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betreft : Het opsporen van residuen van thyreostatica in vlees en

orgenen van 8lachtdieren

Gelieve hierblij de belocofde tekst te vinden over het opsporen
van residuen van thyreostatica in vlees en organen van slgehidieren.

Tevens werd de methode beschreven tot het opsporen van bepasslde thyreostia-
tica in veevoeder en urine.
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I. DETECTIE VAN ANTITHYROIDALE OSTOFFEN Il VLEES EJ  OKGaANBH
VAN SLaCUTDIKREH

II.DETECTIs  VaN  ANTITHYRCIDaL: STOFFLN  IN VOSDEW:1IDDELEN
IN URINE Vali DIEREN BEHAND<LD e® Lokbs  STOFR=U

tz,

door R. Verbeke en H. De Brabander

Iaboratoriuwa voor cherische analyse der eetwaren van dierlijke ocor-

ssrong, Faculteit ven de Diergeneeskunde, Rijksuniversiteit Gent.
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1. DETECT1E Vall aNTITHYOIDWLE STOFFEN 1N VLEEYL ki CRGAUZNH'

Vall  SLaCHTDIEREN

1, rrincipe :

stoffen met anti-hormonale werking, ook anti-hormonen (aH)
genoemd, worden uit weefsel geextraheerd met methanol., Vet wordt
verwl jderd door extractie met petroleumether, Bij passage van het
extract door een sterk zure ionenuifwisselaar (bv. Dowex 50 WX&)
worden amines en aminozuren verwijderd.

Het extract wordt, na neutralisatie, geconcentreerd en
hierna gemengd met cen buffer. Le polaire lipiden worden hierna
geextraheerd met diethylether.

en laat vervolgens de anti-hormonen reageren met NsD-~-Cl.
Dit produkt reageert alleen met thiolen en amines. lia reactie wor-
den de gevormde al~iBY verbindingen, in zuur milieu, geexitraheerd
met diethylether., De diethyletherfractie wordt, na drogen en in-
daripen tot gewenst volume, gespot op een dunnelragplaat., leze
plaat wordt bidimensioneel ontwikkeld.

Deze gylaat wordt, védr sproeien, nagezien op fluoresce-
rende spots bij 66 nun. Hierna wordt deze ges;roeid met een alka-
lische cyste&ne of cysteamine oplossing. Hierdoor worden de ver-

bindingen aH-lBD, welke HIxT fluoresceren, omgelegd naar cysteine-

I'BD verbindingen welke sterk fluoresceren (detectielimiet <Ing).

wWBL-CL + abB.i —-3 AH-LBL + HCL
absorverende verbinding
aH-1L3D + CYS.H —--p CYSL-HBL + «H
fluorescerenie verbinding
De AH worden dus gedetecteerd zls de spots welke pas na
sproeien fluoresceren (typisch voor deze ~3H verbinuingen). De
identiteit van het anti-hormoon wordt verkregen door uf-vergelil j-
kKing met standaarden.

. De detectielimiet vun de anti-thyroide stoffen bedruagt
bij de voorgestelde werkwijze (rekening houdend net de volumina
welke op de plaat gebracht worden; :

‘aa bidimensionele ontwikkeling : {10 ;pb =< .01 pum
b. ontwikkelin; in één looprichting : £iCC ppb =<£0.1 opm

¥
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2. Reagentia :
Alle reagentia dienen vun p.a. kwaliteit te zijn.

2.1 methanol
2.2 rokend zoutzuur (37 %)
2.5 petroleumether (kookpunt 40-60 °C)

2.4 veroxidevrije diethylether (vb. : ether anesthésique van
Gifrer & Barbezat)

watervrl Na“504

buffer ;H = g : meng 94.%5 ml 0.2 ) NaZHLO& oplossing met
5.5 ml C.2 K KHZ.':’O4 oplossing. Controleer de pH en adjus-~
teer deze eventueel.

2.7 LKBD-Cl oplossing : los 5 mg UBD=Cl (7-chloro-4-nitrobenzo-
% 2-oxa=-1,3-diazole ; aldrich 16 _¢6-0) op in 1 ml methanol.

| Deze oplossing wordt dagelijks vers bereid en bewaard oyp
een donkere en frisse plaats.

