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Il 

SAHENVATTING 

Dit rapport beschrijft de ontwikkeling van een analytische methode 

voor de bepaling van residuen van carbadox en een aantal metabolieten 

in diverse matrices. 

De ontwikkelde bepalingsmethode maakt gebruik van een off-line extrac

tie met een acetonitril/methanol mengsel en zuivering over een Al 0 / -
2 3 

Florisil kolommetje . Het het aldus gezuiverde extract vindt on- line 

HPLC opzuivering en preconcentrering plaats met behulp van een C- 18 

kolommet je . Hierna \o7orden door back-flush de componenten op een analy

sekolom gebracht en gescheiden. Na post - column derivatisering met loog 

vindt detectie plaats bij 420 nm. 

De methode is geschikt voor carbadox alsook drie van zijn metabolieten 

in vlees, lever, nier en ei . 

De bepalingsgre ns ligt voor carbadox en de twee mono-oxidemetabolieten 

op ca. 1 ug/kg. Het voorname metaboliet desoxycarbadox kan vanaf 5 

ug/kg bepaald worden. 

De ontwikkelde methode dient nog verder getest te worden op rugged

ness, precisie en betrouwbaarheid . 
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1 INLEIDING 
1 4 

Carbadox [methyl-3-(2-chinoxalinyl-methyleen)carbazate N , N -dioxyde] 

wordt toegepast als een groeibevorderaar en als chemisch therapeutisch 

middel voor de behandeling van salmonellose en dysenterie bij varkens. 

Toediening vindt voornamelijk plaats via het voer in een dosis van 50 

mg/kg . Carbadox is verdacht carcinogeen en mutageen. Om verzekerd te 

zijn van afwezigheid van carbadoxresiduen in vlees en organen van te 

slachten varkens is in Nederland een wachttermijn van 4 weken van 

kracht. Bovendien mag carbadox niet verstrekt worden aan varkens ouder 

dan 4 maanden (Produktschap 1986) . Bij noodslachtingen en onjuiste 

toepassing van de '~achttermijn kan carbadox nog in vlees , lever, nier 

etc. aanwezig zijn . Carbadox metaboliseert zeer snel, zodat ook 

diverse metabolieten aam~ezig kunnen zijn (Skara et al; 1978). 

Een analysemethode voor carbadox alsook zijn metabolieten op zeer laag 

niveau is derhalve gewenst . 

Bij de controle van voeders op carbadox zijn diverse analyse methoden 

beschreven. Hierbij wordt gebruik gemaakt van spectrafotometrische 

(Thorpe; 1976, Goras et al; 1974, Thorpe; 1978), polaragrafische (Hoc

quellet; 1975) of vloeistofchromatografische (Lowie et al; 1983, de 

Graaf et al; 1985, Luchtefeld; 1977, Thorpe; 1980) methoden. 

Deze methoden worden in de regel toegepast voor carbadox-concentraties 

boven 20 mg/kg. 

Voor residu-analyse in vlees, nier etc . worden GC/MS (Lynch et al; 

1982) en vloeistofchromatografische (Maclntosh et al; 1985) methoden 

beschreven vanaf een niveau van ca. 30 ~g/kg . 

Geen van de beschreven methoden zowel in voeders als in vlees/organen 

bezit het gewenste bepalingsniveau vanaf 1 ~g/kg. In dit onderzoek is 

door toepassing van een combinatie van off-line zuivering , on-line 

preconcentrering met behulp van een column-switching techniek en spe

cifieke post-column derivatisering getracht een analysemethode te ont

wikkelen voor carbadox en zijn (bescl1ikbare) metabolieten methyl-3-

(2-quinoxalinyl methylene)-carbazate(desoxycarbadox), methyl-3-(-2 
1 

quinoxalinyl methylene) carbazate N
4
-oxide en methyl-3-(2 

quinoxalinyl methylene)-carbazate N -oxide (bijlage 1). 

