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Afdeling Eiwitchemie 1983-11-11 

RAPPORT 83.85 Pr.nr. 404.9100 

Projekt: Onderzoek naar de kwaliteit van pluimvee en eieren. 

Onderwerp: Het ~ -hydroxyboterzuurgehalte in eieren en eiprodukten. 

Bijlagen: 2. 

Doel: 

Het 1.;reergeven van de voorlopige resultaten omtrent het ~-hydroxyboter­

zuurgehalte in diverse eieren en eiprodukten. Het aangeven van de 

mogelijkheden en de beperkingen van een eventuele controle op broed­

eieren aan de hand van het ~-hydroxyboterzuurgehalte. 

Samenvatting/Conclusie: 

Monsters consumptie-eieren (35), broedeieren (95) en eiprodukten (47), 

van diverse herkomst, werden onderzocht omtrent het ~-HBZ gehalte met 

behulp van een enzymatische methode. Het ~-HBZ gehalte in consumptie­

en koelhuiseieren was vrij konstant (gemiddeld 1,3 mg/kg). Het hoogst 

waargenomen gehalte bedroeg 3,0 mg/kg . Het gemiddelde ~-HBZ gehalte in 

uitgeschom-Tde broedeieren was aanzienlijk hoger (76 mg/kg). In een 

drietal monsters broedei werd echter een ~-HBZ gehalte gevonden welke 

overeenkomt met · dat van consumptie-eieren. Een te stellen tolerantie 

voor een maximaal ~-HBZ gehalte in eieren en eiprodukten geeft daarom 

geen garantie voor de afwezigheid van broedei . \~el kan de verwerking 

van broedei aanzienlijk worden be perkt indien een maximaal gehalte 

voor ~-HBZ in eieren en eiprodukten wordt vastgesteld van 5 mg/kg op 

eibasis. 

Vam.;rege de grote spreiding van het ~-HBZ gehalte in uitgeschouwde 

broedeieren is het onmogelijk om aan de hand van het ~-HBZ gehalte een 

indicatie t e geven omtrent de hoeveelheid broedei welke is verwerkt . 

Verantwoordelijk: drs H.L. Elenbaas 

Samensteller l~. Haasnoot Ü ~,(? ..> ,..__, 
.-· 

Projektle ider drs H.L. Elenbaas 
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Inleiding: 

Ten behoeve van een te houden discussie binnen de werkgroep kl·mliteit 

schoUioTeieren worden in dit verslag de voorlopige resultaten weerge­

geven omtrent het ~-HBZ gehalte in eieren en eiprodukten. De proefop­

zet wordt weergegeven in bijlage 1. De weergegeven 13-HBZ gehalten zijn 

verkregen met behulp van de enzymatische methode (zie bijlage 2). De 

resultaten zijn nog niet definitief aangezien deze voor een gedeelte 

nog moeten worden bevestigd met een gaschromatografische methode. 

Resultaten en discussie: 

De P- HBZ gehalten in de verschillende soorten eieren en eiprodukte n 

worden weergegeven in de tabellen 1 t/m 11. 

In onderstaande tabel worden de gemiddelde ~-HBZ gehalten weergegeven 

alsmede de gevonden spreiding in de gehalten. 

Tabel 12: De gemiddelde 13-HBZ gehalten, en de spreiding, in de ver­

schillende soorten eieren en eiprodukten. 

Produkt Aantal Gemiddeld Standaard- Variatie-
mansten 13-HBZ gehalte afwijking coëffi-

op eibasis cient 
( mg/k_g_) (mg/~g) % 

consumptie- eieren 
( legbat te rij) 20 1,2 0,40 33 
consumptie-eieren 
(scharrel) 10 1,2 0,39 32 
bevruchte onbe-
braede eieren 5 1,9 0,82 42 
koelhuiseieren 5 1,6 0,70 44 
vloeibare eiprodukten 
zonder broedei 24*(21) 2,0 (1,4) 1,7 (0,72) 85 (51) 
eipoeders zonder 
broedei 3 0,9 0,59 65 
broedei ( uitgeschou1o1d) 30 76 82 108 
helder broedei 30 29 40 137 
twijfelachtig broedei 28 242 156 64 
niet helder broedei 7 98 70 71 
vloeibare eiprodukten 15 29 31 106 
met broedei 

* In drie monsters werd een verhoogd 13-HBZ gehalte gevonden (5 tot 7,4 

mg/kg op eibasis). Vermoedelijk 1o1as hieraan broedei toegevoegd. 

