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SAMENVATTING

De sterke evolutie van het instrumentarivm voor de analyse van additieven, contaminanten en residuen in eetwaren
houdt verband met de zeer snelle ontwikkelingen in de elektronica en de informatica gedurende de voorbije 25 jaar.
Gekoppelde compacte apparaten zoals GC-MS-MS (gaschromatografie-massaspectrometrie-massaspectrometrie) en
LC-MSn (vloeistofchromatografie-massaspectrometrie} maken de specificke detectie van zeer lage concentraties aan
contaminanten en residuen in complexe matrixen mogelijk. Deze methodes knanen ook de klassieke methodes voor

sommige additieven vervangen.

INLEIDING

De analytische chemie (van eetwaren) was geduren-
de de laatste 25 jaar aan een grondige verandering
onderhevig. Deze evolutie is nog steeds bezig en vooral
opmerkelijk (of door de auteurs opgemerkt) op het
viak van de neven- en sporenelementen {analyse van
respectievelijk additieven en contaminanten). Vijf-
entwintig jaar geleden werden, zowel in laboratorium-
praktijk als bij de praktische oefeningen voor
studenten, nog vele colorimetrische en titrimetrische
methodes gebruikt (bv. voor NaCl de “Volhard titra-
tie”, de colorimetrische methode “Van Waes” voor
thyreostatica bepaling in de schildklier). Vandaag de
dag liggen in de meeste laboratoria de buretten in het
onderste schuif terwijl de fotometer veelal is vervangen
door een microtiterplaatlezer. De klassieke methodes
zijn dikwijls verdrongen door chromatografische, im-
munochemische of elektrochemische technicken. Deze
evolutie is ontegensprekelijk verbonden aan de explo-
sieve ontwikkeling van de personal computer: aan elk
apparaat is of kan een computer worden geschakeld.
Studenten en recent afgestudeerden kunnen zich waar-
schijnlijk niet voorstellen dat in 1970 “de” (ene) cen-
trale computer van de Universiteit Gent over een
geheugen beschikte van 64 K en een ganse kelderver-
dieping in beslag nam (IBM 360/30). Op vele burelen
van onderzoekers prijken nu perscnal computers die
deze mogelijkheden ver overtreffen. Dit brengt ons op
sen ander aspect nl. de miniaturisatie. Computers en
ook analytische apparaten worden steeds kleiner en
werken dikwijls met een kleinere hoeveelheid monster
dan 25 jaar geleden. Waar echter eerst werd gedacht
dat de computer de informatie op papier ging vervan-
gen is een omgekeerde evolutie aan de gang. Analysten
worden overstroomd door een steeds groter wordende
papiermassa die door steeds snellere laserwriters in
een steeds sneller tempo wordt uitgespuwd. De hoe-
veelheid uitgebraakte informatie dreigt echter het in-
casseringsvermogen van de analyst te overschrijden.

Gecomputeriseerde autoanalysatoren waar langs de
ene kant een monster ingaat en langs de andere kant
een papilertje met de vitslag komt zijn niet meer denk-
beeldig maar zullen aan dezelfde (eenvoudige) maar
strenge analytische regels moeten voldoen als de klas-
sicke methodes.

In dit artikel worden enkele moderne analysetech-
nieken voor additieven, contaminanten en residuen
besproken. Ulteraard zal dit overzicht gekleurd zijn
door de specificke onderzoeksterreinen van de auteurs
en zal het daardoor ook onvermijdelijk onvolledig over-
komen voor sommige lezers.

ADDITIEVEN, CONTAMINANTEN EN RESIDUEN

Additieven, contaminanten en residuen zijn te be-
schouwen als vreemde stoffen in onze voeding (Deel-
stra ef al, 1996). Additieven worden opzettelijk aan
eetwaren toegevoegd om bepaalde karakteristieken
van het levensmiddel te verbeteren of te wijzigen zoals:

- de houdbaarheid van het product te verhogen (con-
serveermiddelen, e.a.).

- de technologische verwerking van het product te
verbeteren (emulgatoren, e.a.).

- de smaak en de kleur van het product aan te passen
(kleurstoffen, aromastoffen, e.a.).

De additieven worden aangeduid, hetzij met hun
eigen naam hetzij met een code bestaande uit de letter
E gevolgd door een getal van 3 cijfers (zgn. E-nummer).

In eetwaren treft men ook verontreinigingen aan
waarvan het niet de bedoeling is dat ze in het uitein-
delijke product aanwezig zijn of erin kunnen gedetec-
teerd worden. Deze kunnen in het product
terechtgekomen zijn op een ongewilde manier (conta-
minanten) doch ook het residu zijn van een gewilde
(al dan niet verboden) behandeling (residuen). Deze
verontreinigingen kunnen zowel tijdens de productie-
periode (bv. de teelt- of fokperiode) als tijdens het
verwerkingproces plaatsgrijpen.
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Tijdens de productieperiode

- via het voeder: bv. mycotoxines (aflatoxines), minera-
le verbindingen (o.a. Pb, Hg, Cd)

- via de mens: bv. antibiotica en hormonen: oraal,
ingespoten of ingeplant

- via het milieu: bv. zware metalen en bestrijdingsmid-
delen.

Uit het verwerkingsproces

- onzuiverheden van de toegevoegde additieven (bv.
fluoriden in fosfaten)

- contaminaties tijdens het verwerkingsproces (bv.
koelmiddelen, detergenten)

- interacties tussenverp akkingsmlddel en eetwaren (bv.
Sn en Pb uit blik)

- secundaire reacties met hulpstoffen (nitrosaminevor-
ming bij toevoeging van nitriet)

- als gevolg van bestraling of roken (bv. contaminatie
met benzopyreen)

Een “spoor” (trace) is een component welke in een
kleine concentratie aanwezig is in een ander materiaal
welk de “matrix” wordt genoemd. Er is geen algemene
norm of overeenkomst over het concentraticniveau
waarbij men over een “spoor” kan spreken. Met de
steeds beter wordende analytische technieken ver-
schuift de detectielimiet naar steeds lagere concentra-
ties. Vandaag de dag zou men kunnen stellen dat ppm
hoeveelheden (mg/kg en lager) kunnen beschouwd
worden als “sporen” concentraties. Ultra-sporen ana-
lyse kan worden beschouwd als het sub-ppm (1 mg/kg)
of sub-ppb niveau (1 pg/kg). Een residu kan worden
beschouwd als “een spoor van een product welke over-
blijft na een gewilde toediening”. Enkele voorbeelden:
Vb. 1: Een dier wordt behandeld met tetracycline. In
vlees kan men residuen van tetracycline aantonen.
Vb. 2: Ben rund graast langs de autosnelweg. In dit dier
kan lood als contaminant worden aangetoond. Vb. 3:
Een steen op Mars bevat sporen (geen residuen) Mn.