Doelstelling van het onderzoek was te komen tot een zo laag mogelijke 
1 4 

bepaalbaarheidsgrens van carbadox, N -oxide en N -oxide metabolieten 

in vlees en organen. Richtniveau was 1 pg/kg. 
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2 MATERIALEN EN HETHODEN 

2.1 Reagentia en standaarden 

Alle gebruikte reagentia en oplosmiddelen waren van p.a. kwaliteit 

(Merck) behalve water wat gezuiverd is met een Milli-Q zuiverings

systeem (Millipore) . Extractieoplossing: mengsel van 500 ml acetoni

tril met 500 ml methanol . Natronloog oplossing 0,5 N : 10 g natriumhy

droxide in 500 ml water. 
r 

F1orisil , 0, 07 5-0, 150 mm (!>1erck 12999) en Aluminiumoxide, Hoelm neu-

traal , Akt 1 (Hoelm Pharma 02090) . 

Mobiele fase HPLC: mengsel van 850 ml 0,01 M natriumacetaatbuffer pH6 

(ingesteld met azijnzuur) met 150 ml acetonitril. 

Standaarden: 

Carbadox standaard (Pfizer). 

Methyl-3-(2 quinoxalinyl methylene)carbazate, Methyl-3-(2 quinoxalinyl 
1 

methylene)carbazate-N -oxide en Hethyl-3-(2 quinoxa1inyl methylene)-
4 

carbazate-N - oxide metabolieten (CDI , Lelystad, Nederland) . 

Standaardoplossing: 100 ~g/ml van elk in methanol/acetonitril . 

Herkstandaardoplossing: 0,001; 0,005 en 0,01 ~g/ml in water . 

2. 2 Ins.t:.rumentatie 

Stomaciter-Lab blender 400-Evaporator (Pierce)-Centrifuge (coolspin 
0 

MSE, 10 C, 2000 g) - pH meter (Schott CG 820) - normaal laboratorium 

glaS\>lerk . HPLC-systeem met columns\>litching-systeem (bijlage 2) be

staande uit: twee solvent pompen (M 6000A, Haters of Spectraflow 400, 

Krates), injector (Rheodyne 7125) met 2 ml loop, automatische 6-poorts 

switchlogkraan (Rheodyne 7010, Spark), UV/VIS detector ingesteld op 

420 nm en 0,001 Aufs (Spect roflow 783, Krates) . 

Sampler (model 1000, Skalar), peristaltische pomp (model 2002 , Ska

lar) , t\>lee dialysers 24 inch met cellulose acetaat "Type C" membranen 

(Technicon), controller (H 450, Krates), TEE 1/16" * 0. 75 mm (Valco), 

teflon reactie Coil 2 m * 0.5 mm geknoopt, recorde r (dubbelpens, Kipp 

BD 41) . 



2 . 3 HPLC condities 

Analytische kolom 

Guard kolom 

Concentreringskolom 

(pre-kolom) 

Mobiele fase HPLC 

Concentrerings flow 

Reagens f lo\•7 

Detectie 
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Chromse p C18 (200 * 3 mm) 5 j.lm (Chrompack) 

Bondapak C18/Corasil (10 * 2, 1 mm) 37-50 J.lm 

(Haters ) 

Bondapak C18/Corasil 

(60 * 4 , 6 mm) 37-5 j.lm, 20 J.l frits 

850/150 0,01 M natrium acetaatbuffer pH6-aceto

nitril flow 0,6 ml/min. 

water; 0,5 ml/min. 

0,5 N natronloog; 0,23 ml/min . 

VIS - 420 nm - 0,001 Aufs 

Controller time events (minut en): 

0, monster injectie ; 20, stop concentrering en wassen, activering zes

wegkraan; 25 , desactivering zeswegkraan; 35, nieuw mons t er . 

recorder : 5 n@/min continu. 

2. 4 Mons tervoorbereiding 

Gezien de lichtgevoeligheid van carbadox e n zijn metabolieten dient 

onder uitsluiting van daglicht en wit kunst licht gewe rkt te worden . 

Vo eg 40,0 ml acetonitril/methanol mengse l bij 10 g gehomogeniseerd 

mons t er in een s tomache r extracti ezak . Extraheer in de stomache r ged u

rende 3 minuten en cent r i f ugeer he t mengsel hierna 5 minuten (2000 g) . 