Indien deze monsters niet worden meegerekend 1o1ordt een gemiddeld 

gehalte van 1,4 mg/kg gevonden, met een standaardaf1o1ijking van 0, 72 

en een variatiecoëfficient van 51%. 
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Het 13-HBZ gehalte in de consumptie-eieren was vrij constant (gemiddeld 

1,2 mg/kg). De hierbij waargenomen spreiding ligt waarschijnlijk aan 

de spreiding in de methode, aangezien dit niveau op de benedengrens 

van de methode ligt. Dit wordt nog nader onderzocht. Het hoogst waar­

genomen 13-HBZ gehalte in consumptie-eieren was 2,4 mg/kg. 

In bevruchte, onbebroede eieren en in koelhuiseieren werd een gemid­

deld 13-HBZ gehalte gevonden van 1,8 mg/kg tendjl de hoogste waarde 

3 ,0 mg/kg was. 

In de vloeibare eiprodukten, waarin volgens de fabrikant geen broedei 

was verwerkt, werd in 21 monsters een 13-HBZ gehalte gevonden welke 

overeenkomt met dat van consumptie-eieren . In een drietal monsters 

~.;rerd echter een verhoogd 13-HBZ gehalte gevonden , vermoedelijk ~.;ras 

hierin broedei verwerkt. 

Het 13-HBZ gehalte in broedei varieert sterk. In drie monsters, welke 

door het Spelderholt als 100% helder werden gek\.;ralificeerd, werd een 

13-HBZ gehalte gevonden dat overeenkomt met dat van consumptie-eieren 

(1,5 tot 2,1 rog/kg). De gehalten in de overige 27 monsters ~.;raren 

duidelijk hoger (8 tot 338 mg/kg). 

Bij het naschout.;ren van de broedeieren werd gemiddeld 84% van de eieren 

als helder gekwalificeerd, 15% was twijfelachtig en 1% niet helder. Het 

gehalte aan 13-HBZ in de heldere eieren varieerde van 0 , 7 tot 143 mg/kg 

met een gemiddelde van 29 mg/kg. Het gehalte in de als twijfelachtig 

gekwalificeerde broedeieren varieerde van 10 tot 710 mg/kg met als 

gemiddelde 242 mg/kg. 

In figuur 1 wordt het 13-HBZ gehalte in broedeieren uitgezet tegen het 

daarin aangetroffen percentage twijfelachtige eieren. 

Hieruit blijkt dat het meer kritisch schouwen een verlaging van het 

13-HBZ gehalte kan opleveren . De mediaan van het 13-HBZ gehalte in 

broedeieren werd berekend op 54 mg/kg en die in de door het 

Spelderholt uitgeschouwde heldere eieren op 42 mg/kg. Er kan geconclu­

deerd t.;rorden dat, indien meer kritisch wordt geschouto7d , het gemiddelde 

13-HBZ gehalte sterk wordt verlaagd maar de mediaan in veel mindere 

mate. Het verlagen van het 13-HBZ gehalte in broedeieren lijkt eveneens 

mogelijk indien eerder wordt geschom.;rd. In figuur 2 wordt het 13-HBZ 

gehalte uitgezet tegen de broedtijd. Bij het schouwen na een broedtijd 

van 7 tot 11 dagen wordt gemiddeld een lager gehalte gevonden indien 

wordt vergeleken met het schouwen na een broedtijd van 15 tot 18 dagen . 
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In de vloeibare eiprodukten ~o1aarin , volgens opgave van de fabrikant, 

broedei was verwerkt werd een gemiddeld (3-HBZ gehalte gevonden van 29 

rog/kg. Het toegevoegde percentage broedei, op eibasis , varieerde van 5 

tot 100%. In alle monsters (n=15) werd een verhoogd (3-HBZ gehalte 

gevonden. Het (3-HBZ gehalte, uitgedrukt op eibasis, varieerde van 6 

tot 120 rog/kg . 

