xylazine in nier. 

De methode is toepasbaar vanaf 0,3 ~g/kg voor carazolol, 10 ~g/kg voor 

xylazine en 5 ~g/kg voor de overige componenten. De recovery bedraagt 

ca. 90% voor de componenten met uitzondering van xylazine. Deze be

draagt ca. 50%. 

2 Principe 

De tranquillizers worden met acetonitri l uit nier geëxtraheerd. Van 

het verkregen extract wordt, na centrifugeren, een deel verdund met 

een natriumchloride-oplossing. 

Het mengsel wordt door een Seppak C18 geleid. De op de Seppak gecon

centreerde tranquillizers worden met zure acetonitril geëlueerd. Het 

eluaat wordt onder een stikstofstroom bijna drooggedampt. Het restant 

wordt gezuiverd met hexaan. De waterige fase wordt in het HPLC systeem 

gebracht . De detectie geschiedt bij een golflengte van 240 nm. 

Carazolol wordt bepaald met fluorescentie detectie (À =246 nm; 
ex 

À =351 nm.) 
em 

3 Reagentia 

Alle reagentia zijn van p.a. kwaliteit of anders indien vermeld. 

3.1 Millipore water. 

3.2 Natriumacetaat (b.v. Merck art. 6268). 

3.3 IJsazijn (b.v. Merck art. 63). 
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3.4 Acetonitril (b . v. Merck art. 3). 

3.5 Natriumchloride (b.v. Merck art. 6404). 

3.6 Zwavelzuur gec . (b.v. Merck art. 714). 

3.7 Hexaan (b.v. Merck art . 909). 

3.8 Methanol (b . v. Merck art. 6009) . 

3.9 Seppak C18 cartridge (Waters art. 51910). 

3.10 Zure acetonitril. 

Voeg aan 100 ml acetonitril 1 ml zwavelzuur 0,1 N toe en meng. 

3.11 Natriumchloride-oplossing 10%. 

Weeg 100 g natriumchloride (3.5) af in een kolf van 1 1, los op in 

water, vul aan tot de streep en meng . 

3 . 12 Zwavelzuuroplossing 0,02 N. 

Breng bij ca. 500 ml millipare water 28 ml gec. zwavelzuur (3 . 6), meng 

en vul aan tot 1 liter en meng nogmaals (zwavelzuur 1 N). Breng van 

deze oplossing 20 ml in een 1000 ml maatkolf, vul aan met water en 

meng . 

3.13 HPLC eluens. 

0,03 M natriumacetaat-acetonitriloplossing (45+55 v/v) (pH 6,4 ). 

Weeg 2,46 g natriumacetaat af, voeg 450 rul water en 550 ml acetonitril 

toe en meng . Breng de pH op precies 6,4 · met 50% azijnzuuroplossing 

(gebruik pH meter) nadat het mengsel op kamertemperatuur is gebracht. 

Filtreer de oplossing over een filter van 0,45 ~m en leid helium door. 

Controleer geregeld de pH. 

3.14 Standaardstoffen . 

Carazolol, xylazine, azaperon, azaperol, haloperidol, acepromazine, 

propiopromazine, chloorpromazine. 
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3.15 Hoofdstandaardoplossingen tranquillizers (100 ~g/ml). 

Weeg ca. 10 mg (op 0,1 mg nam>lkeurig) van de tranquillizer af in een 

100 ml maatkolf. Los op en vul aan met methanol tot de streep en meng. 

3.16 Mengstandaardoplossing tranquillizers . 

Pipetteer in een maatkolf van 100 ml 2 ml van de hoofdstandaardoplos

sing xylazine, 0,5 ml van die van carazolol en 1 ml van die van azape

ron, haloperidol, acepromazine , propiopromazine en chloorpromazine. 

Vul aan met 0,02 N zwavelzuur tot de streep en meng. 

3.17 Werkstandaardoplossing. 

Pipetteer van standaardoplossing 3.16 10 ml in een maatkolf van 100 

ml, vul aan met 0,02 N zwavelzuur tot de streep en meng. 

3.18 Werkstandaardoplossing azaperon-azaperol. 

Pipetteer in een maatkolf van 100 ml 1 ml van de hoofdstandaardoplos

sing azaperon en azaperol , vul aan tot de streep met 0,02 N zwavelzuur 

en meng. 

Pipetteer van deze oplossing 10 ml in een maatkolf van 100 ml, vul aan 

tot de streep met 0,02 N zwavelzuur en meng. 

Deze oplossing bevat 0,1 ~g/ml van beide verbindingen. 

4 Apparatuur 

4.1 Vleesmolen (Moulinette). 

4 . 2 Centrifuge. 

4 . 3 Vibro-fix. 

4.4 HPLC systeem met als kolommen: guard kolom Bondapak C18 37-50 ~m 

(10 x 2, 1 mm), analytische kolom u Bondapak C18 (300 x 3,9 mm) 10 ~· 

HPLC-pomp, UV-detector (Kratos 783) en fluorescentie-detector 

(HP 1046A). 
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4.5 Normaal laboratoriumglaswerk en hulpmiddelen . 