Vowex 50 WXb «0/%0 mesh (vb. Fluka 44 500). Deze ionenuit~
wisselaar wordt voorbehandeld als volgt : 500 gram Dowex

5C WXY wordt opgeroerd met 5 tot 4 liter 4 i HCl. Lia 50 min.
wordt de bovenstaande vlceistof afgedecanteerd en vervangwn
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door » liter 4 ii HCl. Ha oproeren van het hars wordt dii na
ca. |5 minuten gefiltreerd ou een (grote) Buchner filter.
Was het hars met gedest. water tot het waswater licht zuur
reageert (1H : 5 - 4). Het hars wordt nu behandeld op de
8 Buchner filter met ca. 31 2 N WaOH tot alkalische reactie.
. Het hars wordt dan overgebracht in een % liter beker met 2

P

liter 2 N HNaCH en onder omroeren verhit op een stoombad ge-
durende ¢ uur (eindtemperatuur ca. 70 °C)., lin afkoelen wordt
het hars gefiltreerd op een Buchner, gewassen met ged. water
tot neutraal & licht alkalische reactie. Het hars wordt nu
achtereenvolgens gewassen rnet 1 liter 4 N HCl, 4 liter 2 I
HC1 en ged. water tot licht zure & neutrale reactie (= Dowex
50 WX& 3 HY —vorm).

Hegeneratie Dowex 5C WX : 100 g hars wordt op een Buchner-
filter gespoeld met aq. dest. tot neutrale a licht zure reac-
tie. Hierna wordt het hars op het filter achtereenvolgens
behandeld met 1 L + ¢ K HaCH, gespoeld met gedestilleerd wa-
ter tot licht alkalische reactie, 1 liter + < N HCL pevolgd
door wassen met gedestilleerd water tot licht zure remctie.

A
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TLC Fertigplatten Kiesel;el 60 zonder fluorescentieindi-
cator (lierck art. 5721)

bromothymolblauwindicator : C.0% % bromothynolblauw (f.erck
0026) in %0 4. ethanol-water.

methanolische LUH : los & g LUH op in 100 rl methanol.
sproeimiddel : - oplossing 1 : meng 0 ml gedenatureerds
alcohol nmet YO ml isopropunol. Voeg hieraan

2 1l &% 4% armonia toe.

- oplossing 11 : los C.5 ¢ cysteinehydrochlo-
ride (of u-mnreajptoethylamine) op in U ml
winter, Dewiar deze oplossing in de koelkast
bij + 9 °C. {(Indien bij de bewaring een neer-
slag ontstaat dient de oplossing vervangen te
worden).

— sproeireszens @ dagell jks en oumiodelli jk
vbbér het sproeien worden « ml oplossing 11

cemengd et luU ml oplossing 1.
standaarden :
be aH welke als standa:nrden gebruilkt worden zijn vervat in
volgende tebel, Van deze standuarden worden stamoplossingen
bereid welke <0 ng sH per 100 ml methanol bevatten. Bij : TU
dient ged. water en een spoor {1l toegevoegd omn het ,.rodukt
in oplossing te krijgen. YU wordt ovgelost in een rnien, sel
benzeen-r.ethancl (& : G, V/V)

Gebruikte ~H standaarden

symbool . cme—ilodukt e Jrirwa
Tar tapazole o ~ldrich
(¢-mercapto-1-methylinidazole) 4rab=0
PTU 4(6)propyl-c~thiouracil «ldrich
(a=hydroxy-cé~mercapto~6-propyl pyrimidine) n 5420-3
NG 4(6)=rhenyl-¢~thiourascil Mluka
(4-hydroxy-c-npercapto—b-phenylpyrimidine) 719 <10
U 2-thiouracil aldrich
(¢-hydroxy-u-mercaptopyrinidine) i1 554-2
. TU 4(5Hethyl-c—thiouracil wluls

(4-nydroxy-b-riethyl-Z-nercapto; ;jrimidine) 644 40C

. . — ir s o i S i o Y T et e T s W i s i e S T o T i . T T i k. Y S e S P e T e et P AN it e S M P W o il WY s i o s T e ol
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5. Apparatour en hulpmiddelen :

Normale laboratoriumuiirusting en onderstaannde.

Afsluitbare reactievaatjes van ca. 10 nl en 20 ml {(vb. sovi-

relbuizen)

Extractiebuizen met slijpstuk (ca. 50 ml)

Homogenisator (vb. Ultra-turrax)

waterbad (40 °C) T
Dunnelaagchromatografie-uitrusting

UV-lamy, .50 nm.