Afhankelijk van de situatie kan een spoor worden
beschouwd als een contaminant of als een residu: wan-
neer bv. een dier wordt behandeld met zeranol kunnen
residuen zeranol aanwezig zijn. Wanneer éénzelfde
hoeveelheid zeranol echter afkomstig zou zijn van be-
dorven mais dan is dit eerder een contaminant. Beide
definities worden ook vaak door elkaar gebruikt.

In dit verband is een grondige achtergrondkennis
van de analyst of van diegene die de analyse interpre-
teert of er gevolg aan geeft, vereist. Sommige producten
kunnen van nature aanwezig zijn in sommige matrixen
en kunnen dan ook ntet als contaminanten of residuen
worden beschouwd.

Een voorbeeld: de beer (het mannelijk varken) pro-
duceert nortestosteron (cen hormoon dat als “het”
anabolicum bij het rund kan worden beschouwd (De
Bruykere et al, 1990)). Varkensvlees, afkomstig van
mannelijke varkens, bevat dan ook van nature nor-
testosteron. Enkele jaren geleden werd bij import van
ravioli vanuit Italié naar Duitsland nortestosteron aan-
getroffen in de vleesdeeg en werd de import van dit
product geschorst. Deze maatregel was wetenschappe-
lijk onjuist vermits het varkensvlees (misschien “Duits”
varkensvlees 77} afkomstig kon zijn van mannelijk die-
ren en dus nortestosteron kon bevatten als natuurlijk
bestanddeel.
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Analoge voorbeelden zijn te geven voor andere con-
taminanten en residuen.

Naast een grondige achtergrondskennis in zijn eigen
specialisatie dient de analyst ook een basiskennis te
hebben van andere aanverwante vakgebieden. Bepaal-
de analyten kunnen in een andere context een totaal
andere en zelfs totaal onverwachte functie of eigen-
schappen vertonen. Zo kunnen bepaalde antibiotica
ook thyreostatische eigenschappen bezitten en aldus
interfereren met bepaalde screeningstests. Bepaalde
pesticiden, kunnen omwille van hun structuur oestro-
gene eigenschappen vertonen. “Onverwachte” mole-
cules, zoals nonylphenol, cen additicf voor plastics,
kunnen ageren als milieuoestrogenen enz..

DE EISEN YVOOR DE ANALYSEMETHODES

Door het steeds hoger wordend impact van het re-
sultaat wordt van de analysemethodes een steeds ho-
gere accuraatheid en precisie gevraagd. Hierbij dient

- duidelijk een onderscheid gemaakt tussen kwalitatieve

analyse {die alleen de aanwezigheid of afwezigheid van
een component vaststellen} en kwantitatieve analyses.

Kwantitatieve analyses zijn noodzakelijk voor het
bepalen van componenten die in een maximale con-
centratic mogen aanwezig zijn {bv. MRL (Maxinale
Residu Limiet) of PL (Permissible Level)) in welbe-
paalde matrixen (en in andere soms niet). De methode
dient vast te stellen of de concentratic van het analyt
boven of onder deze limiet is gelegen. De methodes
moeeten een kwantificatielimiet (LOQ: Limit of Quan-
tification) vertonen die lager is dan de MRL. Recent
werd een consensus bereikt waarbij de LOQ (minstens)
= aan 0.5 MRL. Wanneer het bekomen resultaat hoger
ligt dan de MRL (en dus actie tot gevolg kan hebben)
dienen kwaliteitscriteria gebruikt voor kwalificatie en
kwantificatic. Voor een resultaat in de buurt van de
MRL. (bv. 300 ppb) is de kwalitatieve en kwantitatieve
accuraatheid en de intra- en inter-laboratorium repro-
duceerbaarheid in een relatief hoog concentratiege-
bied van het grootste belang. Het is bijzonder
frustrerend wanneer een actic wordt genomen bij een
resultaat van 310 ppb (>MRL) en bij tegenanalyse van
hetzelfde staal in cen ander erkend laboratorium 290
ppb wordt gevonden. Speciale aandacht dient hierbij
gegeven aan het afronden van de resultaten: slechts
alle “zekere” cijfers en het eerste onzekere cijfer dient
te worden weergegeven. Al te vaak wordt echter gezien
dat deze eenvoudige regel analysten (en andere onder-
zoekers) zeer zwaar valt.

Voor waarden veel lager dan de MRL spelen kwa-
litatieve fouten (zie later) een minder belangrijke rol
tenzij de analysemethode een analyt volledig zou mis-
sel.

Kwalitatieve methodes kunnen worden gebruikt bij
door de wet verboden analyten (bv. stoffen met oestro-
gene, androgene of gestagene werking). Deze metho-
des zullen echter steeds een soort semi-kwantitatief
karakter vertonen. In de praktijk gebruikt men voor
het bepalen van de aan- of afwezigheid van het analyt
eenactielimiet: ditis cenwaarde, meestal in een relatief
laag concentratiegebied (bv. 2 ug/kg) waarboven een
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staal als positief en waaronder het als negatief wordt
beschouwd. Deze actielimiet is geen wettelijke waarde
maar cen praktische limiet die wordt bepaald door de
analytische mogelijkheden van het ogenblik.

De aanwezigheid en de identiteit van het analyt volgt
uit verschillende criteria: retentie tijden of R, waarden,
specificke kleurreacties, (massa) spectrometrische ge-
gevens enz... De kwaliteitscriteria voor residuanalyse
werden beschreven door de EU (EEC, 1987, 1989,
1993) maar zijn aan voortdurende aanpassing onder-
hevig. Kwalitatieve methotes hebben echter een in-
trinsiek (semi) kwantitatief karakter: de minimale
hoeveelheid om een spot te zien of een signaal te
onderscheiden uit de achtergrond.