Van een viertal eiprodukten werden voor en na pasteuriseren monsters 

genomen . Het (3-HBZ gehalte vertoonde hierin geen significant verschil 

(zie tabel 12) . 

Gezien het kleine aantal experimenten zou voor een definitieve conclu­

sie omtrent de invloed van pasteuriseren op het (3-HBZ gehalte een meer 

uitgebreid onderzoek noodzakelijk zijn. Ditzelfde geldt voor het be­

reiden van eipoeder . 

Conclusie: 

Het maximale gehalte aan (3-HBZ in consumptie-eieren bedroeg 2,4 mg/kg 

en in koelhuiseieren 3,0 mg/kg. Rekening houdend met een veiligheids­

marge kan worden aangenomen dat bij een (3-HBZ gehalte van 5 mg/kg of 

hoger , op eibasis , broedeieren aanwezig zijn . 

In een drietal monsters broedei werden (3-HBZ gehalten gevonden ~.,elke 

overeenkomen met die van consumptieeieren . Een (3-HBZ gehalte kleiner 

dan 5 mg/kg geeft dus geen garantie voor de af~.;rezigheid van broedei . 

Vanwege de grote spreiding van het (3-HBZ ge hal te in uitgeschout-lde 

broedeieren is het onmogelijk om aan de hand van het (3-HBZ gehalte een 

indicatie te geven omtrent de hoeveelheid broedei welke is verwerkt. 

Door het stellen van een maximaal gehalte voor 13 - HBZ in eieren en 

eiprodukten van 5 mg/kg, op ei basis, ~wrd t de verwerking van broedei 

sterk beperkt. Indien de broederijen, gedwongen door deze maatregel, 

eerder gaan schouwen lijkt het mogelijk dat de verwerking van broed­

eieren in eiprodukten voor de humane consumptie ~.;reer kan toenemen . 

Door het controleren van de grondstoffen (hele eieren) bij de eipro­

duktfabrikanten kan het gebruik van broedeieren eventueel weer worden 

beperkt . 

Een meer uitgebreid onde rzoek naar de spreiding van het (3-HBZ gehalte 

in bebroede eieren welke gedurende een korte periode (6-10 dagen) zijn 

bebroed lijkt noodzakelijk . 
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Voor het controleren van het B-HBZ gehalte in eieren en eiprodukten 

zijn twee methoden beschikbaar. De enzymatische- en de gaschromato­

grafische methode zijn geschikt voor het bepalen van B-HBZ tot een 

benedengrens van 1 rog/kg • 

.. 
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Tabel 1 Het a-HBZ gehalte in consumptie-eieren (legbatterij) 

RIKILT- Spelderholt- a-HBZ gehalte 

nummer nummer (mg/kg) 

46719 2- 1 1,3 

46720 2- 2 0,9 

46721 2- 3 1,7 

46722 2- 4 1,3 

46723 2- 5 0,9 

46724 2- 6 1,2 

46725 2- 7 1,5 

'•6726 2- 8 1,6 

46729 2-11 1, 0 

46731 2-13 1,2 

46732 2-14 1,2 

46735 2-17 0,6 

46737 2-19 0,9 

46738 2-20 0,6 

46739 2-21 1,2 

46740 2-22 2, 3 

46741 2-23 1,2 

46742 2-24 1,3 

46743 2-25 0,8 

46748 2-30 1,0 

Gemiddeld 1,18 mg/kg 

Standaardafwijking 0,40 

Variatieco~fficient 33% 
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Tabel 2 Het B-HBZ gehalte in consumptie-eieren (scharrel) 

