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ABSTRACT 

Massaspectrametrische analyse van drie p-aganisten: mabuterol, isoproterenol en 

orciprenaline 

Mass-spectrometric analysis of three p-agonists: mabuterol, isoproterenol en 

orciprenaline (in Dutch) 

Report 91.38 November 1991 

J.A. van Rhijn, W. Kulik, W.A. Traag 

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

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

In addition to the six p-agonists described in report 90.08 (Traag et al.]. three more p

agonists (i.e. mabuterol, isoproterenol and orciprenaline (==metaproterenol)) have been 

tested as trimethylsilyl-derivatives in bath electron impact (El) and chemica! ionization 

(Cl) mode using ammonia as reactant gas tor the latter technique. 

After selection of diagnostic ions tor each ionization mode, repeatability was tested at 

a level of 2 ng/itl to 4 nghtl depending on the component. 

Linearity was tested with calibrant solutions ranging trom 0.25 ng/J.LI to 4.0 ng/J.LI tor 

isoproterenol and orciprenaline and 0.5 ng/J.LI to 8.0 ng/J.LI tor mabuterol, using 

clenbuteroi-D6 as an internal standard. Calibration solutions were prepared bath trom 

derivatised stock solutions and trom underivatised stock solutions with subsequent 

derivatisation of the diluted standards. 

Repeatability proved to meet the confirmation demands (retention time and mass ratio 

versus the base peak) tor the analysis in bath El and Cl mode. For oparation in El 

mode repeatability of the low intensity fragments is poor. 

Linearity is excellent in bath El and Cl mode tor the calibration curves prepared trom 

derivatised stock solutions, proving excellent performance of the TSQ70 mass 

spectrometer. When stock solutions were prepared prior to derivatisation, linearity 

decreased, still being acceptable for isoproterenol and orciprenaline but rnabutsrol did 

not show linear behaviour in that case. Derivatisation obviously is a very critica! part 

of the analytica! procedure especially tor mabuterol. 

For the Finnigan MAT TSQ70, an acquisition methad named "BAGO" is made which is 

suitable tor the determination of the p-agonists mentioned in Cl mode, using 

clenbuteroi-D6 and PCB 138 as internal standards. 

For the tested compounds, diagnostic ions are proposed which may be used for 

confirmatien and quantification purposes. 

Keywords: p-agonists, mass spectrometry, RIKILT-DLO 
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SAMENVATING 

In aanvulling op de zes p-aganisten waarover reeds in rapport 90.08 [Traag et al.) 

gerapporteerd is, zijn de mogelijkheden voor de massaspectrametrische analyse van 

drie andere p-aganisten onderzocht. Het betreft de componenten mabuterol, isopro

terenol en orciprenaline (=metaproterenol). Van genoemde verbindingen zijn trimethyl

silyl-derivaten gesynthetiseerd die vervolgens in zowel electron impact (El) als 

chemische ionisatie (Cl) mode, met ammonia als reactiegas, onderzocht zijn. 

Clenbuterol-06 werd gebruikt als interne standaard. 

In beide modes zijn diagnostische ionen geselecteerd die geschikt zijn voor 

confirmatie en kwantificatie doeleinden. 

Het onderzoek heeft zich gericht op de herhaalbaarheid van de meting en op de 

lineairiteit van de verkregen ijkcurve. 

De herhaalbaarheid is onderzocht in 'multiple ion detection" mode (MlD), op een 

niveau van 2 ng/J.II tot 4 ng/J.tl afhankelijk van de component. In zowel El als Cl mode 

is het aantal fragmentionen met een relatieve intensiteit van meer dan 1 0% gering 

waardoor de keuze van de diagnostische ionen beperkt is. De herhaalbaarheid in 

zowel El als Cl mode is zodanig dat voor fragmentionen met een intensiteit > 10% van 

de basepiek, aan de confirmatie eisen ten aanzien van de intensiteitsverhouding van 

de fragmentionen ten opzichte van de basepiek, voldaan kan worden. In Cl mode is 

ook de herhaalbaarheid van de ionen met een lagere intensiteit acceptabel. In El 

mode is de herhaalbaarheid van de meting van de fragmentionen met een lage 

intensiteit matig waardoor deze fragmenten minder geschikt zijn voor confirmatie 

metingen. 