Kolomien, + 30 crm lang, inwendige diameter 0.9 cm, bovenaan
voorzien van een B 4 slijpstuk

Bijhorende vultrechters, inhoud + ¢0U ul, voorzien van een
B 14 slijonstuk

4. Werkwijze :

sxtractie en ¢lean-u

——

N
>

________________ Lo

rreleveer ¢ g weefsel, breng dit over in een extracitiebuis
en voeg 10 ml methanol toe. Homogeniseer net een Ultra—-turrax,
schud gedurende 106 min. en centrifugeer bij » O0C t/min. ge-
durende ca. 4 min. lecanteer het supernatant.
Voeg aan het superratant 1 ml 1 I HC1 toe., Extraheer drie
maal met 4 ml petroleumether. De bovenste (petroleumether;
fractie wordt afgezogen (met een pipet éekopfeld aun een wa-
terstraalpomp) en verwijderd.
Bereiding van cen Dowex 5C wab kolom :
Breng een provje glaswol aan in de kolowsi, Klen de uitlaat
. dicht, bevestig de vultrechter en vul de kolom met water.
Breng Dowex 50 wiXb-hars aan in de vultrechter. iet gesedimen-
teerde hars moet een hoogte van + 15 cm boven de glaswol be~
reiken. Open de kolomuitlaat. Jnnneer de vloeistofs, ie;pel ge-
danldé is tot o} U.9 com boven het nars wordt 1Y ml 75 ¢ metha-
nol toegevoegd. De kolom wordt afgesloten wamneer de methanol-
spiegel wpraetisch in het hars gedrongen' is.
Giet nu de methanol/witer fasce (4.2) in de vulftrechter. brlaats
een extractiebuis onder de kolom en yercoleer de oplossing
doorheen de kolom =2an een debiet van + & ml/min. Wanneer de
vliceistof practisch volledig in het hars gedrongen is wordt

-

o/
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de kolom gespoeld met 5 wml 75 % methanol. ihen laat de kolom
leeglopen. {(Het hars van deze Xolommen wordt verzameld in

een gesloten recipient in asnwezigheid van 1 N HCl; zie re-
generatie van Dowex BQ;Z.E)

Het kolomelunat wordt met methanolische XKOH (2.11) getitreerd
op bromothyr.olblauw tot blauw-groené kleur.

Het eluaat wordt op een rotavapor gereduceerd tot + 1 wl bij
40 °C,

Het gereduceerde eluaat wordt gemengd met 5 ml dbulfer pH = &
(zie 2.6). Le pH wordt met een pH-meter gecontroleerd en even-
tueel geadjusteerd tot b, Het mengsel wordt {eventueel) over-
pgebracht in een kleinere extractiebuils met inhoud ca. 20 ml.
De polaire li;iden worden verwijderd door de bufferfase te
extraheren met 4, 5 en L ml diethylether (zie z.4)
Cverblijvende ether in de bufferfase wordt verwijderd onder
een Ng-stroom.

'y

reactie

— . e gl poen g g

Lan de bufferfase wordt 0.1 ml uBD-Cl oplossing (£.7) en 0.5 ml
methanol toegevoegd. Het reactievat wordt gedurende ' uwur in
een gesloten warmwaterbad bij 40 °C geplamtst. (De reactie ge-
schiedt in het donker)

iz koelen wordt 7 ml diethylether (2.4) toegevoegd. Le pH wordt

ingesteld tussen 3 en 4 door toevoegen van 1 ml 1 H HCL. ia

schudden en ontrengen wordt de bovenste (ether)fase, welke de e
gederivatiseerde ax bvevat, overgebracht in een tweede extrac-
tiebuis (eventueel gegradueerde centrifugebuis)., De waterize

fase wordt hierna nog tweemaal geéxtraheerd net « ml diethyl-
ether.

“an de gecombineerde diethyletherfasen wordt watervri] Na&SC4
(U.5 = 1 g) toegavoegd. ren schudt het mengsel en decanteert
de etherfase in een gegraducerde centrifugeerbuis.