RI KILT-

nummer 

46727 

46728 

46730 

46733 

46734 

46736 

46744 

46745 

46746 

46747 

8385.6 

Spelderholt-

nummer 

2- 9 

2-10 

2-12 

2-15 

2-16 

2-18 

2-26 

2-27 

2-28 

2-29 

Gemiddeld 

Standaardafwijking 

Variatiecoëfficient 

B-IIBZ gehalte 

(rug/kg) 

1,0 

0,9 

1,5 

1,1 

0,5 

1,7 

1,4 

1,1 

1, 1 

1,8 

1, 21 rug/kg 

0,39 

32% 



Tabel 3 Het P-HBZ gehalte in bevruchte onbebroede eieren 

RI KILT-

nummer 

49463 

49464 

49465 

49466 

49467 

Spelderholt-

nummer 

2-31 

2-32 

2-33 

2-34 

2-35 

Gemiddeld 

Standaardafwijking 

Variatiecoëfficient 

13-HBZ gehalte 

(rug/kg) 

1,7 

2,6 

3,0 

1,2 

1,2 

1,94 mg/kg 

0,82 

42% 

Tabel 4 Het 13-HBZ gehalte in koelhuiseieren 

RI KILT- Spelderholt- 13-HBZ gehalte 

nummer nummer (mg/kg) 

46760 3-22 0,9 

49459 3-4'• 0,8 

49460 3-45 2,0 

49461 3-46 2,4 

49462 3-47 1, 8 

Gemiddeld 1,58 mg/kg 

Standaardafwijking 0,70 

Variatiecoëfficient 44% 
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Tabel 5: De percentages helder, twijfelachtig en niet he l dere eier en in broed­
eieren, zoals beoordeeld door het Spelderholt en het a- HBZ gehalte in 
broedeieren 
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· Tabel 6: Het 13-HBZ teha] te ' in he ld e re broede i e ren 
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Tabe l 7: Het f3-HBZ g<>halte i n twi jfe l ac h tige broedej e re n 
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Tabel 9: 13-HBZ gehalten in vloeibare eiprodukten "zonder" toevoeging 

van broedei 

RI KILT- Spelderholt- Toevoeging 13-HBZ gehalte 13-HBZ gehalte 

nummer nummer op produktbasis op ei basis 

(mg/kg) (mg/kg) 

44545 3- 1 0,6 0,6 

445LI6 3- 2 0,4 0,4 

44550 3- 6 0,8 0,8 

44551 3- 7 1, 0 1,0 

44552 3- 8 50% suiker 0,6 1,2 

44553 3- 9 50% suiker 1,0 2,0 

46749 3-11 1,8 1, 8 

46750 3-12 1,7 1,7 

46751 3-13 1,5 1,5 

46752 3-14 1,2 1,2 

46753 3-15 1% suiker + 1,1 1,1 

0,1% zout 

46754 3-16 1,2 1,2 

46755 3-17 0,7 0,7 

46756 3-18 1,6 1,6 

46757 3-19 8% zout 1,1 1,2 

46758 3-20 1,2 1,3 

46759 3-21 50% suiker 1,2 2,4 

46769 3-31 45% suiker * 3,0/2,4 5,4 

49ll49 3-34 50% suiker ** 2,5 5,0 

49450 3-35 50% suiker ** 3,7 7,4 

49451 3-36 2,9 2,9 

49452 3-37 1,9 1,9 

49456 3-41 3,6/2,5 3,0 

49457 3-42 0,7/0,5 0,6 

Gemiddeld 2,0 

Standaardafwijking . 1,7 

Variatieco~fficient 85% 

* toevoeging 5% koelhuiseieren (broedei?) 