Breng het he lde r e extrac t op een g lazen kolom (40 cm lengte, 0 1 cm 

uite inde ve rnauwd en voorzien van wa tt enprop) gevuld met 8 g Al 0 met 
2 3 

daarop 2 g Florisil . Vang precies de eerste 10 ml e luaat op in een ko-

nisc he gecalibreerde buis. Damp de organische fase af onder stikstof 
0 0 

bij 40 -50 C tot een r es tant van 1 - 1,5 ml . Vul aan met wa t er tot 

precies 4 ml en meng . Ext r ahee r de waterfase met 2 ml iso-octaan en 

injec t eer 2 ml van de waterfase in het systeem. 
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3 RESULTATEN EN DISCUSSIE 

3.1 Analysetechniek en detectie 

Carbadox in voeder wordt vaak geanalyseerd met behulp van HPLC met UV 

detectie bij 305 of 365 nm. 

(Lowie et al; 1983, Aerts et al ; 1987) . De extinctie is bij 305 nm 

groter dan bij 365 nm. Detectie vindt meestal plaats bij 365 nm omdat 

er dan minder matrixstoringen waarneembaar zijn . 

De Graaf et al (1985) beschrijven een HPLC analyse in voeders, waarbij 

carbadox via fluorescentie wordt gedetecteerd (Exitatie 310 nm, Emis

sie 487 nm). Deze detectie bleek niet mogelijk voor gelijktijdig on

derzoek van carbadox en zijn metabolieten, omdat alleen carbadox een 

fluorescentiessignaal oplevert . De genoemde metabolieten vertoonden 
1 4 

geen meetbaar emissiesignaal. De aanwezigheid van de N ,N -dioxyde-

groep lijkt voorwaarde voor fluorescentie. 

Bij spectrafotometrische analysemethoden in veevoeders (Goras et al; 

1974, Thorpe; 1976) wordt carbadox na extractie uit voeder en monster

zuivering bij 420 nm gemeten. Hierbij wordt loog bij het eindextract 

gevoegd, '~aarbij een geel chromophor ontstaat . De kleurintensiteit is 

tijdsafhankelijk, waardoor een nauwke urige analysewerkwijze vereist 

wordt . 

De methode is toepasbaar voor carbadox in voeders vanaf een niveau van 

20 mg/kg . Door Luchtefeld (1977) wordt een HPLC analyse beschreven 

voor carbadox residuen in voeders vanaf een niveau van 24 ~g/kg . Hier-

bij vindt detectie plaats bij 365 nm . Uit de afgebeelde chromatagram

men blijkt het echter moeilijk om op dit laag niveau eenduidig carba

dox te identificeren vanwege de vele aanwezige rnatrixcomponenten. Om

dat het moeilijk i s om op laag niveau carbadox met UV-detectie te me

ten, combineerden wij een HPLC-scheiding met de spectra f otometrische 

methodiek. 

Na HPLC-scheiding wordt loog toegevoerd (post-column) en het c hromo

phor wordt gemeten bij 420 nm. De extinctie-colfficilnt bij 420 nm 
f -1 - 1 L420 neemt dan met een factor 4,8 toe ( t420=3,14 mmo! ! . cm l:. 

-1 - 1 
loog= 15,3 mmo l !.cm ) . 

Het absorptiemaximum bevindt zich bij 350 nm . Ook nu wordt echter bij 

hogere golflengte gedetecteerd voor een grote r e specificiteit (fig . 1) . 
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Fig . 1 Spectra carbadox 

: = r,: ·SPECTJU. c.Wwm iH li1.1Ds : 

i\ J J/jJ\ r .1. r 1 J r ; 
s : : : : : : : : : s 

\~~! ' ' '"' '/"''''" ' :····•,\···· :·· ....... :· .. , ... ··:·· ....... ~ · ······· · ~ · ······ ··~ ··· · · ··· 
~- ' : : : = r : : : : 

s .. .. .. .. :\J .. ~ ......... : ..... .\ ~····~//·;~ ... \ : .... ... .. : ......... : ... .. .... ~ .... .. .. s 
~ . . . 'i_.r.~ . \ · . . . ~ 

s : . : ' : : : s 
s . : : ; ~ :\ : ~ : s .. ... ... .. ....... .... .............. .. ......... .... .. .... ..... , . .. .... . ... ...... .... ....... .. .... . 

