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1 INLEIDING 

In het verleden is op beperkte schaal een aantal experimenten uitge

voerd voor de confirmatie van chlooramphenicol (CAP) met behulp van 

gaschromatografie-massaspectrometrie en met behulp van gaschromato

grafie en electron-capture detectie. 

Gekozen werd toen, op grond van een rapport van de Keuringsdienst van 

Waren (Utrecht), voor het bereiden van TMS derivaten in ethylacetaat 

(1). De resultaten van het onderzoek met behulp van gaschromatografie 

en electron-capture detectie leverde, bij toepassing van een 

CP-Sil-8-CB capillaire kolom, redelijke resultaten op. De resultaten 

met GC-MS waren zeer slecht. Dit werd enerzijds veroorzaakt door het 

lage niveau waarop gewerkt werd (2 ng/~1 = 10 ppb) en anderzijds ten 

gevolge van snelle vervuiling van de bron van de massaspectrometer. 

Bij de GC-MS bleek de vervuiling uit een verminderde gevoeligheid en 

uit een steeds slechter wordende piekvorm. Opgemerkt dient te worden 

dat het hele HPLC extract werd geinj ecteerd, er vond dus geen verdere 

opzuivering plaats. Als interne standaard werd Thiamphenicol gebruikt 

welke bij het gebruik van de "electron capture" detector goed terugge

vonden werd, bij de GC-MS kon de interne standaard na verloop van een 

aantal injecties, niet aangetoond worden. Naast bovengenoemde proble

matiek, bevatte ook het verkregen massaspectrum niet voldoende infor

matie om te komen tot een éénduidige confirmatie . 

In de EEG zijn onlangs een aantal criteria opgesteld (2), waaraan 

voldaan moet worden bij massaspectrametrische analyses, \•l8arbij naast 

criteria voor de retentietijd, criteria voor het aantal te meten 

ionen, in relatie tot de ionisatietechniek worden gegeven . Op verzoek 

van de afdeling diergeneesmiddelen is recentelijk , onder andere in 

verband met een Nationaal plan en de algemene wens om bij de uit

voeringen van bepalingen met een wettelijke grondslag een confirmatie

methode ter beschikking te hebben, het onderzoek weer opgepakt. 
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Onderzoek is verricht naar een aantRl aRpecten om te komen tot een 

goede confirmatie methode. Aandacht i s gegeven aan het maken van de ri

vaten, zowel met a ls zonder matrix, de uniekheid van de bijbehorende 

spectra , het opwe rken van HPLC fracties we lke chlooramphenicol bevat

ten, de linearitei t en reproduceerbaarheld van de GC-MS bij verschil

lende ionisatie-technieken en -omstandigheden. 

Parallel aan dit onderzoek zijn er experimenten uitgevoerd met de 

solid probe, waarbij chlooramphenicol, in vaste vorm , direc t via een 

probe in de bron is gebracht. Ook is e r onderzoek verricht naar de 

toepassing van LC-MS met betrekking tot chlooramphenicol. 

De resultaten van bovengenoemd onderzoek zullen t . z . t. apart worde n 

gerapporteerd. 

2 APPARATUUR 

2.1 Gaschromatografie-massaspec trometrie 

Finnigan 4500/INCOS massaspectrometer gekoppeld met de Finnigan 9610 

gaschromatograaf en de Hewlett Packard massaspectrometer HP-MSD. 

De gaschromatografen zijn beide voorzien van een fused silica 

capillaire kolom 1=25 m; i . d . = 0,22 mm, gecoat met een apolaire fase 

cp sil-5-CB met een laagdikte van ca . 12 ~m . 

Gaschromatografische en massaspectrametrische condities. 