Het verschil tussen een MRL (of cen PL) en cen
Actie Limiet (AL) is 3-voudig. Ten eerste is een MRL
meestal in een hoger concentratiegebied gelegen dan
een AL (bv. MRL voor sommige diergeneesmiddelen
= 100 ppb). Ten tweede zijn MRIs enkel toepasselijk
voor toegelaten producten in eetwaren of eetbare de-
len. Zo zal er bv. nooit een MRL kunnen bestaan voor
een analyt in urine, haren of pluimen. Ten derde is een
MRL een wettclijke waarde terwijl de AL een over-
eenkomst is tussen laboratoria en inspecticdicnsten.

METHODES VOOR DE ANALYSE VAN ADDI-
TIEVEN

Daar de meeste additieven toegelaten zijn in een
welbepaalde en meestal hoge concentratie (in welbe-
paalde matrixen) zijn dit meestal (semi-) kwantitatieve
methodes.

Enkele additieven en hun klassieke opsporingsmetho-
des

Hierbij worden enkele additieven uitgekozen waar-
van de routinematige opsporing ons vertrouwd is.

Fosfaten en (lineaire) polyfosfaten worden, omwille van
hun gunstige technologische eigenschappen veel als
additieven in verschillende eetwaren gebruikt. Fosfa-
ten zijn echter ook normale bestanddelen van sommige
eetwaren zoals vlees en zuivelproducten. De verhou-
ding van het fosfaatgehalte tot het eiwit % wordt dik-
wijls als een waardemeter voor toegevoegde
P-houdende additieven gebruikt (bv. als de fosfor-in-
dex). Voor de kwantitatieve bepaling van P,O- kan een
tijdrovende, gravimetrische methode gebruikt worden.
Praktisch geschiedt de bepaling van het P,O; -gehalte
door colorimetrie van het (vanado)fosfomolybdeen-
complex.

Nitriet wordt vooral gebruikt voor zijn kleurverbeteren-
de effecten op viees {(omroding)}. Nitraat kan in nitriet
-worden omgezet en vice-versa. Nitraat is eveneens een
normaal bestanddeel van sommige eetwaren (bv.
groenten) en grondwater. De meest gebruikte methode
is gebaseerd op de diazo-reactie van nitriet met sulfa-
nilzuur en koppeling met a-naphtylamine. Het nitriet-
gehalte wordt rechtstreeks in het extract bepaald. De
som van nitriet en nitraat wordt dan bepaald door het
nitraat cerst te reduceren tot nitriet (bv. door een Cd
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kolom). Het nitraatgehalte wordt berekend bij verschil:
(nitriet na Cd-kolom) - (nitriet in extract).

Sulfiet is toegelaten in verschillende levensmiddelen

zoals suiker, jam en wijn in sterk wisselende concentra-
ties (10-450 mg/kg). Naast een antimicrobieel effect
hebben sulfieten ook een anti-oxiderend effect. Sulfiet
geeft gemalen vlees een vers-rood uitzicht terwijl de
geur van 8O- eventueel bederf maskeert. Om te voor-
komen dat microbieel besmet viees met een vers uit-
zicht (door sulfiet) zou verkocht worden, is het gebruik
van sulfiet in vlees volledig verboden. Daardoor vol-
staat kwalitatieve detectie in vieesproducten (bv. de
malachietgroen test: gehakt mengen met malachiet-
groen-oplossing. Normaal vlees is blauw-groen ge-
kleurd. Vlees met sulfiet ontkleurt. Volgens de
Belgische wetgeving wordt het SO, gehalte van een
eetwaar kwantitatief bepaald door titratie na overdes-
tilleren van het aangezuurde extract.

Keukenzout of NaCl is een van de oudst gekende ingre-
diénten. Cl- wordt titrimetrisch bepaald (Volhardt)
door toevoegen van een overmaat AgNO; (vorming
AgCl). De overmaat Ag* worden teruggetitreerd met
KSCN en Fe* als indicator. Voor dieetproducten speelt
ook het Na*- en K*-gehalte cen rol (mg Na/K/100 g
eetwaar).

Moderne methodes voor additieven

Bovenstaande additieven kunnen eveneens op tien-
tallen diverse methodes worden bepaald. Bij de beden-
king welke methode te gebruiken spelen vele factoren
een rol zoals
1) de frequentie waarmee de analyse dient uitgevoerd:
&énmalig? .... tot honderden per week
2) het controlesysteem waarin deze analyse past: volgt
er actie? welke? |
3) de accuraatheid en precisie die wordt gevraagd door
de klant
4) de prijs / kwaliteit verhouding
Enkele voorbeelden worden hieronder gegeven.

Enzymatische methodes

In de meeste gevallen is er geen ingewikkelde mon-
stervoorbereiding nodig bij enzymatische bepalingen
in voedsel. Het is niet nodig het te bepalen substraat
te isoleren of chemisch analoge componenten te ver-
wijderen. Het doel van de monstervoorbereiding be-
staat erin de matrix om te zetten in een kleurloze
oplossing (vermits de meting zal gebeuren door foto-
meftrie). De extractie gebeurt meestal met gedestilieerd
water. Voor onteiwitting wordt meestal perchloorzuur
gebruikt. Vetten worden grotendeels verwijderd uit de
monsteroplossing door filtratie.