. : . : : : ·'\,, : : : 
. . : """''-!-,,,~, : : 

: : ,".~-"'-""'"""~ 

' . 
s\ ~ ~ ~-~~.N~~ s 

~'\ r r ,.z·\"<.~:: ~ 
\ : ' : .r ' : ""w;~II,4.L......., 

\ : : ,1 1./..f"ou.l : : . '" .. 1;. , : : 
s ... ... ::., ......... :.".,r .. ~.: ....... .. : ....... .. : ......... : .... .. ... :~.~~:-'o ....... , ....... .. : .. .. .... s 
s : ·• ..... ~ .... l~J.A . . . : . ·:·....... . ~ 
~ ··,., : 51 

S .. . ...... . . . . .. ... : ............ .... ... : ......... : ......... : ......... : ...... .... ....... ·.·\ .. ... . . . G : . : . . . . ····J, 
: : ·,, 

~h----L----~--~----~~~--~----~ .. r---L---~~--~--~ 
sw ro w ~ • 
~s • ro N ~ 

Om na post-columnderivatisering op laag niveau (1 te meten is 

een gevoelige detector noodzakelijk (b.v. Kratos 783; 0,001 Aufs). 

Om de respons van de derivatiseringsreactie te verbeteren werden di

verse concentraties loog uitgetest . 

Een natronloogconcentratie van 0,5 N was bij derivatisering het ge

schiktst . 

Hogere concentraties leverden een instabiel signaal bij de detectie, 

omdat er dan waarscl1ijnlijk onvoldoende menging met het eluens plaats

vindt. Bij lagere concentraties nam de respons af. De reactie bleek 

mogelijk voo r zowel carbadox als genoemde metabolieten . De reactie is 

tijdsafhankelijk . Door het testen van diverse coillengtes (geknoopt) 

met een interne diameter van 0,5 mm kon de optimale verblijftijd (re

actietijd) voor carbadox worden bepaald bij een eluensflow van 0,6 

ml/min en loogtoevoer van 0,23 ml/min. (fig.2). 
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Fig. 2 Effect coillengte v.s. response 

2 3 4 s 6 7 

COILLENGTH M 

De opt imale coilllengte werd vastgesteld op 2 meter. De verblijftijd 

i s dan ca. 28 seconden . 

3 . 2 Analysekolom 

Voor de vloeistofchromatografische scheiding van carbadox en metabo

lieten \o~erden t\olee kolommen getest nl.: 

- Supelcosil LC 8- DB(150 * 4,6 mm)5 ~m (Supelco). 

- Chromsep C18 (200 * 3 mm) 5 ~m (Chrompack) . Op beide \>las eenzelfde 

scheiding mogelijk met een eenvoudig eluens nl. Water-acetonitril 

(850-150) . 

Bij monsteronderzoek bleek de inzet van een buffer noodzakelijk . Toe

passing van een acetaatbuffer pH6 (Aerts et al, 1987) leverde minder 

matrixpieken op . Bij verdere pH-verlaging werden geen merkbare effec

ten waargenomen . Toepassing van de Chromsep cartridgekolom leverde een 

1,5 maal hogere respons op dan de stal en Supercosi l kolom, zodat de 

cartridgekolom werd toegepast bij monsteronderzoek. 
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3.3 Pre-concentrering via column switching 

Om op zeer laag niveau te kunnen meten , is het noodzakelijk een grote 

hoeveelheid monster in bewerking te nemen en/of het monst erextract te 

concentreren. Dit kan off-line gebeuren bij de voorbe\o~erking of online 

tijdens de chromatografische analyse. Door onder andere Frei et al 

(1981) wordt een on- l i ne concentrering en analyse beschreven voor or

ganische s poren analyse . Hierbij wordt he t monster geconcentreerd op 

een pre-kolom met een vloe istofstroom (water). Na concentreren en 

spoelen worden de middelen met behulp van de mobiele fase via back

flush van de pre-kolom geälueerd op een analysekolom. 

Hier vindt scheiding en daarna detectie plaats . 

Dit principe pasten \dj reeds eerde r toe bij de continuous flo\o~-LC 

analyse van nitrofuranen en sulfonamiden. Ook in dit onderzoek werd de 

mogelijkheid van monste rzuivering/concentrering via column-switching 

getest . Als concentreringskolommen(pre-kolommen) testen \olij t\o~ee ver

schillende dimensies nl . 10 * 2 ,1 mm en 60 * 4,6 mm. 