Draaggas 

Split 

Septumflush 

Temperatuur 

In j ector 

Oven 

Ra te 

Initia! hold 

Final hold 

Finnigan (Cl) 

Helium linea ire gassnelheid 30 cm/s 

20 ml/min geopend 4 minuten na injectie 

3 ml/min geopend 4 minuten na injectie 

260 °C 

130- 280 

15 C/min 

3 min 

5 min 

Injectie volume : 2 ~1 

HP-NSD (El) 

idem 

idem 

idem 

260°C 

130- 280 

15 C/min 

2 

4 

4 v.l 

Interface GC-MS : Door de fus ed silica kolom direc t door t e voeren tot 

aan de bron is een directe koppeling gerealiseerd 

voor zowel de Finnigan als de HP-MSD. 

Temperatuur interface oven 260°C. 

8440 . 2 - 3 -



- 3 -

Instelling bron 

Electronen energie 70 eV 

Emissie stroomsterkte: 300 uA 

Temperatuur 

reactiegas methaan, fore pressure 1,0 torr . 

High-vacüm 5,5 x lo-5 torr . 

2.2 Massaspectrometrische instelling Finnigan en HP-MSD 

2.2.1 Finnigan 

Nassa 

304 

466 

2 . 2 . 2 HP-NSD 

Massa 

208 

225 

Heettijd 

(s) 

0,026 

0,026 

Heettijd 

(s) 

0,1 

0,1 

Ionisatie mode 

NICI 

NICI 

Ionisatie mode 

El 

El 

3 DERIVATISEREN VAN CHLOORA~WHENICOL 

70 eV 

250 uA 

default 

NVT 

Om na te gaan of er voor chlooramphenicol een derivaat bereid kan ,.,or

den, waarmee aan de door de EEG opgestelde criteria voldaan kan ,.,rorden, 

is een korte literatuur studie verricht . 

Uit deze literatuur studie k'o~amen mogelijke derivatiseringen te 

voorschijn nl . : 

a) He t bereiden van TNS derivaten (1,3,4,5,6). 

b) Het bere iden van HFB derivaten (7). 

Van chlooramphenicol zijn bovengenoemde derivaten gemaakt in een con

centratie van 10 ng/~1. 

In eerste instantie zijn met behulp van de Finnigan El spectra 

opgenomen. Figuur 1 is het s pectrum van het TMS derivaat en figuur 2 

het spectrum van het HFB derivaat. 
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Het U1S derivaat levert slechts t\o~ee intense massafragmenten op 

(m/z 208 en m/z 225) , de overige fragmenten zijn kleiner dan 10%. 

Het HFB derivaat levert vier , voldoende intense , fragment ionen op 

m/z 349, m/z 256, m/z 169 en m/z 152. Bij zowel figuur 1 als figuur 2 

is het spect rum gedeeltelijk versterkt. Het spectrum van het TNS deri

vaat is vanaf m/z 250 20 maal versterkt en het HFB spectrum is vanaf 

m/z 375 50 maal versterkt . 

Aansluitend zijn met het TNS derivaat een aantal experimenten uitge

voerd onder chemische ionisatie omstandigheden bij verschillende bron

temperaturen,waarbij als reactiegas gebruik is gemaakt van methaan en 

van ammoniak. Bij een brontemperatuur van 150°C is bij zowel methaan 

a ls bij ammoniak als reactiegas, voornamelijk de moleculair piek van 

chlooramphenicol-TMS (M-=466) aanwezig e n m/z 376 ( 25%), wannee r 

negatieve ionen gemeten worden. Positieve ionen komen niet of nauwe

lijks voor. 

Bij een toenemende brontemperatuur wordt fragment ion m/z 376 relatief 

minder en neemt m/z 304 toe tot circa 40% bij een brontemperatuur van 

190°C (maximale temperatuur). In figuur 3 en figuur 4 i s het verschil 

te zien tussen beide TMS spectra bij verschillende brontemperaturen en 

methaan als reactiegas. 

Van chlooramphenicol-HFB zijn zowel met methaan als ammoniak als 

reachegas meerdere fragmenten aanwezig, waaronder de moleculairpiek 

(M-= 714) wanneer negatie ve ionen gemeten worden (zie figuur 5) . Posi

tieve ionen kome n ook hier nie t of nauwelijks voor . 