De specificiteit van de analyse wordt bepaald door
de specificiteit van het enzyme. Zo kan pyro- of trifos-
faat enzymatisch worden geanalyseerd naast monofos-
faat’ met pyrofosfatase. Nitraat en nitriet kunnen
enzymatisch naast elkaar worden bepaald (bv. in worst;
Arneth, 1988). Sulfiet kan in verschillende levensmid-
delen worden gemeten door oxidatie tot sulfaat met
sulfietoxidase. NaCl daarentegen kan niet enzymatisch
worden bepaald.
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Qok andere additieven zoals ascorbinezuur, D-glu-
cono-&-lacton, glutaminezuur, melkzuur, zetmeel kun-
nen enzymatisch worden bepaald. (Boehringer
Mannheim, 1995). Enzymatische analyse is ook een
eenvoudige manier om diastereoisomeren te meten
{(bv. I-ascorbinezuur)

Electrochemische methodes | viamfotometrie

Hoewel vele additieven kunnen worden bepaald met
elektrochemische methodes beperken wij ons hier tot
zout (NaCl). NaCl kan snel bepaald worden met ver-
schillende ionselectiéve electrodes. Als voorbeeld van
moderne technologie vermelden wij hier de “shirt-
pocket” zoutmeters. Deze complete apparaatjes
{grootte van een audiocassette) kunnen het zoutgehal-
te van ecen eetwaar meten op 100 ul extract of staal
(bv. melk) dat op de sensor wordt aangebracht. Van
belang voor dicetproducten is hierbij of zout wordt
gemeten via Cl of dat ook Na* of K* worden bepaald.
Voor elk van de 3 ionen is een appart “shirtpocket”
apparaatje beschikbaar. Dit toestelletje is een goedko-
per alternatief voor viamfotometrie.

Chromatografische methodes

Zowel In de TLC, HPLC als GC literatuur zijn
diverse methodes te vinden om diverse additieven kwa-
litatief en kwantitatief te bepalen. Enkele voorbeelden:
polyfosfaten en metafosfaten kunnen kwalitatief en
kwantitatief worden bepaald naast mono, di- en trifos-
faat door TLC of ionenchromatografie. Het differenti-
eren van fosfaten kan van belang zijn voor de
eetwareninspectie.

Nitriet, nitraat, chloride, sulfict en sulfaat kunnen
worden gemeten in een enkele run. Voor sulfiet bv. is
dit van belang omdat nogal wat eetwaren S-verbindin-
gen bevatten die kunnen interfereren bij de klassicke
bepaling via destillatie en daardoor bij vleesproducten
vals positieve resultaten veroorzaken.

Capillaire electroforese

Bij capillaire electroferese wordt een hoge spanning
aangelegd over een met buffer gevuld capillair. Deze
techniek is bijzonder geschikt voor de analyse van ad-
ditieven omdat deze in relatief hoge concentratie tov
de matrix aanwezig zijn. De elektrokinetische schei-
dingen zijn cen alternatief voor ionenchromatografie.
Uiteraard stelt zich hier, net zoals bij de chromatogra-
fische methoden de vraag naar de opportuniteit om
een relatief duur apparaat in “stand-by” te houden
voor eén bepaling die misschien eenvoudiger (en/of
goedkoper) kan (bv. voor Na* en K*). De oplossing
van die vraag kan niet algémeen worden gegeven doch
zal steeds afhangen van de specificke omstandigheden
van het laboratorium.

METHODES VOOR CONTAMINANTEN EN RESI-
DUEN

Dcze worden klassiek opgedeeld in screeningsme-
thodes en bevestigingsmethodes. Het doel van een
screeningsmethode is een aantal verdachte stalen uit
cen zeer groot aantal monsters selecteren. Met de
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bevestigingsmethode wordt dan nagegaan of het ver-
dacht monster inderdaad het analyt bevat (in voldoen-
de hoge concentratie).

Screeningsmethodes

Alhoewel ook instrumentele methodes (zoals GC-
MS) in sommige gevallen zinvol als screeningsmethode
kunnen worden aangewend zijn de meeste gebaseerd
op immunochemische technieken.

Het principe van deze bepaling berust op competitie
tussen gemerkte en ongemerkte analyten tot het ‘be-
zetten van een beperkt aantal bindingsplaatsen op cen
specifiek anti-lichaam. Vanuit een praktisch standpunt
is daarbij vooral de specificiteit van het anti-lichaam
van belang. Er kan alleen op een kosten-efficiénte wijze
gescreend met een aspecifiek anti-lichaam tegen een
groep producten (bv. multi-residu screening van beta-
agonisten). Wanneer men werkt met zeer specificke
anti-lichamen (tegen 1 analyt) en er dienen meerdere
apalyten gescreend dan wordt een immunologische
methode duur ten opzichte van andere technieken.

Bevestigingsmethodes

In modeme multi-residu analyse spelen chromato-
grafische technicken de belangrijkste rol zowel voor
screening (naast immunoassays) als voor bevesti-
gingsanalyse. Zowel de tweede (clean-up) als de derde
{detectie) stap van een standaardprocedure voor resi-
du-analyse bestaat hoofdzakelijk uwit chromatografi-
sche stappen. '

Dunnelaagchromatografie (HPTLC)

HPTLC was 25 jaar geleden “the method of choice”
voor residuanalyse. De redenen daartoe waren zeer
eenvoudig: de lage kostprijs om op te starten en de
eenvoud om twee dimensionele chromatogrammen
(2D) te bekomen. In de voorbije twee decades werden
verschillende HPTLC methods voor residu analyse ont-
wikkeld. Voorbeelden zijn deze voor thyreostatica en
anabolica (De Brabander en Verbeke, 1975; De Bra-
banderetal, 1989,1990, 1991, 1993; Smets et al., 1991),
beta-agonisten en corticosteroiden (Courtheyn et al.,
1988, 1993). Ook voor andere contaminanten zoals
albendazole (Abjean, 1996), quinolones (Juhel-Gau-
gain, 1996), tiamuline (Posyniak ef al., 1996b) en sul-
fonamides (Posyniak et 2., 1996b; Steinbeck ef al., 1996;
Van Poucke, 1994) werden HPTLC methodes beschre-
ven,

HPTLC heeft diverse voordelen: het chromatogra-
fisch systeem wordt weggeworpen na elke analyse. Dit
heeft zijn voordeel bij zeer “vuile” stalen" die een GC
of HPLC kolom irreversibel kunnen beschadigen en
ook bij monsters waarin de concentraties sterk kunnen
variéren (bv. bij spuitplaatsen). Het is dan veilig eerst
cen HPTLC toe te passen voor een eerste inschatting
van het staal. De voordelen van de 2D techniek zijn
niet altijd gekend en daarom ook niet geliefd door een
groot aantal analysten. Nochtans geeft een 2D -FLC
de analyst een zeer goed beeld van het onderzochte
monster. Nieuwe contaminanten, die een gelijkaardige
structuur vertonen als de onderzochte zullen bij TLC
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sneller worden opgemerkt dan in een GC of HPLC
chromatogram.