De lineairiteit van de ijkcurve werd eveneens in MlD mode onderzocht met behulp van 

ijkstandaarden, in concentratie oplopend van 0,25 ng/J.tl tot 4,0 ng/J.II voor 

isoproterenol en orciprenaline en 0,5 ng/J.II tot 8,0 ng/J.II voor mabuterol. Deze 

ijkreeksen werden zowel gemaakt door verdunning van gederivatiseerde stock

oplossingen als ook door verdunning van de engederivaliseerde stockoplossingen 

waarna deze verdunde standaarden werden gederivatiseerd. De lineairiteit van de 

ijkreeks bereid uit gederivatiseerde stockoplossingen is zowel in Cl mode als in El 

mode prima. Wanneer echter de ijkreeks bereid wordt voordat derivatisering plaats

vindt is de lineairiteit minder goed; nog steeds acceptabel voor isoproterenol en 

orciprenaline maar slecht voor mabuterol. Hieruit blijkt dat de derivatisering een 

kritische stap is in de gehele analytisch procedure in het bijzonder voor mabuterol. 
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Voor de Finnigan MAT TSQ70 zijn acquisitie methoden geschreven die geschikt zijn 

voor het meten van de genoemde verbindingen in El en Cl mode, gebruikmakend 

van clenbuterol-06 en PCB 138 als interne standaarden. 

Voor de geteste p-aganisten worden ionen voorgesteld welke gebruikt kunnen worden 

voor screenings- en bevestigingswerk. 
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1 INLEIDING 

Naar aanleiding van de mogelijke illegale toepassing van andere p-aganisten dan 

clenbuterol en salbutamol in de veehouderij, werd de noodzaak duidelijk het aantal te 

bepalen componenten uit te breiden tot een zo breed mogelijk scala, binnen de 

huidige mogelijkheden die de techniek biedt. Uitgangspunt daarbij was dat de 

componenten uit de matrix te isoleren moesten zijn met behulp van de immunoaf

finiteits cleanup die voor clenbuterol en salbutamol gebruikelijk is [Schilt, Haasnoot, 

Schilt]. Daartoe werd door de afdeling Blofarmaceutische Analyse, op basis van 

structuurovereenkomst met clenbuterol, een selectie gemaakt uit de componenten 

waarvan illegale toepassing mogelijk leek te zijn en waarvan tevens verwacht mocht 

worden dat deze componenten op dezelfde wijze als clenbuterol uit urine geïsoleerd 

konden worden. Op grond van deze kriteria werden een aantal verbindingen geselec

teerd waarvan er uiteindelijk een drietal opgenomen konden worden in de bestaande 

multimethode voor p-aganisten. 

Het onderzoek is uitgevoerd met de componenten mabuterol, isoproterenol en 

orciprenaline ( = metaproterenol). Clenbuterol-06 werd gebruikt als interne standaard 

voor zowel de bepaling van de relatieve retentietijd als ook voor de berekening van 

relatieve responsfactoren (RRF's). De componenten zijn voor analyse omgezet in 

trimethylsilyl (TMS) derivaten volgens de procedure beschreven in [Schilt et al.). 

Het massaspectrametrisch onderzoek is verricht door de afdeling Organische 

Contaminanten en heeft zich gericht op de selectie van diagnostische ionen enerzijds, 

en anderzijds op de herhaalbaarheid van de bepaling en de lineairiteit van de ijkcurve 

bij gebruik van de geselecteerde diagnostische ionen. Daarbij werden de componen

ten geanalyseerd in zowel electron impact (El) mode als ook met behulp van 

chemische ionisatie (Cl) met ammonia als reactiegas. 