Uit bovengenoemde gegevens komt het HFB-derivaat gunstig naar voren. 

Bij het opnemen van de spectra is echter gebleken , dat het de rivaat 

in de GC-kolom ontleed en/of reageert met de kolomfase. Bij een sil-20 

kolom gebeurt dit in zeer sterke mate. Bij een sil-5 kolom is dit 

effekt beduidend minder, hetgeen erop duidt, dat het niet alleen een 

ontledingseffekt is (zie figuur 6). 

Mede op grond van het feit, dat de respons niet lineair is in het l age 

gebied , vervalt het HFB-derivaat als mogelijke kandidaat . 

Uit de experimenten met het UtS-derivaat is gebl e ken, dat geen van de 

gebruikte ionisatie technieken een bruikbaar spectrum oplevert, wan

neer uitgegaan wordt van de EEG criteria, dat in één a nalysegang vier 

ionen geme ten moeten worden. Combinatie van verschille nde ionisatie

technieken zou we l kunnen voldoen . 
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Uitgegaan wordt van het TMS derivaat dat eerst met de HP- MSD wordt 

geanalyseerd in de electron- impact mode waarbij t\vee massa's \VOrden 

gemeten m/z 208 en m/z 225. Bij een positief resultaat wordt het 

monster nogmaals gemeten op de Finnigan met behulp van negatieve che

mische ionisatie met methaan als reactiegas en een brontemperatuur 

van 190°C . Gemeten \'lOrdt dan het molecuulion m- 466 en het fragment 

ion m/z 304 . Op deze manier wordt ook aan de EEG voorwaarde voldaan. 

4 INTERNE STANDAARDEN 

Om de derivatisering te kunnen controleren is nagegaan of thiampheni

col geschikt is als interne standaard . Hiertoe is thiamphenicol toege

voegd aan zmvel standaarden als monsters en wel vlak voor de derivati

sering. 

Uit de metingen op de MSD bleek dat thiamphenicol, ten opzichte van 

chlooramphenicol, een afwijkend gaschromatografisch gedrag vertoont 

(tailende pieken) en derhalve niet geschikt is als interne standaard . 

Ter controle van de injectie, de chromatografie en de stabiliteit van 

de massaspectrometer wordt 2'3 ' 4'-245 hexachloorbiphenyl (PCB-138) 

toegevoegd in een concentratie van 2 ng/~1. 

5 CRITERIA 

Een monster is positief voor c hlooramphenicol, wanneer aan de volgende 

criteria is voldaan. 

5.1 Gaschromatografisch criterium 

De relatieve retentietijd (RRT) van de te bepalen component, gedefi

nieerd als de verhouding van de absolute retentietijd (RT) in seconden 

van de te meten component ten opzichte van de absolute RT in seconden 

van interne standaard (=A), dient gelijk te zijn aan de RRT van de 

overeenkomstige standaard + 5/A . 

5 . 2 Massaspectrametrisch criterium (EI) 

De fragmentionen m/z 208 en m/z 225 van de piek in het monster met 

deze lfde relatieve retentietijd (~ 5/A sec) als de standaardpiek, 

dienen een overee nstemmende intensiteitverhouding te hebben als de 

overeenkomende ionen van de standaard. 
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Wanneer het fragment ion m/z 208 uitgedrukt als fractie van m/z 225 

dezelfde intensiteitverhouding (± 10%) oplevert als het overeen

komstige fragment ion van de standaard, dan dient een vervolg analyse 

uitgevoerd te worden (punt 5 . 3) . 