HPTLC is eveneens een zeer goede starter voor
laboratoria met geringe middelen (bv. ontwikkelings-
landen) of op plaatsen waar stroomvoorziening pro-
blematisch is.

De verdere ontwikkeling van de HPTLC wordt op
dit ogenblik vooral gehinderd door het gebrek aan mo-
gelijkheden tot automatisering. Het is nochtans theo-
retisch mogelijk een TLC plaat volledig automatisch te
spotten, te ontwikkelen en te reveleren. Het is echter
aan de firma’s die “van TLC moeten leven” om daaraan
iets te doen.

Gaschromatografie (GC)

Voor de analyse van contaminanten is vooral het
gebruik van specifieke detectoren, zoals de Electron
Capture Detector (ECD) van belang. Deze detector,
die bijzonder gevoelig is voor halogeenhoudende ver-
bindingen (CI, F) en weinig voor andere is mede ge-
groeid met het onderzoek van residuen van
gechloreerde pesticiden. Ook andere specificke detec-
toren zoals de N-detector en de S-detector worden
regelmatig gebruikt. Een overzicht van het gebruik van
moderne chromatografische methodes bij het onder-
zoek van pesticiden is weergegeven in een recent the-
manummer van de “Journal of Chromatography” van
22/11/1996 ((1996) 754 nr 1+2 : Chromatography and
Electrophoresis in Environmental analysis: Pesticides
residues).

Voor de analyse van molecules die geen halogenen
bevatten zijn reagentia ontwikkeld waarmee halogeen
houdende groepen op de molecules worden geplaatst
(specificke derivatisatie). Een voorbeeld daarvan is de
bepaling van lincomycine (een antibioticum) in zalm-
weefsel door derivatisatie en bepaling op een N, P
detector (Wenhong, 1996).

GC-MS

De meeste laboratoria zijn voor analyse van con-
taminanten overgeschakeld (of =zullen (moeten)
overschakelen) op GC-MS {gaschromatografie-mas-
saspectrometrie). Bij massaspectrometrie worden de
analyten geioniseerd en gefragmenteerd. De fragmen-
ten kunnen worden gebruikt voor kwalitatieve en kwan-
titatieve analyse. Er zijn verschillende types GC-MS
apparaten. Het bijzonderste verschil tussen deze ap-
paraten is de manier waarop de jonen worden gede-
tecteerd. De meeste quadrupool apparaten dienen
voor het bepalen van lagere concentraties (d.w.z, onder
1 ng) over te gaan op Selected Ion monitoring (SIM):
slechts een beperkt aantal diagnostische fragmentio-

PQT XYZ M5 XY+ x4 BCH  Y¥
ABCDEF e g BCDE+ p, ABCD+
UVW PORS ABCDE+ ABCDEF+

PQ+ ABC+ yvs: PQR+

Fig. 1. Voorstellingen van MS (ABCDEF = analyt; PQT, XYZ,
UVWen PQRS = interferenties).
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nen wordt gevolgd. lon Trap systemen werken in full-
scan bij lage (pg) concentraties. Een recente trend in
GC-MS is de verbetering van de detecteerbaarheid
(detectielimjet) van de massaspectrometers, ook bij
klassicke quadrupocl apparaten (meten van lagere
concentraties in full-scan).

Bij SIM worden een aantal diagnostische ionen van
het analyt gevolgd gedurende een bepaald venster rond
de verwachte retentietijd. Deze diagnostische ionen
dienen aanwezig te zijn in de juiste relatieve intensi-
teiten ( = 20 % (CI) of = 10 % (EI)). Hoe hoger het
aantal gevolgde ionen hoe hoger de specificiteit doch
ook hoe hoger de kans op vals negatieve resultaten.

Bij full-scan identificatie worden in de meeste ge-
valllen een groot aantal (bv. 16) van de belangrijkste
pieken van het massa spectrum van de onbekende
vergeleken met dat van de standaard opgenomen onder
identieke omstandigheden. Dit gebeurt met een com-
puter en wordt bv. uitgedrukt in een FIT waarde (bv.
80 %).

Beide technieken hebben hun voor- en nadelen en
ook hun eigen supporters. Als illustratie het volgende.
Bij {eenvoudige) MS (Fig. 1) zijn de ionen en pieken
in het massaspectrum afkomstig van het analyt AD-
CDEF maar ook van de interferenties PQT, XYZ,
UVW en PQRS. Wanneer de concentratie van AB-
CDEF daali tov deze van de interferenties zal het
massaspectrum van het analyt bij full-scan langzaam
“wegzinken” in de achtergrond van interferenties.

In SIM ziet de massaspecirometer deze interferen-
ties niet, doch ze zijn er wel. Een SIM signaal dat het
ion 440 (bv. piek 2 ; Fig. 2) bevat zal ernstig gestoord
worden door de veel grotere piek 1 met het ion 438
(isotoopinterferentie; De Brabanderetal., 1993, 1996).
De vraag zal steeds dienen gesteld of de piek in SIM
afkomstig is van het analyt of van een interferentie. Zo
zal, bij atwezigheid van piek 2, piek 1 {(als deze binnen
het retentictijdsvenster valt) valselijk kunnen aanzien
worden voor het analyt.

In sommige gevallen (bv. bij betwistingen, een te-
genanalyse enz. ) is het echter zeer nuttig ook de
afwezigheid van een analyt in een matrix te kunnen
bewijzen. Naast het uitvoeren van blanco en versterkte
stalen is de beste manier het nagaan van de recovery
van gedeutercerde standaarden (CD, i.p.v. CH;) toe-
gevoegd aan het monster op het concentratie niveau
van de beslissingslimiet (bv. 2 ppb). Ook bij kwantifi-
cering zijn gedeutercerde analyten zeer nuttig, soms
zelfs noodzakelijk.

it 438 1
_—>

g

2 o

2 439 3

& §

g H s

& =

§ 7]
T 2

Fig. 2. Isotoopinterferentie bij SIM signalen (links = full scan;
rechts == SIM signaal van ion 440),
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MS21 (ABCDEF) ABC+ BC+ AB+

e e
ABCDE+ ABCD+ DEFs
MS22 (ABCDE) BC«+ AB
+

—_— ABC+ ABCD+

MS23 (BCDE) BCE+ BC+ B+

BCDE+  BCD+

Fig. 3. Voorstelling van MS-MS op verschillende “ouder” ionen.