Deze \olerden achtereenvolgens gevuld met de pakkingsmaterialen Partisil 

ODS-3 (53 )..lm), XAD- L1(50-100 )..lm), PRP-S (15 J..lm) en Bondapak Cl8/Corasil 

(37- 50 )..lm). 

De kolommen \olerden afhankelijk van de deelt jesgroot te van het pak

kingsmateriaal afgedicht met 5 of 20 )..lm frits . Na concentreren en 

spoelen met water is het tijdstip bepaald wanneer nog voldoende van de 

eerst eluerende component (carbadox) op de concentreringskolom aanwe

zig is. De polystyreen materialen XAD en PRP voldeden niet . Ze houden 

de te bepalen component onvoldoende vast (fig.3). 
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Fig . 3 Effect spoelvolume v . s . response 

2 4 8 8 10 12 
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CONC. Nl. .-

opstelling bijlage 2 

kolom 10 * 2. 1 

kolomvulling XAD-4 

opbrengvolume 2 ml 

De octadecylsilaan materialen Partisil ODS-3 en Bondapak C18 voldeden 

beter. Deze materialen zijn goed geendcapped (apolair) en houden de 

componenten voldoende lang vast. 

Bondapak C18 bleek echter in de praktijk geschikter (fig . 4) . Dit mate

riaal gaf de minste tegendruk. (Partisil gaf als irregular materiaal 

na enige analyses tegendruk t . g . v . samenklonteren) . 
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Fig . 4 Effect spoelvolume v.s. response 

2 

opstelling 

kolom 

kolomvulling 

opbrengvolume 

4 

a a 

6 9 

CONC. ML 

bijlage 2 

10 * 2' 1 mm 

Bond a pak C18 

2 ml 

'1 a 

10 12 

-a-a_ 

14 16 

Concentreren en vervolgens spoelen van standaard carbadox op de twee 

kolomdimensies gevuld met Bondapak ,.,as vrij\<~el gelijk . Hanneer echter 

biologische monsters, welke off-line opgewerkt waren , volgens deze me

t hode gelnjecteerd werden, trad een 70% lagere respons op bij toepas

sing van het korte (10 * 2,1 mm) kolommetje dan bij de langere concen

treringskolom (60 mm). Oorzaak van de lagere respons is waarschijnlijk 

een snelle verzadiging met matrix van het korte kolommetje, waarna 

doorslag optreedt . Toepassing van een concentreringskolom met grotere 

dimensies was daarom het meest geschikt . 

3. 4 Monsteropwerking 

Voor de extractie van carbadox en zijn metabolieten uit vlees e . d . 

werd voor het extractiemengsel acetonitril/methanol (1/ 1 ) gekozen . Dit 

extractiemiddel werd eerder door Lowie et al (1983) succesvol toege

past bij onderzoek van carbadox in voeder. 
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Het ru1<1e monsterextract 1<1ordt hierbij gezuiverd over een aluminiumoxy

de kolom. Hij kozen voor alwuiniumoxyde Hoelm neutraal, analoog aan de 

analyse van carbadox in voeders. 

Getest werden diverse hoeveelheden vanaf 2 tot 8 g. Bij toepassing van 

8 g in een kolom met interne diameter van 1 cm werd het schoonste ex

tract verkregen. 

Het extract bleek echter nog onvoldoende schoon, met name bij extrac

ten van lever en nier . Een extra clean-up was daarom noodzakelijk. 

Schmid et al (1977) pasten bij onderzoek van ronidazal in voeder een 

zuivering toe over een aluminiumoxyde/florisil kolom (Florisil is een 

mengsel van silicagel en magnesiumoxide) . Hij pasten dit eveneens toe. 

Na testen van twee typen florisil met deeltjesgrootte van resp. 

0,075-0,250 mm en 0,150-0,250 mm bleek de eerst genoemde het best te 

voldoen. Een hoeveelheid van 2 g was voldoende . Bij onderzoek van 

diverse matrices zoals vlees, lever, nier en ei bleek de florisil vele 

zichtbare componenten te absorberen (fig.5) . 