De herhaalbaarheidsexperimenten richtten zich op de confirmatie eisen zoals die in 

EG verband zijn geformuleerd (retentietijd en intensiteitsverhouding van de fragmen

ten ten opzichte van de base piek). 
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2 DEFINITIES EN STRUCTUURFORMULES 

Naam Orciprenaline (Metaproterenol) 

Brutoforrwle 

Molekuulgewicht 211 

Molekuulgewicht 3·TMS derivaat: 427 

Naam Mabuterol 

Brutoforrwle 

Molekuulgewicht 310 

Molekuulgewicht 1-TMS derivaat: 382 

Naam l soproterenol 

Brutoforrwle 

Molekuulgewicht 211 

Molekuulgewicht 3-TMS derivaat: 427 

Naam Clenbuterol-De 

Brutoforrwle 

Molekuulgewicht 282 

Molekuulgewicht 1-TMS derivaat: 354 
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3 APPARATUUR EN CHEMICALIËN 

Het onderzoek werd uitgevoerd met een Finnigan MAT TSQ70 massaspectrometer 

uitgerust met een HP 5890 gaschromatograaf en een HP 7673A autosampler. 

De extracten werden splitloos geïnjecteerd op een J&W 085 kolom (l=25m, i.d.=0.25 

mm, df=0,12JLm). Het injectievolume bedroeg steeds 2 JLI. De GC oven werd gepro

grammeerd van 90"C tot 180"C met een temperatuurstijging van 4"C/min en daarna 

met een snelheid van 30"C/min tot 300"C. De injectortemperatuur bedroeg 260"C 

evenals de temperatuur van de interface. 

Ionisatie in El mode vond plaats onder standaard omstandigheden i.e. 70 eV 

electronenenergie en 200 11A filamentcurrent. 

Ionisatie in Cl mode vond eveneens bij deze instelling plaats bij een brondrukuitlezing 

van ca 8500 mTorr. Ammoniak werd gebruikt als reactiegas. 

Data acquisitie vond in MlD mode plaats met de ICL procedures zoals weergegeven 

in bijlage 1 en 2 voor repectievelijk El en Cl metingen. 

Volledige spectra werden opgenomen door het scannen van het massabereik van m/z 

50 tot m/z 400 in El mode en van m/z 1 00 tot m/z 450 in Cl mode. De "elect rometer 

gain" werd ingesteld op 108 bij een multiplierspanning van 1500 V. 

Mabuterol werd betrokken van Boehringer, orciprenaline van Sigma en isoproterenol 

van Janssen Chimica. Clenbuterol-06 werd gesynthetiseerd in samenwerking met de 

Landbouwuniversiteit, Wageningen. TMS derivaten werden bereid door derivatisering 

met BSTFA (Pierce) volgens de procedure beschreven in concept-RSV A622. 

Alle overige chemicaliën werden betrokken van Merck en waren van pro analyse 

kwaliteit. Oplosmiddelen werden voor gebruik gedroogd op natriumsulfaat. 

4 ONDERZOEK EN DISCUSSIE 

4.1 Spectrale informatie 

De componenten zijn na derivatisering volgens de procedure beschreven in concept

RSV A622, verdund tot oplossingen met een concentratie van 10 ng/JLI. Deze 

oplossingen zijn in "full spec• geanalyseerd in zowel El als Cl mode. Op deze wijze 

zijn volledige spectra van de betreffende verbindingen verkregen waaruit diagnos

tische ionen geselecteerd konden worden. In enkele gevallen trad verzadiging van het 

signaal op. In deze gevallen werd het derivaat verdund tot een concentratie van 2 

ng!JLI en opnieuw geanalyseerd. El spectra zijn weergegeven in bijlage 3, Cl spectra 
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zijn weergegeven in bijlage 4. Tevens wordt in de betreffende bijlagen een structuur 

gegeven voor de geselecteerde karakteristieke fragmenten. 

4.2 Herhaalbaarheidsexperimenten 

De herhaalbaarheid van de massaspectrametrische meting werd bepaald door een 

oplossing welke 4 ngh.d mabuterol en 2 ng/sd isoproterenol en orciprenaline bevatte, 

in beide ionisatie modes in 1 0-voud te analyseren. Data acquisitie vond plaats in MlD 

mode waarbij de in tabel 1 gegeven ionen werden gemeten met de procedures zoals 

weergegeven in bijlage 1 en 2. 