** gezien het verhoogde 13-HBZ gehalte wordt vermoed dat hierin broedei 

is verwerkt 

8385.8 



Tabel 10: 6- HBZ gehalten in eipoeders zonder toevoeging van broedei 

RIKILT- Spelderholt- 6-HBZ gehalte (3-HBZ gehalte 

nummer nummer op produktbasis op ei basis 

(mg/kg) (mg/kg) 

46770 3-32 6,5 1,6 

46771 3-33 2,8 0,7 

49458 3-43 2,2/2,0 0,5 

Gemiddeld 0,9 

Standaardafwijking 0,59 

Variatieco~fficient 65% 

8385 . 9 



Tabel 11: 13-HBZ gehalten in vloeibare eiprodukten met toevoeging van 

broedei 

RIKILT- Spelderlnlt- Toevoeging %broedei 13-HBZ gehalte 13-HBZ gehalte 13-HBZ gehalte 

numJer ni.J\Dl& op eibasis op produktbasis op eibasis in !'et gebruikte 

(rog/kg) (rog/kg) broedei (ng/kg) 

4l.S47 3- 3 10 8, 4 8, 4 84 

44548 3- 4 20 11 ,6 11 ,6 58 

44549 3- s lfJ 21 , 9 21,9 ss 
44SS4 3-10 50% suiker 30 10,8 21,6 72 

46761 3-23 100 15, 7 15,7 16 

46762 3-24 100 14,9 14,9 15 

46763 3-25 100 28,2 28 ,2 28 

46764 3-26 100 00,4 00 ,4 00 

4676S 3-27 3% zout s S,8 6,0 120 

{16766 3-28 3% zout s 8,6 8,9 178 

46767 3-29 3S% suiker s S,1 7, 8 156 

46768 3-30 45% suiker 25 19, 4 29, 8 119 

494S3 3-38 100 120, 2 120,3 120,3 

494S4 3-39 .50% suiker 25 14, 4 28,8 11S 

494SS 3-40 50% suiker 25 17, 4 34,8 139 

Ganiddeld 25 ,S 29, 3 ~,3 

Starxlaardafwijking 31 ,9 31 ,2 .50 ,3 

Variatiecoëfficient 12S% 106% 56% 

8385.10 
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Tabel 12: Vergelijking P-HBZ gehalte in vloeibare eiprodukten v66r en 

na pasteuriseren en na het bereiden van poeder 

RI KILT- Spelderholt- P-HBZ gehalte (mg/kg) 

nummer nummer V66r pasteuriseren Na -pasteuriseren Poeder 

49449 3-34 8,0 

49450 3-35 5,7 

49451 3-36 0,3 

49452 3- 37 1,9 

49454 3-39 14,4 

49455 3-40 17,4 

49456 3- 41 3,0 

49457 3- 42 0,6 

49458 3-43 2,1 

Gemiddeld 6,4 6,4 

St andaardafwijking 6,2 7,6 

Variatieco~fficient 97% 119% 

8385 .11 
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Het bepalen van het gehalte S-hydroxy boterzuur (S-HBZ) 

in eieren. en eiprodukten . 

Doel: 

Verwerking van uitgeschouwde broedeieren in eiprodukten I ijkt achteraf goed aantoon­

baar op grond van de aanwezigheid van S-HBZ . 

De problemen met de analyse zijn nagenoeg opgelost. Daarom lijkt het nu zinvol na te 

gaan in welke mate het S-HBZ gehalte in 7 en 18 daagse uitgeschouwde heldere eieren 

spreidt, welke gehaltes voorkomen in verse eieren· en welke in eiprodukten . 

Inleiding: 

Jaarlijks worden in Nederland circa 70 miljoen helder uitgeschouwde broedeieren ver­

werkt tot eiprodukt voor humane konsumptie. 

Meestal worden de eieren, bij het overleggen van de broedmachine naar de uitkomstkast, 

na 18 dagen geschouwd, waarbij de heldere eieren worden geselekteerden als ''geel eti­

ket eieren" worden verwerkt in de eiproduktenindustri.e. De niet heldere eieren worden 

gekenmerkt als "rood etiket eieren" welke niet geschikt worden geacht voor menselijke 

konsumptie . De "geel etiket eieren" zullen vooral bestaan uit onbevruchte eieren en 

uit eieren met een niet herkenbare afgestorven vrucht . 
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Tot dusverre is het aantonen van schouweieren in eiprodukt toegespitst op de aan­

wezigheid van S-HBZ. 