GC-MS-MS

GC-MS-MS of tandem MS bestaat sinds geruime
tijd op grotere apparaten. Eerst sinds kort (1994) werd
de eerste benchtop GC-MS-MS machines voorgesteld
op basis van cen modificatie van een Ion Trap. Deze
manier van werken heeft aanzienlijk kleinere en ook
goedkopere apparaten tot gevolg. Bij Tandem MS kan
een ion (bv. het moleculair ion) worden gekozen als
“ouder” iom, in de trap geisoleerd en geconcentreerd
worden terwijl alle andere ionen uit de trap worden
verwijderd. ,

Daarna wordt de snelheid van het ion opgedreven
waardoor de interne energie van het ion stijgt en het
opnicuw dissocieert. De fragmentionen (dochterio-
nen) worden gemeten. Bij de fragmentatie van dit
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ouder ion zijn de dochters “alleen” afkomstig van het
analyt en zou theoretisch de achtergrond volledig die-
nen weg te vallen. Verschillende ionen kunnen als “ou-
der” ion worden gekozen (Fig. 3).

GC-MS-MS biedt op verschillende manieren voor-
delen: ten eerste is het een manier om bij “vuile”
monsters de achtergrond te reduceren. Daardoor kan
de detectielimiet van de analyse worden verlaagd of
de clean-up worden vereenvoudigd. Ten tweede kan
op dic manier meer informatie over het analyt worden
ingewonnen. In figuur 4 is als voorbeeld het massaspec-
trum van norethandrolone {(NE) en de MS-MS spectra
genomen op de drie belangrijke ionen van NE weer-
gegeven. Voor de positieve identificatie van een analyt
(hier norethandrolone) worden volgens de EU criteria
4 ionen gevraagd. Deze zijn in NE aanwezig doch het
vierde ion zal een veel lagere abundantie vertonen dan
de andere 3. Door echter een MS-MS spectrum te
nemen op de 3 belangrijkste jonen van NE kan het
aantal diagnostische ionen sterk worden uitgebreid
{Courtheyn et al., 1996). Een nadeel is evenwel dat elk
verdacht staal 3-4 maal dient te worden geinjecteerd.
Dit is echter niet zo een groot nadeel omdat deze extra
runs enkel dienen te gebeuren voor “echt verdachte
stalen , alleen instrumenttijd kosten en normaal van
elk uiteindelijk extract toch maar ca 1ul van ca 25 ul
wordt geinjecteerd. Er is dus genoeg extract over om
deze extra MS-MS runs te doen.

155
MS2 NE (287)
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1471 169 287
_.-’f 182 zn ] 22
. a1 NN P
- - 50 300
446,
MS NE e
1 e 299
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287 356 b _
397
341
] \ 285
n IR s
LA A i I cid ]“?1 N, '253“"‘{&.!1” i I 1“ |
'so.‘o“;ozé“;oséus;“é“'s“é“}o\séw;o " T om
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N 356
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Fig. 4. Voorbeelden van een MS spectrum en MS-MS specira op verschillende “ouder” ionen van nerethadrolone ( NE ). .
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HPLC (of LC ?)

Voeor een groot gamma producten {(zwaardere met
een MM 1500 amu of thermisch labicle moleculen)
kan een scheiding niet worden uitgevoerd met GC maar
wel met HPLC. Zoals bij gaschromatografie kan HPLC
alleen (of voeoral) voor het onderzoek van contaminan-
ten worden gebruikt in combinatiec met een specificke
detector. De belangrijkste specifieke detector met een
lage detectielimiet is de fluorescentiedetector. Deze is
bv. gebruikt bij het bepalen van residuen van tetracy-
clines in eetwaren (Croubels, 1997). Ook met UV-VIS
detectoren kan door het uitvoeren van een zeer speci-
fieke reactie een lage detectielimiet worden gehaald,
bv. het bepalen van clenbuterol met post-kolom deri-
vatisatie (Courtheyn et al, 1991 ).

LC-MS

De laatste jaren worden HPLC en MS door verschil-
lende fabrikanten aan elkaar gekoppeld. Eigenaardig
genoeg spreekt men dan nooit van HPLC-MS maar
van LC-MS. Misschien is het dan ook de tijd om het
voorvoegsel HP (High Performance)(dat ook het beeld
van een specifieke producent oproept) te laten vallen
en gewoon te spreken van LC en TLC. De koppeling
gebeurt door middel van een interface die grote hoe-
veelheden vioeistof dient te verwijderen (bv. 1 ml me-
thanol/minuut). Vloeistof is heel wat moeilijker te
verwijderen dan dragergas: er bestaat (nog) niet zoiets
als een universele interface. Athankelijk van de soort
analyse zal de ene interface (bv. ES, APCi enz) beter
werken dan de andere. In figuur 5 is als voorbeeld een
algemeen overzicht van API {(Atmosferic Pressure In-
terface) interfaces weergegeven.

In essentiec komt het er op neer dat het analyt via
een stel kamers, die steeds in druk dalen, wordt over-
gebracht naar de massaspectrometer. De eigenlijke
ionisatie grijpt plaats buiten het vacuum vandaar de
naam APL. Praktisch dient daarbij opgemerkt dat een
APl interface nogal wat stikstof verbruikt, wat in prak-
tijk miet door normale flessen kan worden geleverd.
Een laboratorium dat een toestel met AP interface
aanschaft dient een speciale stikstof toevoer te voor-
zien.

De overgang van HPLC naar LC-MS methodes is
niet altijd zo eenvoudig als in eerste instantie wordt
gedacht. De analyst is bv. beperkt in het gebruik van
reagentia zowel in de clean-up als voor de LC mengsels:
alleenvluchtige mengsels kunnen worden gebruikt (dus
bv. geen fosfaatbuffers). LC-MS is nog niet zo inge-
burgerd in routine in residu-laboratoria. Er zijn ver-
schillende redenen: ten eerste is de prijs van de
apparatuur een factor 2-4 maal hoger danvoor GC-MS.