Tabel 1. Diagnostische ionen voor MlD meting van mabuterol, isoproterenol en 
orciprenaline 

M/Z (EI) lll /Z (Cl) 

Habuterol 86, 204, 277 , 296 293 , 295 , 383, 385 

I sopraterenol 72 , 355, 356 281, 338 , 428 

Orciprenaline 72 , 355 , 356, 281, 338, 428 

Clenbuterol-06 92, 262 355 , 357 

Van de verkregen meetgegevens werd het gemiddelde en de bijbehorende variatie

coëfficient bepaald. Vervolgens werden de gegevens getoetst aan de EG kriteria 

geldend voor de uitvoering van bevestigingsonderzoek (EEG rapport 89/61 0/EEG]. 

Deze eisen houden in dat in El mode de relatieve intensiteit van de fragmentionen 

niet meer dan +/- 10% mag varieren, in Cl mode niet meer dan +/- 20%. De relatieve 

retentietijd (ART) mag niet meer varieren dan +/- 5/A sec waarbij A de retentietijd van 

de interne standaard is. 

Tevens werd de relatieve respons factor (RAF) van de componenten ten opzichte van 

clenbuterol-06 bepaald. Ook hiervan is het gemiddelde en de bijbehorende variatie

coefficient bepaald. Deze gegevens zijn vermeld in bijlage 5A en 58. 

4.2.1 Electron Impact ionisatie 

De spectra weergegeven in bijlage 3 tonen aan dat in El mode vergaande fragmen

tatie optreedt resulterend in slechts één of enkele karakteristieke fragmentionen. 

Tengevolge daarvan is de keuze van de diagnostische ionen beperkt. 
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Voor rnabutsrol zijn de fragmenten m/z 204, 277 en 296 van een lage tot zeer lage 

relatieve intensiteit en daardoor minder goed bruikbaar voor bevestigingsonderzoek 

alhoewel de herhaalbaarheid voldoet aan de gestelde kriteria. 

Voor orciprenaline en isopratersnol worden karakteristieke ionen met voldoende 

intensiteit gemeten met m/z 72, 355 en 356. 

Het is overigens opvallend dat in het algemeen de relatieve intensiteit van de 

gemeten ionen in MlD mode verschilt van de relatieve intensiteit in full spec. Dit 

probleem, dat ook in andere laboratoria is gesignaleerd, wordt momenteel in samen

werking met de fabrikant van de TSQ 70 bestudeerd. 

4.2.2 Chemische ionisatie 

Spectra verkregen met chemische ionisatie met ammonia als reactiegas zijn weer

gegeven in bijlage 4. Ook voor deze spectra geldt dat er slechts één of enkele ionen 

met voldoende hoge intensiteit kunnen worden gemeten terwijl de overige fragment

ionen een lage intensiteit hebben. De keuze van m/z 281 voor de meting van 

isoproterenol en orciprenaline is minder gelukkig gebleken vanwege een hoge 

achtergrondbijdrage; dit ion is daardoor ongeschikt als diagnostisch ion. In het 

algemeen kan gesteld worden dat de herhaalbaarheid van de intensiteit van de 

gemeten ionen met een intensiteit hoger dan 1 0% van de base piek, voldoet aan het 

EG-kriterium dat eist dat de afwijking kleiner is dan 20% van het gemiddelde. Een 

uitzondering daarop vormt het ion met m/z 281. 

Voor mabuterol zijn de ionen met m/z 383 en m/z 385 van een hoge intensiteit. Voor 

isoproterenol en orciprenaline geldt dat alleen voor de basepiek (m/z 428) zelf. 

Weliswaar voldoen ook m/z 293 en m/z 295 (mabuterol) en m/z 338 (isoproterenol en 

orciprenaline) aan de herhaalbaarheidseis maar de intensiteit van deze ionen is 

zodanig laag dat ze minder geschikt zijn voor confirmatieonderzoek. 

In tabel 2. zijn de ionen weergegeven welke voor bevestigingsonderzoek gebruikt 

dienen te worden. 