5.3 Massaspectrametrische criteria (NCI) 

Indien aan de voorwaarde onder punt 5.2 is voldaan dan dient herana

lyse uitgevoerd te worden onder negatieve chemische ionisatie omstan

digheden met methaan als reactiegas. Het fragment ion m/z 304 en het 

moleculair ion m- 466 van de piek in het monster met dezelfde rela

tieve retentietijd <± 5/A sec) als de standaardpiek, dienen een 

overeenstemmende intensiteit verhouding ± 10% te hebben als de 

overeenkomende ionen van de standaard . Dat wil zeggen, dat de iden

tificatie positief is, als het fragment ion M/Z 304 uitgedrukt als 

fractie van het molecuul ion m- 466 dezelfde intensiteitsverhouding 

(± 10%) oplevert als het overeenkomstsige fragment ion van de stan

daard . 

6 OPWERKEN VAN HPLC FRACTIES 

Door de afdeling DGM worden vleesmonsters geextraheerd en gezuiverd 

volgens voorschrift A402 (8). 

Het eindresidue \Wrdt opgenomen in 400 ~1 \•later , \olaarvan 200 ~1 \-lordt 

geinjecteerd op het HPLC systeem. Ten bate van de massaspectra

metrische analyse wordt alleen de chlooramphenicol bevattende fractie 

uitgevangen . 

Alvorens deze fractie gederivat i seerd kan worden, wordt het aanwezige 

chlooramphenicol uit de waterige fase geextraheerd met behulp van 

ethylacetaat. 

Door de afdeling DGM zijn experimenten uitgevoerd om na te gaan of de 

extractie kwantitatief verloopt . Hiertoe werd een HPLC fractie 

herhaald geextraheerd met ethylacetaat, \olaarna de ethylacetaat \-lerd 

afgedampt en het residue opgelost in 100 ~1 HPLC eluens . 

Van deze oplossing werd 100 ~1 geanalyseerd met behulp van HPLC, 

waarna het terugvindinga percentage kon worden be rekend. 

Uit bovengenoemde experimenten bleek, dat wanneer de HPLC fractie van 

1,0 ml 3 maal werd geextraheerd met 1 ml ethylacetaat de extractie 

kwantitatief was d . w.z . meer dan 95% . 
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7 RESULTATEN 

7 . 1 Standaarden geanalyseerd met de Finnigan 

Op de Finnigan is een standaard chlooramphenicol-TMS van 1 ng/~1 vijf

maal geanalyseerd om de herhaalbaarheid van de Finnigan te testen. 

In tabel 1 is de respons van de interne standaard PCB 138, van 

chlooramphenicol alsmede de verhouding van chlooramphenicol t . o.v. de 

interne standaard vermeld. 

Tevens is de relatieve intensiteit van m/z 304 t . o.v. m- 466 gegeven. 

Uit tabel 1 blijkt dat de herhaalbaarheid van de Finnigan redelijk 

goed is terwijl relatieve intensiteit van m/z 304 t.o.v . m- 466 aan 

de eisen ruimschoots voldoet (punt 5 . 3) . 

Bovengenoemd experiment is ook uitgevoerd met verschillende injectie

volumina (zie tabel 2) waarbij geen nadelige invloed ten gevolge van 

verschillende injectie volumina kon worden geconstateerd. Met andere 

woorden de verschillende experimenten behoren tot ~in populatie. 

Ook is de Finnigan getest op lineairiteit. Hiertoe is een standaarden 

reeks met concentraties van resp . 0,03; 0,01; 0,3; 0,4; 1,0 en 2,0 

ng/~1 gemeten. Aan elke standaard was 2 ng/~1 PCB 138 toegevoegd. 

In tabel 3 zijn de resultaten van het lineariteitsonderzoe k gegeven . 

In deze tabel is het oppervlak van CAP per ng gegeven alsmede de 

verhouding van CAP t.o . v. PCB . Geconcludeerd kan worden dat de 

lineairiteit slecht is, gezien de afwijking van zowel de standaarden 

met lage als met hoge concentratie t . o.v . het gemiddelde. 

De minimale hoeveelheid waarbij nog een goed spectrum verkregen wordt 

bedraagt voor de Finnigan circa 200 pg in de MlD mode. 