Fig . 5 Nier, gezuiverd over 8 gAl 0 /2 g Florisil 
- - 2-3 

0,001 A 

Nadat het extract gezuiverd is over een aluminiumoxyde/florisil kolom 

wordt het eluaat ingedampt totdat alle organische fase is verwijderd . 

Er resteert dan een grotendeels waterige fase, welke afkomstig is van 

water uit het biologische monster . Deze waterige fase mocht niet wor

den ingedampt tot droog, omdat heroplossen van carbadox in water niet 

meer mogelijk bleek . De waterige fase wordt verdund tot 4 ml met wa

ter . Na injectie van 2 ml op het genoemd systeem concentrering en was

sen waren met name in lever en nier nog matrixcomponenten aanwezig . 
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Door de waterige fase te extraheren met iso-octaan kon een eindextract 

worden verkregen, dat vrijwel geen storende componenten meer vertoonde 

(fig . 6). 

Fig . 6 Nier gezuiverd over 

8 g Al 0 /2 g 
2-3--

Plorisil/Iso-octaan 

0,001 A 

Pig . 7 Nier gezuiverd over 

8 g Al 0 /2 g 
24--

Florisil/Iso-octaan 

(1 ~g/kg carbadox) 

De combinatie van off-line en on-line zuivering en preconcentrering 

resulteerde in een procedure, waarmee 1 ~g/kg carbadox aangetoond kan 

worden zonder interferentie van matrixcomponenten (fig . 7) . 

3.5 Oriënterend monsteronderzoek en recovery-experimenten 

Met de opgestelde methode werden oriënterend een aantal monste rs var

kensvlees , lever en nier en kippe-eieren onderzocht op het gehalte aan 

carbadox en desoxycarbadox na spiking . 

De resultaten van het terugvindingspercentage (recovery) staan weerge

geven in onderstaande tabel . 



Dosering (~g, kg) 

0 

1 

5 

10 

1: carbadox 

* : niet aantoonbaar 

1 

94 

85 

80 

vlees 

2 

* 
86 

82 
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1 

71 

80 

82 

lever 

2 

* 
86 

87 

2: desoxycarbadox 

1 

82 

72 

71 

nier 

2 

86 

94 

1 

71 

89 

ei 

2 

* 
86 

89 

Gezien het kleine aantal monsters en de geringe verschillen in recove

ry tussen de verschillende concentratieniveaus en matrices zijn de re

coveries per component gepooled. 

Voor carbadox geldt x 81% (n=l2) 

s 8,4 
d 

cv Sd x 100% 10,3% 

x 
en voor desoxycarbadox x 87% (n=8) 

s 3,4 
d 

cv Sd x 100% 3,9% 

x 

De recovery werd berekend ten opzichte van standaardoplossingen in het 

concentratiegebied 0 , 001 - 0,01 ~g/ml. Injectie op het systeem leverde 

een corr . coëfficiënt voor carbadox van 0,998 en 0,999 voor desoxycar 

badox . 

Andere vleessoorten zoals kippe-, lams-, rund- en kalfsvlees waren 

eveneens analyseerbaar met de methode . Ze vertoonden bij blanco een

zelfde ch romatagram als varkensvlees. De chromatagrammen van een aan

tal spike storingsanalyse-experimenten staan afgebeeld in bijlagen 3 

t/m 6 . De bepaling van carbadox en de (voorname) metaboliet desoxycar

badox wordt niet gestoord door : 



-13-

dinitolmide, ethopabaat, fenbendazol, ipronidazol , ronidazol, dimetri

dazol, metichlorpindol, robenidine, thiofanaat, olaquindox, furnicozo

ne, nitrovin, nifursol, chlooramphenicol , halofuginon, pyranteltartra

te, methylbenzoquaat, decoquinaat, nicarbazin, dapson, sulfadimethoxi

ne, sulfadimidine, sulfamerazine, sulfadoxine, trimethoprim, sulfame

thoxazol, sulfaquinoxaline, sulfanilamide, sulfadiazine, tetracycline, 

oxytetracycline, chlortetracycline, doxycycline. Furazolidon, nitrofu

razon, furaltadon en nitrofurantoïne elueren tussen carbadox en deso

xycarbadox. Ze storen de bepaling van deze beide verbindingen nie t 

maar wel die van de N-1-oxide en N-4-oxide metaboliet. 