Atmosferische 0.5-1 10-3 10-3 Torr
dmk g ZJ 3 4
IN e > MS

L

verhit Skimmer  Turbo  Turbo
capillair pomp pomp  pomp

Fig. 5. Algemeen schema van een AP interface.
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Ten tweede zijn de detectielimieten ongeveer 100 X
hoger danin GC-MS (1 ngis een typische detectielimiet
voor LC-MS zelfsin de SIM mode). Eenvan deredenen
van dit fenomeen is de piekbreedte van een HPLC piek
{in vergelijking met een GC piek): dezelfde hoeveel-
heid analyt is verdund in een grotere hoeveelheid dra-
ger. De grotere hoeveelheid monster die kan worden
geinjecteerd in een LC systeem compenseert enigszins
dit nadeel. In onze experimenten met Finnigan MAT
SSQ710C ondervonden we moeilijkheden om voor [3-
agonisten een detecticlimiet van 1 ppb (ug/kg) met
LC-MS te halen: de detectielimiet is zeer afhankelijk
van. de gebruikte clean-up.

LC-MS-MS- enz. kan een oplossing zijn om de
detectielimiet te verbeteren (zie verder). In MSn is de
grotere piekbreedte eerder een voordeel: meerdere
scan events per piek, meer tijd om MSn in functie van
tijd uit te voeren.

LC-MSn

Recent werden ock benchtop LC-MSn apparaten
op de markt gebracht. De Finnigan LCQ bv. is een
combinatie van de LC-MS en Ion Trap technologie.
Dit apparaat laat niet alleen een lagere detectielimiet
toe dan de klassicke LC-MS apparaten (opgegeven ca
50 pg in full-scan; onze LOD voor $-agonisten: 20 pg
in LC-MS-MS (SRM-full-scan}) maar opent ook de
weg naar LC-MSn. In figuur 6 (in aansluiting met figuur
5) is een voorstelling van MSn weergegeven. Daarbij
zijn de “dochter” ionen telkens afkomstig van een “ou-
der” die op zijn beurt een “dochter” is van een vroeger
“ouder” ion. {dus eigenlijk kleindochters en achter-
kleindochters). Dit is een duidelijk verschil met het
nemen van dochterionspectra van verschillende ouder-
ionen. Bovendien gebeurt dit in eenzelfde run en op
de LCQ met het gemak van een klik van de muis.

Theoretisch opent dit de weg naar een sterke re-
ductie (of zelfs het volledig weglaten) van de voorzui-
vering van het staal. In praktijk is in het laboratorium
gebleken dat praktisch ongezuiverde stalen recht-
streeks in de MSn (dus zonder LC) kunnen worden
geinfuseerd en de spectra geinterpreteerd. Als voor-
beeld wordt hier het spectrum van het NBD derivaat
van tapazole (een thyreostaticum) door rechtstreekse

MS3 (ABCDE) BC+ AB+ MS4(ABCD) BC+
{van ABCDEF) ABC+ ABCD+  (van ABCDE) ABC+ AB+

Fig. 6. Voorstelling van MSn: vorming van kleindochters en
achterklcindochters.
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Fig. 7. Reactievergelijking van tapazole (MM = 114,2 ) met
NBD-CI (MM = 199,5).



Vtaams Diergeneeskundig Tijdschrift, 1998, 67 103

s 278.1
o 304.3
. 234.6
‘ 202.8 . 338.4
) e 2791
1%0 180 bo a m,z ko ko ho 0 #10 Dm
Full MS [ 150.00 - 350.00] Full MS2 278.10 [ 150.00 - 350.00]

Fig. 8a. MS, MS2 spectrum van het tapazole-NBD derivaat bekomen door rechtstreekse infusie in de massaspectrometer
(MH" = 278.1). : ' '
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Fig. 8b. MS3 spectrum van het tapazole-NBID derivaat bekomen door rechtstreekse infusie in de massaspectrometer.
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Deze techniek opent ook een nieuwe weg voor de
analyse van bio-moleculen. Met de API interface kun-
nen multipele ladingen op de molecule worden aange-
bracht, meestal onder de vorm van protonen. De
massaspectrometer meet de m/z verhouding en redu-
ceert daardoor de zeer hoge massa van het eiwit tot
binnen het bereik van de MS (bv. 2000 - 3000 amu).
Er ontstaat een spectrum dat verschillende van deze
multipel geladen ionen bevat. Door een speciaal com-
puterprogramma kan dit spectrum worden omgezet
naar een “normaal” massaspectrum.

Anorganische contaminanten

Een verhaal over analysemethodes voor contami-
nanten of residuen zou niet compleet zijn zonder het
te hebben over de anorganische contaminanten. Bij de
analyse van sporen metalen in eetwaren wordt vaak
gebruik gemaakt van atomaire absorptie (vlam of gra-
fietoven) of ICP (Inductively Coupled Plasma). De
combinatie van deze laatste techniek met massaspec-
trometrie (ICP-MS) is zeer interessant: de techniek
laat de simultane detectie van verschillende metalen
toe; haalt detectielimieten in het lage ppb gebied
{ug/kg) en geeft bovendien informatie over de isotoop-
samenstelling, In de meeste gevallen dient de eetwaar
behandeld met een mineraal zuur en wordt het monster
geintroduceerd bv. door flow injectie {(Harrington ef
al., 1997)

BESLUIT

Gedurende de laatste 25 jaar was er een sterke
evolutie te zien van het beschikbaar analytisch instru-
mentarium voor de analyse van additieven, contami-
nanten en residuen in eetwaren. Deze evolutie lijkt
steeds sneller te gaan en houdt verband met de zeer
snelle ontwikkelingen in de elektronica en de informa-
tica. De laboratoria worden daardoor gedwongen tot
voortdurende investeringen voor hun instrumentari-
um. Daarbij moet steeds de vraag worden gesteld naar
de rendabiliteit van een aangekocht instrument.

Hetbekomenvan een niet alleen correct (kwalitatief
en eventueel kwantitatief gevalideerd in het kader van
accreditatic) maar ook een betaalbaar resultaat zal
onvermijdelijk een specialisatic van de laboratoria met
zich meebrengen. Niet elk laboratorium zal elk analyt
correct in om het even welke matrix binnen een rede-
lijke termijn kunnen bepalen. Samenwerking tussen
groepen laboratoria lijkt daarbij aangewezen.