7 . 2 Standaarden geanalyseerd met de HP-MSD 

Op de HP-MSD is een standaard chlooramphenicol-TMS van 1 ng/~1 zesmaal 

geanalyseerd om de herhaalbaarheid van de HP-MSD te testen . 

In tabel 4(A) zijn de resultaten zonder correctie voor de, aan de 

standaarden toegevoegde interne standaard (PCB 138) gegeven . 

In tabel 4(B) zijn deze resultaten gecorrigeerd voor de interne stan

daard. Ook is in deze tabel de herhaalbaarheid vermeld van de interne 

standaard. 
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Uit tabel 4 kan geconcludeerd worden dat de herhaalbaarheid van de HP

MSD voor chlooramphenicol redelijk is (gebruik van interne standaard 

levert geen verschil op). 

Ook is de lineariteit van de HP- MSD getest hiertoe is een standaarden

reeks met een concentratie van resp. 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2 ,5 en 3,0 

ng/~1 geanalyseerd. Aan elke standaard was de interne standaard 

PCB 138 (2 ng/~1) toegevoegd. 

In tabel 5 zijn de resultaten vermeld. 

Geconcludeerd kan worden dat de lineariteit van de HP- NSD evenals bij 

de Finnigan slecht is. 

De minimale hoeveelheid CAP \o~elke nodig is bedraagt ongeveer 1 ng. 

7.3 Nonsters 

Door de afdeling DGM zijn acht positieve monsters vlees geanalyseerd 

op het gehalte aan CAP met behulp van HFLC. 

De CAP bevattende fractie is uitgevangen en door de afdeling OCON 

gederivatiseerd en geanalyseerd met zowel de HP-MSD als de Finnigan. 

Ter controle van de methode zijn door de afdeling DGM naast de 

monsters ook nog twee standaarden met een concentratie 1 ng/~1 

opgewerkt . 

In tabel 6 zijn de analyseresultaten gegeven . De respons van de twee 

opgewerkte standaarden kwam goed overeen met de respons van een stan

daard van 1 ng/~1. 

De berekening is uitgevoerd met de twee meegeleverde standaarden van 

1 ng/~1 en de rechtstreeks gederivatiseerde standaard van 1 ng/~1. 

Na bovengenoemde serie monsters is , gezien de vrij magere resultaten , 

nogmaals een serie monsters opgewerkt. Deze laatste serie is mislukt 

daar de derivatisering van zowel de te gebruikten standaarden als de 

monsters om onbekende redenen niet verlopen is. 

Naar aanleiding van bovengenoemde, tegenvallende, resultaten is beslo

ten om aanvullend onderzoek te verrichten zie 8. 

8 AANVULLENDE DERIVATI SERINGSEXPERH1ENTEN 

8 .1 Standaarden 

Daar de met GC-NS gevonden gehalte in de acht onderzochte monsters (1e 

serie) lager ware n dan de HPLC waarden is een aantal experimenten met 

betrekking tot de deriva tisering uitgevoerd . 
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Bij de voorgaande experimenten is de derivatisering uitgevoerd met 

100 pl ethylacetaat/BSTFA (1:1) bij 70°C gedurende 30 minuten. Nagegaan 

is of er een verbetering optrad bij variatie van de hoeveelheid 

reagens en toepassing van een katalysator (TMCS). Niet gekeken is naar 

de invloed van de temperatuur en de tijd. In tabel 7 zijn de resulta

ten vermeld. 

8.2 Derivatisering in aanwezigheid van matrix 

Uit tabel 7 blijkt dat er flinke schommelingen zijn qua res pons waar

door er geen verschillen aantoonbaar zijn tengevolge van de 

verschillende reagentia, zowel qua samenstelling als qua hoeveelheid. 

Hieruit blijkt dat de derivatiserings condities onvoldoende onder 

controle zijn. 