Het S-HBZ gehalte in onbevruchte, bebroede eieren wijkt echter, volgens de litera­

tuur niet of nauwelijks af van dat van verse eieren. Het percentage onbevruchte 

eieren in de "geel etiket eieren" is echter niet bekend. 

Eieren met een afgestorven vrucht kunnen, afhankelijk van het tijdstip van afster­

ven, aanzien] ijke gehalten aan S-HBZ bevatten. Hieruit bi ijkt dat het gehalte aan .. 

S-HBZ in ''geel etiket eieren'' sterk zal varleren en dat het noodzakelijk is om in­

zicht te verkrijgen in die spreiding. 

Ve~~acht wordt dat het gemiddelde gehalte aan S-HBZ in eieren met een zichtbaar af­

gestorven kiem veel hoger 1 igt dan bij de onbevrucht bebroede eieren of eieren met 

een niet zichtbaar afgestorven kiem. 

Om langs chemische weg een onderscheid te maken tussen deze eieren is het noodzake­

l ijk om de spreiding van het 8-HBZ gehalte daarin te bepalen. 

Tevens is hetnoodzakelijk om goed inzicht te verkrijgen in de spreiding en het nivo 

van de S-HBZ gehaltes in verse eieren. Daardoor wordt het moge! ijk een zo laag moge­

I ijke grenswaarde vooronbebroede eieren aan te geven, zodat · bjjmenging van geringe 

hoeveelheden broedei aantoonbaar is. 

Er zijn in de 1 iteratuur gegevens bekend over het gehalte S-HBZ in verse eieren. 

Het i s zinvol om daarnaast nog een aantal aanvul lende gegevens te verkrijgen van 

e ieren van diverse herkomst (legbatterij, grondhuisvesting, scharrel). 

Ten slotte zul Jen eiprodukten worden onderzocht op het voorkomen van S-HBZ. 

Moge lijk veroorzaken bepaalde toevoegingen (b.v. saccharose) problemen bij de be- · 

palingen van S-HBZ . Tevens kan worden getoetst of S-HBZ gevonden wordt in eiprodukten 

waarin broedeieren zijn verwerkt. 

De moge 1 ijkhei d om het S-HBZ gehalte in eiprodukten te gebruiken als indikatie voor 

de verwerking van broedei is a fhanke 1 ijk van: 

1. Het nivo en de spreiding van het S-HBZ geha 1 te in verse eieren, 6 daagse heldere-

en 18 daagse heldere bebroede eieren. 

2. De invloed van processing op het gehalte S-HBZ. 

3. De standaard afwijking of variatie van de bepal ingsmethode 

Methoden: 

1. Een enzymatische methode voor het bepalen van het S-HBZ gehalte in eieren, vloei­

baar eiprodukt en eiprodukt is ontwikkeld . 

De methode heeft een detektiegrens van 1 ppm (produktbasis). 

2 . Een gaschromatografische methode voor het bepalen van het S-HBZ gehalte in eieren 

is in de e indfase van ontwikkeling en moet nog getest worden omtrent recove ry, 

1 inear iteit en reproducee rbaarheid. 

De ve rmoede lijke detektiegrens van deze methode 1 igt ver beneden het 1 ppm nivo . 
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3. Een elektroforetische methode van het kwalitatief aantonen van bebroede eieren, 

aan de hand van het eiwit patroon, is aanwezig. 

Binnen he t beschreven monste ronderzoek wordt deze methode getoetst omtrent bruik­

baarheid met betrekking tot het aantonen van onbevruchte, bebroede eieren als 

zodanig en in eiprodukten. 

Monsters: 

1. Voor het bepalen van de sp reiding van het 13-HBZ gehalte worden ca. 30 monsters van 

60 heldere bebroede eieren getrokken van een aantal verschi !lende merken leg- en 

slachtkippen en van een aantal verschi !lende broederijen. 