LITERATUUR

Abjean I.P. (1996). Screening of albendazole residues in cat-
tle liver by planar chromatography. Proceedings Euroresi-
due [T, Veldhoven, Mei 6-8, 191-193.

Batjoens P, H. F. De Brabander, F. Smets, G. Pottie. (1994).
GC-MS Confirmation of Anabolic Compounds in Injec-
tion Sites. The Analyst 119, 2607-2610.

Vlaams Diergeneeskundig Tijdschrift, 1998, 67

Boehringer Mannheim (1995) Methods of Enzymatic Bio-
analysis and Food Analysis using test combinations, In-
structions handbook,

Courtheyn D., Boonen [, Bakeroot V.(1988). Dunnelaag-
chromatografische bepaling van clenbuterof en cimateroi
in opgezuiverde extracten. Document Benelux Economi-
sche Unie SP/LAB/k (88) 42.

Courtheyn D, Desaever C., Verhe R, (1991). HPLC determi-
nation of clenbuterol and cimaterol using post-column de-
termination. Journal of Chromatography 564, 537-549,

Courtheyn 1., Verheye H., Bakeroot V., Dal V., Schiit R.,
Hoojerink H., Van Bennekom E., Haasnoot W.,Stouten P,
Huf £, (1993). Detection of corticosteroids in animal feed
and premixes: a new category of growth promotors. Pro-
ceedings Euroresidue II ,Veldhoven, Mei 3-5 251-256.

Courtheyn D., De Brabander H. F, Batjoens P, Vercammen
J.,De Wasch K (1996). MS-MS: applications and tentative
quality criteria. Proceedings Euroresidue IIT, Veldhoven,
Mei 5-8,75-85.

Croubels S. {1997). Methodologie voor de bepaling van resi-
duen van enkele tefracyclines in voedingsmiddelen van
dieriijke oorsprong. Doctoraatsthesis Faculteit Farmaceuti-
sche Wetenschappen, RUG.,

De Brabander HLE, Var Hoof J. (1990). HPTLC analysis of
residues of anabolics in kidney fat. Journal of Planar Chro-
matography, 3, 236-242,

De Brabander H.F,, Smets E, Pottie G. (1991). HPTLC in re-
stdue analysis of food. fournal of Planar Chromatography 4,
52-57.

De Brabander H.E, Batjoens P,Vanden Braembussche C,,
Dirinck P, Smets F, Pottie G. (1993a). Pitfalls in Selected
Ion Monitoring in GC-MS, a theoretical example, Analiti-
ca Chimica Acta 275, 9-15.

De Brabander H.E, Hendriks L., Smets E, Delahaut P,
Batjoens P, Leyssens L. Poitie G.(1993b). Recent advan-
ces in the analysis of anabolic residues in kidney fat Pro-
ceedings Euroresidue 11, Veldhoven Mei 3-3, 211-216.

De Brabander H. F,, Batjoens P, De Wasch K., Courtheyn D,
Vercammen J. (1996). Comparison of the possibilities of
GC-MS and tandem MS systems for the analysis of anabo-

- lics in biological material. Journal of Chromatography 750,
105-114.

Debruykere G., Van Peteghem C., De Brabander H.E, De-
backere M. (1990}. GC-MS confirmation of 19-nortestos-
terone in the urine of non-treated boars. Veterinary
Quarterly 12, 247 - 250.

Deelstra H., Massart D.L., Daenens P, Van Peteghem C,
(1996). Vreemde stoffen in onze voeding - Monograficen
Stichting Leefmiliets.

EEC (1987). Document 87/410/EEC. Commission decision
of 14/6/1987 laying down the methods to be used for detec-
ting residues of substances having a hormonal or a thyre-
ostatic action. Official Journal of the Euwropean
Communities, no. L. 2231 18-36.

EEC (1989). Document 8%/610/EEC. Commission decision
of 14/11/1989 laying down the reference methods and the
list of national laboratories for detecting residues. Official
Journal of the European Communities, no, L. 351 9-19.

EEC (1993). Document 93/256/EEC Commission decision of
14/4/1993 laying down the methods to be used for detec-
ting residues of substances having a hormonal or a thyre-
ostatic action. Officiel Journal of the European
Communities, no L 118/64.

Harrington C.E, Fairman B.E., Catterick T. (1997). Analysis
of Cr, Ni, Cd and Pb in food samples by flow injection ICP-
MS. Spectroscopy Europe 9/1, 10-16.

Juhel-Gaugain M., (1996). Screening of Quinolone residues
in pork muscle by planar chromatography. Proceedings Eu-
roresidue ITI, Veldhoven, Mei 6-8, 578-581.



Viaams Diergeneeskundig Tijdschrift, 1998, 67

Posyniak A., Niedzielska J., Semeniuk S., Zmudski J.(1996a).
Determination of tiamuline in Feed and Animal tissues
based on chromatographic separations after SPE extrac-
tion. Proceedings Euroresidue I, Veldhoven, Mei 6-8, 800-
803.

Posyniak A., Niedziclska J., Semeniuk S. and Zmudski J.
{1996b). Isolation and Determination of sulfonamide re-
sidues in animal tissues by SPE extraction an d chromato-
graphic techniques. Proceedings Euroresidue I
Veldhoven, Mei 6-8, 804-807.

Smets F, De Brabander HE, Bloom PI., G. Poitie (1991).

HPTLC of anabolics in injection sites, Journal of Planar

Chromatography 3, 207-212.

105

Steinbeck E. Glaser B., Petz M. (1996). Determination of sul-
faguanidine residues in meat and egg samples bij quanti-
tative. HPTLC using matrix solid phase dispersion
clean-up. Proceedings Euroresidue III, Veldhoven, Mei 6-8,
885-889.

Van Poucke L. (1995). De bepaling van sulfonamiden in eet-
waren van dierlijke oorsprong. Doctoraatsthesis Faculteit
Farmaceutische Wetenschappen, RUG.

Wenhong L., Yin B., Ang C.Y. W, Rushing I, Thompson
H.C. ( 1996). Determination of licomycin residues in sal-
mon tissues by gaschromatography with nitrogen-phosp-
horus detection. Journal of Chromatography 687, 405-411.