Om na te gaan of er een negatieve beinvloeding optreedt tengevolge van 

de matrix zijn een aantal blanco vleesmonsters uitgevangen via de HPLC. 

Aan deze fracties is 25 ng CAP ( 25 ppb) toegevoegd vlak voor de deri

vatisering . 

De mons t e rs zijn tweemaal geanalyseerd met de HP- MSD, de resultaten 

van zowel de eerste als de tweede meting zi jn vermeld i n tabe l 8. 

9 DISCUSSIE EN CONCLUSIE 

Het bereiden van TMS (trimethylsilyl) derivaten is te prefereren boven 

HFB (heptafluorboterzuur) derivaten gezien de chromatografische 

eigenschappen van het HFB de rivaat . 

Echter daar geringe structuur informatie verkregen wordt zowel met 

Electron Impact (EI) als met chemische ionisatie (Cl) is geen van 

beide ionisatie technieken (op zich zelf) toereikend om een êênduidige 

uits praak te doen. Het aantal fragmentionen dat verkregen wordt door 

beide ionisatietechnieken te combineren is wel voldoende om aan de EEG 

criteria te voldoen. 

De herhaalbaarheid van de Finnigan qua absolute respons is redelijk en 

qua relatieve intensiteit van fragmention m/z 304 zeer goed. 

Variatie van het injectievolume heeft geen nade lige invloed op de 

herhaalbaarheid. 

Het lineaire gedrag is bij de Finnigan matig waardoor een quantita

tieve uitspraak niet éénduidig kan zijn. 

Voor de HP- MSD geld, dat de herhaalbaa rheid, zowel qua absolute respons 

a l s qua relatieve intensiteit van m/z 225, goed is . 

De lineai ritei t is ook hier ma tig. 
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De samenstelling van het derivatiseringsreagens en het al dan niet 

aanwezig zijn van matrix lijken de derivatisering niet te beinvloeden, 

echter ten gevolge van de slechte herhaalbaarheid kon geen ~~nduidige 

conclusie getrokken worden. De invloed van de reactietijd en de 

reactietemperatuur is niet onderzocht, dit zou indien wenselijk t.z.t. 

bestudeerd kunnen lvorden, De detectiegrens van de HP-HSD bedraagt, 

uitgaande van een fractie van circa 2 gram vleesextract en een eind

volume, na derivatisering, van 25 ~1 circa 2 ppb. Voor de Finnigan 

bedraagt de detectiegrens circa 0,5 ppb uitgaande van 40 à 50% recovery 

bij de opwerking . 

Voor de HP-MSD bedraagt de detectiegrens ongeveer 5 ppb. 

In het algemeen kan dan ook gesteld Horden dat de massaspectra

metrische bepalingsgrens voor vlees 10 ppb bedraagt. 

Bij de aanHezigheid, in vlees, van meer den 10 ppb kan een ~~nduidige 

confirmatie verricht worden met in achtname van de criteria. 

In acht monsters, welke met behulp van de HPLC positief bevonden 

waren, kon dan ook met de HP-MSD geen chlooramphenicol aangetoond wor

den terwijl de resulta ten van de Finnigan een factor twee lager Haren 

dan de HPLC resultaten . 

De blanco monsters waaraan na de HPLC, vlak voor derivatisering , 25 ng 

chlooramphenicol was toegevoegd zijn op twee verschillende dagen 

geanalyseerd . De resultaten van de analyses vlak na derivatisering 

toonde een zeer grote spreiding. De resultaten van het onderzoek van 

dezelfde monsters, na tHee dagen bewaren in de koelkast, vertoonden 

wel een goede herhaalbaarheid. Hogelijk wordt dit veroorzaakt door dat 

het derivaat niet goed oplost i n het gebruikte oplosmiddel 

(iso-octaan). 