De etherfasen (4.12) worden onder een h; strooci. ingedappt tot
G.% ml (= schildklier) of U.. 1.l (= vlees, lever, nier). Ln-
dien g~durende het indarpen een twee fuasen systeem oatstaat
wordt methanol toegevoegd tot een homogene fase verkregen
wordt,

oS
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Gederivatiseerde_standaardoplossingen :

-
o g R S s e (S A UL v S T ekl o S . AR S

Btandaardoplossingen van gederivatiseerde All worden bereid

1 8
door U.,1 ml staroplossing (= <0 Pg) te mengen uet 5 ml bul-
fer pH = &. De derivatisatie en extractie wordt uitgevoerd
zoals beschreven in punt 4.10 tot 4.12. liet volume eiher
wordt gereduccerd tot 0.5 ml.

5. Dunnelasgrchromatografie

5.1

A
.
1AW

5.3

5.7

~ktivatie van de TLC platen. De beste resultaten werden ver-
kregen met kieselgelplaten oC (i.erck H7<1). De platen worden

voorafgaandell jk geaktiveerd door 1 uur verwarmen bij 110 °C.
i.onodimensionele screening (5.2 - 5.0)

Ten TI1C plaat wordt verdeeld in 10 looj.stroken (zie fig. 1).
Op drie stroken wordt 5 tot 10 ul standaardmengsel (4.14) ge~-
spot (het standasrduengsel wordt gekozen naargelang de op te
s@oren AE 3 cangeraden wordt een mengsel vuan YU, 17U en Tul ).
Op de overige stroken wordt SD‘pl van het geconcentreerd ex—
tract (+.13} ges,ot. Voor schildklierweefsel, waar het volunme
tot C.5 ml gereduceerd werd, kowmt 5C pl overeen nmet U.c g
weefsel. Bij analyse van vlees, lever en nier (volwie geredu-
ceerd tot 0.2 mnl) wordt dus een hoeveelheid, equivalent w«an
U.5 g weefsel, pesuot.

Het chromatogren wordt ontwikkeld met chleoroform-ethancl

(45 : 5, V/V) in een onverzadigde loopkamer (d.i. niet bekleed
met filtreerpapier). '

Nadat het loowmiddelfront 19 - 1b co heeft afgelegd wordt de
plaat uit de loopkarmer genaald en gedroogd onder cen lucht-
of hg—stroom.

tiet chromatogran wordt belicht bij 5606 nm en de fluorescerende
vliekken worden omcirkeld met potlood. Gewoonlijk wordt -en
groene fluorescerende vlek gevolpgd door eesn zwok gele viek
waargenoren op ca. 1/3 van de looplengte. Zwart adsorberende
vlekken wijzen o, de aanwezigheid van substantigle hoeveelhe-
den vrij of gebonden NBL-C1 (bv. all-LBL) op de nlaat.

H

e plaat wordt houogeen besiproeid met een overnusat sproeires-~

T

gens (2.1, tot deze een vochtig ultzicht vertoont. .a drogen

wordt de »laat terug onderzocht bij .66 nn. Geel fluorescerende

/e
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vliekken op een blauwe achterpyrond - welke védr sproeien niet

aanweziyg waren - wijzen op de asanwezigheid van aH.

Door vergelijking met de looyafstand (af-waarden) vuan de stan-

daarden wordt nagegaan of de onderzochte wmonsters verdachte

vlekken bevatten. Bevat cen loopstrook geen verdachte vliekken
dan wordt het corresponderend uonster als negatief beschouwd.
Correspondeert de Kf-waarde van é&én der verdachte vlekken net