5 Herk~o1ijze 

De tranquillizers zijn lichtgevoelig. Herk zoveel mogelijk onder uit

sluiting van daglicht. 

5.1 Controlemonsters . 

Neem bij elke serie monsters en blanco monster , een monster met toe

voeging van 20 ~g/kg en een monster met toevoeging van 50 ~g/kg mee. 

(Zie opm. 7 .1) 

5 . 2 Voorbereiding. 

Maal de nier fijn in een vleesmolen. Heeg van het gehomogeniseerde 

monster 5 gaf in een polypropyleen centrifugebuis (inhoud 80 ml). 

5.3 Zuivering en extractie . 

Voeg al mengend met Vibro-fix (ca. 750 rpm) 20 ml acetonitril (3 . 4) 

toe, sluit de buis af met een bijbehorende deksel en meng nog eens 45 

sec. met de Vibro-fix (1500 rpm). Plaats de buizen 2 minuten in een 

ultrasoonbad en centrifugeer 5 minuten bij 4000 rpm. 

Activeer intussen de Seppak C-18 cartridge (3.9) met achtereenvolgens 

5 ml methanol en 5 ml water. Sluit de Seppak aan op een wegwerpspuit 

van 50 rul, breng 50 mlnatriumchloride-oplossing 10% (3.11) in de 

spuit en 7,5 ml van het monsterextract . Meng en druk geleidelijk het 

geheel door de Seppak. Verwijder de wegwerpspuit, spoel de Seppak met 

1 ml 0,02 N zwavelzuur (3 . 12) . Blaas de Seppak door met 2 ml lucht en 

elueer deze met 2 ml zure acetonitril (3.10) . Vang het eluaat op in 

een gecalibreerde puntbuis van 10 ml (zie opm . 7. 2) . 
0 

Damp voorzichtig in onder een stikstofstroom bij ± 70 C in een Pierce 

evaparator tot 350 ~1. Extraheer het restant direct met 1 rul hexaan en 

centrifugeer gedurende 5 minuten bij 1500 rpm . lsoleer de waterige 

fase . Injecteer hiervan 50 ~1 op het HPLC-systeem . 

6 Analyse- omstandigheden 

De UV detector wordt ingest e ld op UV-240 nm en 0,002 Aufs. De instel

ling van de f luorescentiede t ector i s : À =246 nm À =351 nm; PMT-ga in 
ex em 

12. De r ecorde rpe n voor he t UV - s ignaal wordt inges t e ld op 10 mV , voor 
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de fluorescentiedetector op 10 mV en het eluensdebiet op 1,2 ml/min. 

Injecteer 50 ~1 van de werkstandaardoplossingen (3.17 en 3.18) en 

monsteroplossingen verkregen bij 5.2 in het HPLC systeem. 

Vergelijk piekhoogten van de recovery-experimenten met eventuele 

pieken in chromatagrammen van monsters en bepaal het gehalte. 

7 Opmerkingen 

7.1 Recovery-experimenten 20 en 50 ~g/kg . 

Pipetteer in twee plastic centrifugebuizen welke reeds 5 g blanco nier 

bevatten resp. 100 en 250 ~1 van standaardoplossing 3.16. Vervolg de 

opHerking zoals beschreven staat in 5.1 en bereken de recoveries. 

7.2 De buizen Horden vóór gebruik gespoeld met achtereenvolgens gec . 

ammonia, water, a l cohol en aceton en vervolgens drooggeblazen 

Ver antivoordelijk: drs H.M. 1. Aerts 

Samenstelling H.J. Keukens 
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R:COCH 
J 

Naam 

carazolol 

xy lazine 

azaperon 

haloperidol 

a cepromazine 

R :COC~CH3 propionylpromazine 

R :Cl ch l oorprocazine 

Oijlage B 



Bijlage C 

Componenten getest bij de storingsanalyse 

Diergeneesmiddelen 

Amprolium 

Arprinacid 

Buquinolaat 

Carbadox 

Chlooramphenicol 

Dapson 

Decoquinaat 

Dimetridazol 

Dinitolamide 

Ethopabaat 

Fenbendazol 

Furaltadon 

Furazolidon 

Furnicozon 

Halofuginon 

lp ronidazal 

Methylbenzoquaat 

He tichloorpindol 

Ni ca rbazin 

Nifursol 

Nitrovin 

Robenidine 

Ronidazal 

Olaquindox 

Pyranteltartraat 

Sulfanilamide 

Sulfadiazine 

Sulfadimidine 

Su lf adoxi ne 

Sulfachinoxaline 

Thiofanaat 

8802.23 

Tranquillizers 

Amitriptyline 

Carbamazepine 

Chlorprotixene 

Cyclizine 

Diazepam 

Hydroxyzine 

Lorazepam 

Methyl(2)- amino-5- choorbenzophizon 

Nefopam 

Nitrazepam 

Oxazepam 

Perphanazine 

Prochlorperazine 

Promazine 