Tabel 2. Diagnostische ionen voor de uitvoering van bevestigingsonderzoek. 

EI CI 

Habuterol 86, 296 383, 385 

I sopraterenol 72, 355, 356 338 , 428 

Orciprenaline 72, 355, 356 338 , 428 
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Het blijkt niet eenvoudig om te voldoen aan de EG kriteria die voorschrijven dat voor 

bevestigingsonderzoek gebruik gemaakt moet worden van tenminste 4 ionen. Het 

gebruik van ionen die weliswaar karakteristiek zijn maar een lage intensiteit hebben 

kan problemen geven met betrekking tot de herhaalbaarheid van de meting vooral bij 

lage gehalten. Bovendien moeten, bij gebruik van meer dan één ionisatietechniek, per 

ionisatie techniek tenminste twee ionen gemeten worden. 

Zelfs wanneer gebruik gemaakt wordt van zowel El als Cl metingen is het voor 

mabuterol niet mogelijk 4 ionen te meten met elk een intensiteit van meer dan 1 0% 

van de basepiek. De fragmenten van mabuterol met een lagere intensiteit zijn echter 

voldoende reproduceerbaar te meten om bruikbaar te zijn. 

Voor orciprenaline en isoproterenol moet in Cl mode naast m/z 428 ook m/z 338 als 

diagnostisch ion gekozen worden. De lage relatieve intensiteit van m/z 338 kan vooral 

bij monsters met een laag gehalte orciprenaline of isoproterenol, een onvoldoende 

herhaalbaarheid van de meting veroorzaken. Het gebruik van andere typen derivatise

ringsreacties en/of MS/MS technieken in combinatie met botsingsgeïnduceerde 

dissociatie (collisionally induced dissociation, CID) kan in dergelijke gevallen nood

zakelijk blijken en verdient dan ook alle aandacht. 

4.3 Lineairiteitsexperimenten 

Er werden twee ijkreeksen bereid welke beiden bestonden uit oplossingen welke 

respectievelijk 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 en 4,0 ng/JLI isoproterenol en orciprenaline 

bevatten. De concentratie van mabuterol was een factor twee hoger. De interne stan

daard clenbuteroi-D6 was in alle oplossingen in gelijke concentratie aanwezig, te 

weten 2 ng/JLI. 

Eén ijkreeks (I) werd bereid door verdunning van de ongederivatiseerde stockoplos

singen, gevolgd door derivatisering van de verdunde ijkstandaarden. De tweede 

ijkreeks (11) werd bereid door verdunning van reeds gederivatiseerde stockoplossin

gen. Analyse van de eerste ijkreeks geeft informatie over de lineairiteit van de totale 

bepalingsmethode, i.e. derivatiseringsprocedure en massaspectrametrische bepaling, 

de tweede ijkreeks geeft alleen informatie over de lineairiteit van de mas

saspectrametrische bepaling. 

De lineairiteitscurven werden als volgt geconstrueerd. Het piekoppervlak van de 

componenten werd gecorrigeerd met behulp van de respons van de interne stan

daard. Bovendien werd deze gecorrigeerde respons gedeeld door de geïnjecteerde 

hoeveelheid zodat een relatieve respons factor (RAF) verkregen werd, uitgedrukt in 

oppervlakte per geinjeeteerde hoeveelheid. Deze RRF's werden uitgezet als functie 
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van de geïnjecteerde hoeveelheid. Dit resulteert bij een ideaal lineair verband tussen 

respons en geinjeeteerde hoeveelheid, in een horizontale lijn. De zo verkregen plots 

zijn weergegeven in bijlage 6. Merk op dat de schaalverdeling van de plots van 

ijkreeks 1 verschilt van die van ijkreeks 2 .. 