deze bekonen usiet &én van de nlH-standaarden dan L.cet de identi-

teit van het ~H bevesti,.d worden door vidimeusionele chroma-

toprefic,

Bidirensionele ontwikkeling (5.9 - v.10).,

fen geaktiveerde kieselgel plaat (5.1) wordt ingedeeld zoals
aangeduid oy fig., 2.
Op deze ylaat wordt 5C tot 100 pl van het geconcentreerde ex-
tract (4.13) gespot op startyunt U {(fip. «). sls referentie
worden enkel deze ~H, waarvan na nonodirensionele anzlyse de
aanwezligheid vermoed wordt, op de plaat aangebracht.
{(HUOT : wanneer men slechts ¢én nmonster ter analyse aangebo-
den krijgt kxon onmiddellijk bidimensioneel ontwikkeld wor-
den en de plast indelen gzoals gegeven in fig., ).
Het chromatogram wordt volgens de eerste looprichting ontwik-
keld met chloroform—ethanol (ub : 5, V/V} in cen onverzadigde
loopkarer.
iia ontwikkelen tot gewenste hoogte wordt de .laat uitgenorien
en zor;vuldiy gedroogd onder een luchtstroou.
Indien pewenst kan men nu $ tot 1OJP1 van het (de) verrocue—
lijk(e; aanwezig(e) »H op de startrlaats (5} ven het nouster
aanbrengen., Legze werkwijze kun nuittig zijn als bijkouende uf-
vergelil jking vin onbekende vlek et standaard na de tweede
ontwikkeling.
De plaat wordt, hniernsn, hancks op de eerste looprichting, ont-
wikkeld ret chloroform—proy;onzuur {uv = v, V/V). Lo ontwik-
keling wordt de plrat zorpvuldip gedroogd (verwijdering van
propiunzuur véér s;roeien met alkalisch reagens ') onder een
luchtstroomn.

oS o
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Het chromatogram wordt belicht bii 266 ni, de fluorescerende
vlekken (en eventuecel adsorberende vlekken) aangeduid en pe-
aproeid zosls beschreven in H.b en 9.7.

De identiteit van de anti-hormonen wordt vastgesteld door if
vergell jking met de standaarden in de eerste en tweede loop-
richting.
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11, DETECTIE VAl aNTITHYROIDALE STOFFSH  IH VOO IDDELER

BN
IN URINE VAN DIEXEN BEMANDELD LET Du2Zi STOFFEN. |

1. Principe van de methode @

Veevoeder wordt geéxtraheerd in aangezuurde methanol. Na
centrifugatie wordt het veﬁ'geéxtraheerd door petroleumether, Hier-
op wordt het extract geneuitraliseerd, de eiwitten neergeslagen in
90 % methanol en terug gecentrifugeerd.

Urine wordt eerst onteiwit in 75 % methanol, gecentrifu-~
geerd en hierna het vet geéxtraheerd met petroleumether, Verveolgens
wordt methanol toegevoegd tot een eindconcentratie van 40 4, &

Le sntihornmonen (uH, in de extracten worden geadsorbeerd
aun een bhasische ulQO}—kolom welke voorafgaandelijk peéquilibreerd
werd met Y0 % methanol. Wa wassen van de kolom worden de antihor-
monen geélueerd in ammoniakale 75 4% methanol. Bij doorbreken wvan
het alkalisch front wordt ongeveer 15 ml effluent opgevangern.

TU, i.7U, £TU en @TU worden volgens deze werkwijze terugie-
wonnen met een rendement van ca. +0 ¢%. Tapazol en thiourewn worden
practisch niet geadsorbserd op deze kolom.

Het efflvent wordt geconcentreerd, opgelost in fosfaathuf-
fer en de reactie met HNBD-Cl uitgevoerd zoals beschreven in deel I.
De aH-derivaten worden gescheiden door bidimensionele chromatogra-
fie en geldentificererd door vergelijking met referentieronsters.

De detectiegrens voor TU, wTU, rTU en ¢¥TU is lager dan

T ¢pm in urine en lager dan .. ppm voor veevoeder.

£

Z. Reagentia :
Zie detectie van AH in vlees en organen Deel 1.

2.1 3120J woelm W #CC basic, activitelt Buper 1 (nr © 4568&)

2.2 EBElutiemiddel voor nlEOj—kolom : 1,25 nl ammonia (25 4% NHB) aan-
lengen tot 100 ml met 75 % methanol

5. Avparatuur : Z4ic beel 1

[ ]
—

sortier {(vijzel)

A R A

(o
L]
LY AW

Ultra-turrax

Kolom : 1.5 cm doormeter, lengte 15 cm en voorzien van afsluit-
kraan
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3.4 Indampapparaat
2.5 Laboratoriumcentrifuse
5.6

Extractiebuizen en normaal laboratoriumglaswerk

4, Werkwijze :