De eindconclusie van het onderzoek is dat met behulp van GC-HS chloor

amphenicol kwalitatief ~~nduidig aangetoond kan Horden bij een niveau 

vanaf 10 ppb Haarbij voldaan Hordt aan de EEG criteria voor confirmatie 

onderzoek. 

Kwantitatief laat nog te wensen over . 
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10 AANBEVELINGEN 

- Alhoewel de methode kwalitatief voldoet, immers in vlees kunnen 

gehalten vanaf 10 ppb geconfirmeerd worden, is het gewenst om 

het kwantitatieve aspect te verbeteren en dient er in gezamenlijk 

overleg vervolgexperimenten te worden afgesproken. Gedacht kan wor

den aan het gebruik van gelabelde standaarden. 

- De derivatisering dient nog verder uitgezocht te worden met name de 

invloed van de reactietijd en de reactietemperatuur . 
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Tabel 1 : Herhaalbaarheid chlooramphenicol bepaald met de Finnigan met 

behulp van negatieve chemische ionisatie met methaan als 

reactiegas en een brontemperatuur van 190°C (injectievolume 

2 Jll) 

Hooster Opp . PCB Opp . CAP Opp . CAP/ Rel. int. ( %) 

nummer cts cts opp . PCB m/z 304 t.o . v . 

m/z 466 

1 1115480 669696 0,6004 32,7 

2 1142472 584704 0, 5118 33,0 

3 1060648 478208 0 , 4509 32,4 

4 1104410 497664 0, 4506 32,2 

5 1042004 473088 0,4540 31,4 

gemiddeld 1093003 540672 0 , 4935 32 , 3 

vc ( %) 3,8 15,7 13 , 2 1,9 
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Tabel 2 Herhaalbaarheid ch1ooramphenico1 bepaald met de Finnigan met 

behulp van negatieve chemische ionisatie met methaan als 

reactiegas en een brontemperatuur van 190°C en verschillende 

injectie volumina 

Nonster Inj. Opp. PCB Opp. CAP Opp. CAP/ Rel. int. (%) 

nummer vol. cts cts opp. PCB m/z 304 t.o.v. 

m/z 466 

1 2 1115480 669696 0,6004 \ 32,7 

2 2 1142472 584704 0,5118 33,0 

3 4 1915934 1132540 0, 5911 28,2 

4 2 1060648 478208 0,4509 32,4 

5 1 591304 297536 0,5013 33,4 

6 1 555054 257536 0,4640 33,8 

7 1 596538 276480 0,4635 33,6 

8 4 2002040 984064 0,4915 30,4 

9 2 1104410 497664 0,4506 32,2 

10 2 1042004 473088 0,4540 31,4 

gem. 0,4979 32,1 

vc (%) 11,2 5,4 
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Tabel 3: Lineariteit Finnigan voor chlooramphenicol bepaald met 

negatieve chemische ionisatie met methaan als reactiegas 

en een brontemperatuur van 190°C 

Conc. Opp. PCB/ng Opp. CAP/ng CAP/PCB 

ng/).11 

0,03 182631 240000 1,31 

0) 1 162047 278720 1,72 

0,3 200123 319573 1,60 

0,4 240559 373120 1, 55 

1) 0 296800 570365 1,93 

2,0 235738 544768 2,31 

Injectievolume is 2 ).11 . 
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Tabel 4: Herhaalbaarheid van chlooramphenicol bepaald met de HP-MSD 

Monster (A) (B) 

nummer Opp. CAP Opp. CAP Opp. PCB 

1 1199616 1141831 2492416 

2 1206272 1221879 2710528 

3 1199616 1269018 2603008 

4 1133568 1081857 2567680 

5 950592 962891 2147328 

6 953216 970853 2380288 

gem. 1107146 1108054 2483541 

vc (%) 11' 1 11,5 8,0 

A) Zonder correctie voor de interne standaard . 