Uit de lineairiteitsplots blijkt dat de tweede ijkreeks welke alleen informatie geeft over 

de lineairiteit van de massaspectrametrische bepaling, een prima lineair verband te 

zien geeft. De eerste ijkreeks geeft echter voor isoproterenol en orciprenaline een 

matig en voor mabuterol een slecht lineair verband. Dit geldt voor zowel El als Cl 

metingen. Uit vergelijking van de resultaten van ijkreeks 1 en 2 blijkt dat de derivati

sering in het algemeen en in het bijzonder voor mabuterol een kritische schakel is in 

de totale analytische procedure. Het gebruik van een interne standaard zoals 

clenbuterol-06 kan niet verhinderen dat variabiliteit van de respons optreedt ten

gevolge van een component-afhankelijke efficiency van de derivatiseringsreactie. 

Onderzoek naar de toepasbaarheid van een andere derivatiseringsmethode lijkt zinvol. 

De massaspectrametrische bepaling blijkt geen enkel probleem op te leveren met 

betrekking tot het verband tussen de respons en de geïnjecteerde hoeveelheid. 

5 CONCLUSIE 

Bevestiging van mabuterol is mogelijk door een combinatie van El en Cl meting. 

Bevestiging van isoproterenol en orciprenaline kan problemen opleveren doordat in Cl 

mode slechts één massafragment met voldoende hoge intensiteit gemeten kan 

worden. Het andere massafragment heeft een lage relatieve intensiteit waardoor 

de herhaalbaarheid van de meting nadelig kan worden beïnvloed. 

Nader onderzoek naar de mogelijkheden van MS/MS technieken is voor deze laatste 

componenten zeker gewenst. 
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BIJLAGE 3 

El SPECTRA EN FRAGMENTATIESNAAR DE DIAGNOSTISCHE IONEN 



SPEC: HVR3 ver 1 on UIC 3 10 
Sa111p: Vi<~l 3 MIX 3 8-AGONISTEN 
Comm: FULL SPEC DATA 
Mode : EI + Q 1 M S Ul R UP LR 
Oper: HVR 

6-JAt-1-92 Elapse: 00:19:25.9 491.3 
Start 14: 3 0:43 1 527 

Inlet : GC 
Base: 86:1 Inten 
Nor111: 86.1 RIC 

6949345 
14842@44 

1·1 a s s e ~ : 5 13 > 4 Olil 
1t peaks: 345 

Peak: 1000.00 mmu 

86.1 
100-

80-

40 -

73.0 
20- 1 

Mabuterol 

m/z 86 

mjz 296 

204.0 

l 

+ 
H C-NH-(i)C ;1 

2 4 9 + 

Cl + 
H,N:D-CH-OT;:;;] + 

CF3 

-4 

-3 

1-2 

r1 
277 . 0 295 . 9 

Lf:-

• 
H2C-NH- (i) C4H9 



~ - · 

SPEC: HVR3 ver 1 on UIC 3 10 
Sarap: Vi al 3 MIX 3 8 - AGONISTEN 

6-JMI-92 Elap~e: 
S l art 

00:21:39.9 745 
14:30:43 1 52.7 

Com111: 
Mode: 
Op er: 
Base: 
NorM: 
Pe a k : 

100-

80-

60-

Hl-

20-

F'ULL SPEC DATA 
EI t01MS LMR UP LR 
HVR 
355 .1 Inten 
355.1 RIC 
1000, 'H3 mmu 

73.1 

I 

7 2 :...!..._ 

364<:!771 
12328638 

In 1 et : 
11asses: 
lt peaks: 

GC 
50 > 4<30 

341 

355.1 

179.0 267.0 322.1 

1-3 

-2 

0~~~~-~~~~~~~~-~~~·~''-~~~~~~~~~J~i'~·1-r-r~~·~L
1 

T~L-r~~~~~~~ 
' ' ' ' ' ' ' ' 50 100 150 200 250 300 350 400 

Is oproterenol 

mjz 72 

mjz 355 

m/z 356 

+ 
H2 C-NH- (i) C3 H7 1 + SMTO:O- éH-OTMS 

SMTO 

+ 
SMTO n-CH-OTM~ 
SMTO~ 

+ 

+ 



SPEC : HVR3 ver 1 on ure 3 10 
Sarnp: V i a I 3 MIX 3 8-AGONISTEN 
Co m m: FULL SPEC DATA 
Node: 
Op er: 
Ba~e: 
Nor 111: 
Pe a k : 