4.1 Extrazctie wan AH uit urine :

e e e

4.1.1% Voepr aan 5 ml urine 15 ul methanol toe. adjusteer pH tot
7 & 7.5 (met 10 H HaUH of HC1 fumans)
4.1.2 Verhit 4it mengsel gedurende 3 minuten in een kokend wa-
terbad
4.,1,3% Koel af in een waterbad en centrifugeer 5 min. bij ca.
2 000 g
4,1.4 Decanteer het supernatant
4.1.5 Yxtraheer het supernatant ret 10 ml petrolewsether. Ver-
wijder de petroleunetherfase (afzuigen met pastcurpipet
gekoppeld aan waterstraalponp)
4.1.6 Herhsal bewerking 4.1.5

4.1.7 Voeg 25 ml rethanol toe aan het behandeld extract

4,72 Sxtractie van AH uit vaevoeder :

- — S —— T i o — et e LBt RAA . e e i A2 PPV M e e L St P e

4.2.1 Verbrijzel het veevoeder in een mortier. Weeg ¢ g veevoe~
der af in een extractiehuls

4.2.z Voeg 5 ml I HC1 toe aan de extractiehuls gevolgd door 15 ml
methanol. Hownogeniseer met een ultra-turrax gedurende <C sec.

4.2.5 Centrifugeer het extract 5 min. bij ca. 2 000 g

4d.2.4 Decanteer het supernatant in een extractiehuls

4.2.5 Extraheer het supernatant met 10 ml wetroleumether

Verwijder de petroleuwnetherfase

& 6 Herhaal bewerking 4.2.5

4.,2.7 Neutraliseer het extract tot pH 7 - 7.5 en voeg 25 ml me~
thienol toe aan het geneutraliseerd extrict

4.2.8 ¥laats het extract in een kokend waterbad gedurende » min.

4.2.9 Koel sf in een waierbad en centrifugeer 5 min., bi] ca.
£ COC g

4.2.170 Decanteer het supernatant
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5. Adsorptie van aH san basische 1.0, -kolon :
[

5.1

-
C.

6.1

6.z

%
-
%
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Voorbereiding van het il Oy : .

Roer 10 ¢ A1203 (2.1) op in 50 ml Y90 % methanol. Laat de sus-
pensie sedimenteren gedurende % min. Verwijder de bovenstaande
methanol met gesuspendeerde AIZOB. Hoer het sediment terug op
in 50 ml 40 % methanol en laat het Al;,O3 terug sedinmenteren
gedurende 3 win. Verwijder terug de bovenstinande methanolfase.
Het gesedimenteerd AIL,L‘,O.j wordt opgenomen in 25 ml 40 % methanol.

Vullen van de 21,0 -kolom :

Breng de AlZO3 suspensie (zie 5.1) over in de chromatografie-
kolom. Lnat het .-LlZO3 sedimenteren tot 7 cm hoogte en decanteer

A

hierna het supermatant. Spoel de kolom met 2C ml 90 % methanol. b
Lzat de methanolspiegel dalen tot enkele nm boven het Alzoﬁ op-
perviak,
adsorptie van oH aan de 4l O,-kolom en elutie :
.V Breng het al extract (4.1.7 of 4.2.10) aan Aroven de 31:C)~

kolort {%.c). Ha indringen v:n het extract wordt de kolom

tweemaal nagewassen met telkens 10 ml YU < r.ethanol.
.¢ Verwljder de doorloop en methanolspoelingen
.5 Llueer de kolow met 25 ml aasoniakale methanol (2.2
.4 Verwerp de zerste 10 ml effluent
.2 Collecteer de volgende 19 wl eluzcat welke het grootste ge-—

deelte ven de ~H bevat. -

(Controle : het kolomeffluent verkrijigt een 1H van 9 na «

passage van ca. 12 ml aunoniakale methanol)
Het wmmonickaal effluent wordt toi droog ingedanpt op een
rotavapor.

.
[a3}

tteactie met LBL-CL :

Het ingedampt extract wordt opgenonen in 5 wl buffer pit = &
(zie deel 1, ¢.&). ilieraan wordt C.5 ml methnanol toegevoegd.
a extroctie met diethylether wordt de derivatisatie uitge-
voerd zoals hoger beschreven (Deel I : 4.6 - 4.14)

Dunrielasn, chronate, rafie : Bidimensionele chronatografie ge-
schiedt zcnals hoger beschreven {(Deel I : 5.9 - 5.16). Normaal
wordt het etherexiruct welke de liBu-deriveten ven de 4H beva

ok

ingedampt fot .2 ml. Hierven wordt de helft (100 pl) op de
plaat asznzebhrocht,
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