3.6 Bijzonderheden 

Analyse op het 1 ~g/kg niveau bleek alleen mogelijk met een UV/VIS de

tector welke een_~evoeligheidsbereik van 0,001 Aufs bezit (Kratos 783) 

Cruisniveau 1x10 Aufs). 

Concentreren en wassen van de componenten op de pre-kolom kan uitge

voerd worden met een HPLC pomp, maar ook met behulp van een peristal

tische pomp, waarbij het monster opgezogen wordt vanuit een sampler 

(bijlage 7). 

Ook hiermede kon worden gemeten vanaf het 1 ~g/kg niveau (2 ml injec

tie). 

De bepaling van carbadox na extractie uit matrix met behulp van fysio

logische zoutoplossing en analyse met behulp van een CFLC-systeem 

(Aerts et al; 1987 (bijlage 7) is mogelijk. 

De detectiegrens is dan een factor 10 hoger, zodat vanaf 10 ~g/kg kon 

worden geanalyseerd . Het gewenste analyseniveau van 1 ~g/kg werd niet 

bereikt. 

Van het COl-Lelystad '~erden monsters varkensvlees verkregen van die

ren, welke voor de slacht gedurende 6 weken voer met resp . 25, 50, 100 

en 200 ppm aan carbadox hadden verkregen (nul dagen wachttermijn) . De-
o 

ze monsters waren ongeveer 1 jaar bij -20 C opgeslagen. De monste rs 

werden onderzocht op carbadox, desoxycarbadox, N-1-oxide en N-4-

oxide . De resultaten staan afgebeeld in bijlagen 8 t/m 10. 

Hieruit blijkt, dat carbadox op een zeer laag niveau aangetoond wordt 

bij een voederdosering vanaf 50 mg/kg. Ook N- 1-oxide en N-4-oxide wa

ren vanaf dit doseringsniveau aantoonbaar . 
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Desoxycarbadox kon bij een voederniveau van 25 mg/kg al worden aange

toond. De concentratie van deze component is in alle gevallen veel ho

ger dan die van de andere aanwezige componenten . 

Een onbekende metaboliet eluerend na de N-1-oxide en N-4-oxide metabo

lieten en voor desoxycarbadox werd aangetoond in monsters van varkens 

welke 50 resp . 500 ppm aan carbadox hadden verkregen gedurende zeven 

dagen. 

4 CONCLUSIE 

Met de ontwikkelde methode zijn carbadox en de metabolieten desoxycar

badox, N-1-oxide en N-4-oxide zijn in vlees, lever, nier en ei analy

seerbaar . Quinoxaline-carbonaat is niet te bepalen . 

He t bepalingsniveau ligt voor carbadox, N-1-oxide en N-4-oxide vanaf 1 

~g/kg. Voor desoxycarbadox geldt een bepalingsniveau vanaf 5 ~g/kg. 

De bepaling wordt niet gestoord door de meeste veel toegepaste dierge

neesmiddelen . In varkensvlees van dieren welke gevoederd zijn met 

carbadox konden alle vier genoemde componenten worden aangetoond. 

Desoxycarbadox is de metaboliet, welke ook na lage carbadoxdosering 

(25 ppm) in voeder nog aangetoond kon worden. 

De ontwikkelde methode dient nog verder getest te worden op ruggedness 

precisie en betrouwbaarheid. Ze lijkt echter toepasbaar in de prak

tijk, waarbij tussen 10-20 monsters per dag analyseerbaar zijn . 
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Molecular structures of carbadox and metabolites 
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BIJLAGE 2 

Set up column-switching systgm with post-column derivotization 
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Liver spiked with 1 or 5 uG/kG Carbadox - Oesoxycarbadox 
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Kidney spiked with 1 or 5 uG/kG Carbadox - Oesoxycarbadox 
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Egg spiked with 1 Dr 5 uG/kG Carbadox - Dssoxycarbadox 
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BIJLAGE 9 
.. Residue curves after oral administr ation 
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Residu~ curves after oral admini&tration 
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BIJLAGE 10 . 
Meat samples from animal study 
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