100-

80-

4fa-

2 fa-

EI +01MS Lt1R 
HVR 
356.2 
356 . 2. 
Hl00. 00 

72.1 
I 

Alm u 

7 3. 1 

11 
I 

Hl0 

Orciprenaline 

UP LR 

In ten 
RIC 

1 4 7. 1 
I 
I 

150 
I 

2fa0 

6-JAN-92 

7248664 
22075322 

I 
250 

Elap~e: 00:21:49.:3 7 6 3 
St art 14:30:43 152 7 

In I et : GC 
Ma~~e~: 50 > Hl0 
lt peak~: 357 

356.2 ~E+06 

322 . 2 
I 
L 

rn/z 72 

+ 
H2 C-NH- (i) C3 HJ + 

SMTD-0 éH-OTMS 

rn/z 355 

rn/z 356 

SMTO©>- ~+ 0 CH-OTMSI 
SMTO 

SMTO ~ 

~HrOTMJ 
SMTO~ 

SMTO 

+ 

+ 



BIJLAGE 4 

Cl SPECTRA EN BELANGRIJKSTE ION STRUCTUREN 



SPEC: 
Samp: 
Comm: 
Mode: 
Oper: 
Base: 
Norm: 
Pe a k : 

8(3 

20 

HVR6 v~r 1 on UIC 3 1~ 

V.ial 6 MIX 3 8-AGONISTEN 
F'ULL: SPEC DATA 
Cl t03MS LMR UP LR 
HVR 
383.1 Inten 
383.1 RIC 
101<10 . ~0 mmu 

222 . 9 
I 

7-JAN-92 Elapse: 

4028645 
17987526 

293 . 1 
I 

St art 

Inlet : 
~1asses: 

tt peaks : 

383.1 

00:19:28.6 
09:05:25 

GC 
1~0 > 450 

344 

397.1 

d. '3 7 
152 '3 

0~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ro~-.~~~ 
Hl0 15Q 200 250 350 450 

Mabuterol 

mjz 383 

mjz 385 is de 37Chloor isotoop van mjz 383 



SPEC: HVR6 ver 1 on UIC 3 10 7-JAN-92 E1apse: 00:21:41.4 7 50 
Sa•p: V l a 1 6 MIX 3 B-AGONISTEN Slarl 09:05:25 1529 
Co 111 m: FULL SPEC DATA 
Mode: CI +Q3MS LMR UP LR 
Op er: HVR In 1 el . GC . 
Base: 428.2 Int en 5146498 Masses: 100 > 450 
Nor"': 428.2 RIC 148\33470 lt peaks: 345 
Pe a k : 1001iL00 

100 

80 

60 

40 

20 

11111\U 

180.1 
I 

272.2 

428.2 )EE+06 

0~~~~~~~~4-T-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

100 150 250 300 350 

I sopraterenol 

mjz 428 

mjz 338 

- HO-TMS 

+ 
+ ~ 

of• 

SMTO -fi-cH=CH-NH-( i )C3 H7 + ;-1 
SMTO~ 

400 450 



SPEC: HVR6 'Je r 1 on UIC 3 10 7-JA~I-92 Elapse: 00:21:50.3 7f:J7 
San~p: V i a 1 6 NIX 3 8 - AGONISTEN Slarl 09:1<)5:25 1529 
Comn~: FULL SPEC DATA 
Mode: CI +03MS Lt1R UP LR 
Op t r: HVR In 1 e l . GC . 
Ba,e: 4-28.2 In l en 4-4-377H! ~1 as s es : 100 ) 4-50 
Norn~: 4-28.2 RIC 139954-94- lt peaks: 34-(:) 
Pe a k : 10(;30,00 mmu 