B) Na correctie voor de interne standaard . 
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Tabel 5: Lineariteit HP-MSD voor chlooramphenicol 

Conc. Intensiteit Intensiteit CAP/PCB 

ngh.tl PCB/ng CAP/ng 

0,5 83LI8376 1838158 0,220 

1, 0 8110177 2292610 0, 283 

1,5 7239581 1778197 0,246 

2,0 7491799 2914668 0,398 

2,5 7848169 3526888 0,449 

3,0 7896225 3633606 0,460 

Injectievolume is 5 ~1. 
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Tabel 6: Meetresultaten CAP in positieve vleesmonsters 

Hanster Nonster Injectie *1) Gehalten in ppb 

nummer volume 

HPLC ( Jll) HPLC HP-NSD *2) Finnigan *3) 

Standaard 1 ng/)..11 1 ng/)..11 

Standaard 1 ng/)..11 1 ng/)..11 

1 Blanco (< 0,15) 

2 Blanco (< 0,06) 

3 Vlees 100 2,6 

4 Vlees 200 2,3 1,2 

5 Vlees 100 4,9 2,8 

6 Vlees 200 4,9 1, 1 

7 Vlees 100 2,6 1,6 

8 Vlees 200 2,9 1,1 

*1) Bij een injectievolume van de HPLC van 100 )..11 wordt 1,7 gram vlees

extract geinjecteerd. 

*2) De detectiegrens bij de HP-MSD bedraagt uitgaande van 1,7 gram vlees 

en een eindvolume van 50 )..11 circa 5 ppb. 

*3) De detectiegrens in vlees bij de Finnigan bedraagt uitgaande van 

1,7 gram vlees en een eindvolume van 50 )..11 circa 0,5 ppb. 
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Tabel 7: Invloed van de hoeveelheid derivatiseringsreagens en de samen

stelling van het reagens op de respons van chlooramphenicol 

gemeten met de HP-MSD 

Standaarden Hoeveelheid Hoeveelheid Opp. (CTS) Verhouding 

ngfl.ll Ethylacetaat BSTA PCB CAP CAP/PCB 

(lll) (lll) 

0,1 200 200 74630903 

0,1 25 25 34458580 

0' 1 50 50 77714940 

0,1 100 100 76175325 

0,5 200 200 77505215 6271954 0,081 

0,5 25 25 65055008 4317783 0,066 

0,5 50 50 92059516 10701501 0,116 

0,5 100 100 70748752 3313511 0,047 

1 ,o 25 25 83310439 23886096 0,287 

1 '0 50 50 79667799 14074721 o, 177 

1 ,o 100 100 79328835 10209962 0,129 

1,0 200 200 84792567 15108327 0,225 

10 25 25 18214013 50552988 2,78 

10 50 50 19649341 43852737 2,23 

10 100 100 23800881 52659607 2,21 

10 200 200 20844605 31899366 1,530 

0' 1 50 50 + TNCS (5%) 89573086 2218120 0,025 

0,5 50 50 + TMCS (5 %) 81731135 8906540 0,107 

1 ,o 50 50 + TNCS (5 %) 75309273 12813528 0,170 

10 50 50 + THCS (5 %) 18269109 440191590 2,410 
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Tabel 8: GC-NS resultaten van blanco monsters waaraan voor 

derivatiseren 25 ng chlooramphenicol is toegevoegd 

(metingen uitgevoerd op twee verschillende dagen) 

Blanco vleesmonsters + additie 25 ng CAP voor der. 

Hanster 1ste meting 2de meting 

int. CAP/int. PCB int. CAP/int. PCB 

st . 5 ng/l-11 .085 .133 

st 1 ng/l-11 . 234 .443 

st 2 ng/l-11 . 707 1.328 

nr 1 .218 . 521 

nr 2 .074 . 469 

nr 3 . 051 . 452 

nr 4 . 130 . 431 

nr 5 .236 . 589 

nr 6 .044 .430 

Gemiddeld: (n=6) .126 .482 

Var. coeff, in % 67.260 12.900 

Gem. r ec . in % 53.632 108 . 804 
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