De 60 eieren per monster worden op het IPS nageschouwd en verdeeld in heldere eieren 

(categorie 1), eieren die niet volkomen helder zijn (categorie 2) en niet heldere 

eieren (categorie 3). 
Vervolgens wordt per groep een monster samengesteld waarin al Ie aanwezige catgo­

rieën naar evenredigheid voorkomen. Daarnaast wordt er een monster samengesteld van 

categorie 1 eieren, een monster van categorie 2 eieren en zo mogelijk een monster 

van categorie 3 eieren. 

2. Voor het vaststel Jen van he t maximale gehalte 13-HBZ in onbebroede worden ca. 30 

n~nste rs bes taande uit 30 e ieren onderzocht. Deze monsters zijn afkomstig uit ver­

schi !lende bedrijven met legbatte rijen (ca. 20), legbedrijven met grondhuisvesting 

(ca. 5) en legbedrijven met scharrelhuisvesting (ca. 5). 

Vastgelegd worden: naam en plaats van het legbedrijf, datum monstername, merk en 

leeftijd van het koppen. 

De monste rs beschreven onder de punten 1 en 2 worden door het IPS genomen, van de 

schaal ontdaan en gehomogeniseerd. 

3 . Ten behoeve van het onderzoek naar het 13-HBZ gehalte in diverse heeleiprodukten, 

\<Jelke in de handel verkrijgbaar zijn, worden ca. 30 mon s ters onderzocht. 

De benodigde monstergrootte bed.raagt ca. 500 g. en wordt gekenmerkt als zijnde ei­

produkt, onder vermelding van soort produkt, merknaam, fabrikant, samensteil ing, 

voorbehandeling, bereidings datum en datum monstername. 

De monsters beschreven onder punt 3 worden ook door het IPS genomen. 

Onde rzc:ek : 

De monsters verkregen van het IPS worclen bewaard bij -20° C en 1 dag voor het onderzoek 

langzaam (bij 20° C) ontdooid. 90% van de monsters worden in enkelvoud en 10% in duplo 

onderzocht op he t e-HBZ gehalte met behulp van de enzymatische methode . 

• 

.. /4 



.• 

-4-

Een, nog nader vast te stellen, gedeelte van de monsters, met nadruk op de verse­

en heldere bebroede eieren, zullen eveneens onderzocht worden met behulp van de 

gaschromatografische methode om het nivo verschi I tussen de beide methoden te be­

palen en om een indruk te verkrijgen omtrent het 8-HBZ gehalte in verse eieren, 

welke vermoedelijk. beneden de 1 ppm ligt. 

Circa 10% van de monsters, en in het geval van de heldere bebroede eieren met een 

laag S-HBZ gehalte alle monsters, worden onderzocht met behulp van elektroforese. 

Het elektroforetisch onderzoek in heldere 18 dagen bebroede eieren met een laag 

f3 -HBZ gehalte (vermoede! ijk onbevruchte eieren), is belangrijk om de moge I ijkheid 

van het detekteren van onbevruchte, bebroede eieren te beoordelen. 

Planning monstername: 

\1eek 38 en 39 

\1eek 40 en 41 

week 41 t/m 44 

Onderzoek: 

week 39 en 40 

week 41 en 42 

\1eek 43 en 44 

week 45 t/m 47 

Versla9: 

December 1983 

- monstername en voorbewerking uitgeschoU\1de broedeieren en 

enkele eiprodukten 

- monstername verse eieren en voorbewerking 

- monstername eiprodukten 

- uitgeschouwde eieren 

- methoden toetsen met eiprodukten 

- verse eieren 

- eiprodukten 

Beekbergen, 4 oktober 1983 
gh 
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INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. VV 9 ' f J ' 

1e oplage (1983-08-18) ' 
r .· ... ;\ . . · 

Eiprodukten: bepaling van het a-hydroxyboterzuurgèhalte 
. . ~ :. 

------------------------------------------------------------------·-----
1. Toepassingsgebied . t l. 