100 

80 

60 

40 

20 

180.2 
I 

281.2 

338.2 
I 

428.2 )t(E+06 

0~~~~~~~~*-+-~~-T-r~~~~~~~-T~~~~~~~~~~~~ 

U:!0 150 200 250 300 350 400 4-50 

~~PEC2: 

orciprenaline 

rnjz 428 

- HO-TMS 

rnjz 338 
SMTOQr 0 H==CH -NH- (i) C3H7 

SMTO 

+ 
1 + H 



BIJLAGE 5A 

HERHAALBAARHEIDSGEGEVENS El METING 

HABUTEROL Gemiddeld VC% 

RRT t.o.v . Clenbuterol-o6 0.907 0.02 
RRF t.o.v . Clenbuterol-06 1. 1 6 4 . 08 

Intensiteit Range (%) Gemiddeld VC% 
fragmentionen 
m/z 86 100% 
m/z 204 3.44 - 3.89 3.66% 2 . 7 1 
m/z 277 5.23 - 5.55 5.38% l. 44 
m/z 296 4 . 33 - 4.64 4 . 46% 1. 74 

ISOPROTERENOL Gemidde l d VC% 

RRT t . o.v . Clenbuterol-o6 0.988 0.01 
RRF t . o.v. Cl enbuterol-06 1. 58 4 . 8 

Intensiteit Range (%) Gemiddeld VC% 
fragmentionen 
m/z 72 38.65 - 43.65 41.41% 2 . 8 
m/z 355 100% 
m/z 356 40.45 - 42 . 82 41.7% 1.9 

ORCIPRENALINE Gemiddeld VC% 

RRT t . o . v. Cl e nbutero l -o6 0.991 0 . 02 
RRF t.o .v . Clenbuterol -o6 1. 59 4.25 

Intensiteit Range (%) Gemiddeld VC% 
fragmentionen 
m/z 72 100% 
m/z 355 17.15 - 21.78 19.37% 6 . 4 
m/z 356 88.89 - 94.52 91.37% 2 . 2 



BIJLAGE 58 

HERHAALBAARHEIDSGEGEVENS Cl METING 

MABUTEROL Gemiddeld VC% 

RRT t.o .v . Clenbuterol-D6 0.914 0 . 02 

RRF t.o .v . Clenbuterol-DG 1.09 8 . 8 

Intensiteit Range (%) Gemiddeld VC% 
fragmentionen 
mfz 293 4.15 - 9.83 8.01% 16.9 

mfz 295 1. 82 - 3.92 3.38% 15 . 2 

mfz 383 100% 

mfz 385 32 . 88 - 35 .44 34 . 52% 2 . 7 

ISOPROTERENOL Gemidde l d VC% 

RRT t.o.v. Clenbuterol-DG 0 . 971 0.02 

RRF t.o.v. Clenbuterol-DG 0.883 9.7 

Intensiteit Range (%) Gemiddeld VC% 
fragmentionen 
m/ z 338 3.98 - 6 . 92 5 . 30% 17 . 2 

mfz 428 100% 

ORCIPRENALINE Gemiddeld VC% 

RRT t.o . v . Clenbuterol-DG 0 . 974 0.01 

RRF t.o . v. Clenbuterol-DG 0 . 583 11.6 

Intensiteit Range (%) Gemiddeld VC% 
fragmentionen 
m/z 338 2.69 - 3 . 96 3 . 33% 11.44 

m/ z 428 100% 



BIJLAGE 6 

LINEAIRITEITSCURVEN 
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0 160 0 
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L ineair ite it 
E l, 

----- 6 
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---- ------- ~ 0 
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van 3 B-agonist en 
ijkreek s 1 

isopro
t erenol 

---- 0 
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--------
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nal ine 
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~ 
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Concent ratie (ng/u l) 
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Lineairite it 
E l, 

- -- --!:::, 

van 3 B - agonisten 
ijkreeks 2 

isopro
terenol 

- -- - 0 orc,pre
naline 

140 ~--------------------------------------------------------~ 

120 1-

1 00 t-J-:w-- ti- - - - -

~----- t;---- -~ 
!:::, 

80 1-

!:::, 
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~ 
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+-' c 
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Lineair iteit van 3 B-agonisten 
Cl met NH3 als reactiegas, ijkreeks 1 

+ mabuterol - - - - - 6 isopro- - - - - 0 orclpre-
terenol naline 
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