' ' ' .·'I , • , .l 1 ' · 

De methode is toepasbaar óp eieren;· vloèibaé.lr eip:rvJukt è11 e ipoeder 

met een onder he d'etectiegrens · va~ 1 m~/kg. ·· · · 
' ,:·~ ·. •' ·. ) .· { ·' '·· ' \ 

2. Beginsel • ~ :; ., • • • • j J •. !· . 

De eiwi t ten van het monster ei (produkt) worden me t behulp van per·­

chloorzuur neergeslagen. Het a-hydl:oxybö't:eriuur · (l.l-HBZ) . :li1 l·wt' :'l l lper­

natant 'Wbrdt inet' behulp v~h het . enzy.h ~-h)rdroxyboterzüurdeit)'d~:o'ge~lase, 

NAD+ . en hydrazinehydraat .geoxideerd tot' llc~toaëetaat. · · 

Hydrazinehydraat laat de reactie naar rechts ve~lopen: -

+ enzym 
a-HBZ + NAD ~ J 

, '• .. . : ': I ~ : ' . 

acetoacetaat + NADH + H+. 

De hoeveelheid a-HBZ wordt berekend aan ~~ hand van d~ ge~et~. J · ' · 

hoeveelheid NADH b'ij 340 nm·~· Dè·; ml~t'hod·e ~W~l rdt getoetst: · m~t ·· beh ·.tl'p: van 

een standaardoplossing a-HBZ. 
:: _ .. _r! ' · ~ •. 

3. Reagentia 

Alle reagentia moeten van analysekwali i el t zi jn. Gèb~uik ~ubbe~ = 

gedestilleerd wa ter. . . ' 

3.1 Perchloorzuur 30% ~ I : ' r'. I , ~. •. . 

Voeg geconcentreerd per chloorzuur (60%) aán een gel:fjke hoëveelheid 

water toe. 
. : ~ ' . 

3.2 Kaliiiilihyuroxide~o}Jlossfng '.30% !(m/v) ~ · 
.... ,. 

. ï . ... • J • ~ : .. : .. 

3.3 Kallwnhydi·oxid e--bplos sing 3'; '(m/v) • · '· ; ., • I "' ~ • o ., 

_; ., ·. 

3.4 Zoutzuur, 1M 

Verdun één deel geconcentreerd zoutzuur dzo = l ,·16, 1ne'C negen del en 

water. 

VV10 . 1 - 2 - ' ;. i . . 
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3.5 Zoutzuur, 0,2M ;) ,, ,. f . . . .. . ' ., -· ~ 
Verdun één deel zoutzuur (3.4) met vier delen water. 

l 

3.6 Tris(hydroxymet~~~~ ,.~~~~B~~~~~ge~ :·Q~ ~,~ ... ·, 
Weeg 24,23 g af en los op in 1 liter water. 

3.7 Tris HCl buffer, 0,05M 

:. ' J : ~ • ., I, 

I ' 

.. -
Meng 50·dPb~é!~ ( hyqlig~~~tqY~L~cr~lP~~amiry~ .~et~ \6,5 ml o, 2~1 ~Cl 
(3.5), breng over in een maatko~~>:"~~ 20P..JY1! vu~ ,. a~~ _ me~ ~~q:e.r en 

meng. Breng de pH op 8.4 met KOH oplossingen (3.2 en 3.3). 

Bewaar bij 4°C, maximaal 1 maand houdbaar. 

3.8 HydH&~n-~J;lJ'd.~~a~o_p~o~si~~, .q ._,~~·f·~x .: '1 .._ : z,:;.. . l s. 

: : I, 

.. ! ·,.-.. 

Meng 5~ ffi-h,!t-Y95'{l.zJ~~_!ly~r~a~ ~et._ ~?c : ID! 1~- H~L P·4?, bre~g . o_vèr in j7nJ. ~ .,· 

maatkolf van 50 ml, V',ll aan m~~ ~at.~ ~O". gt1E)H_l.g··) ~reng.: de pH_pp 8.4 ~et ; l' , 

KOR oplossingen (3.2 'Q ~!3). • : : . <) ., .· .. ,, . I . . . . . ~ - . i -;; ,:, t :.v 
Bewaar bij 4°C, maximaal 1 maand houdbaar. 

·!- . 
H ·I· ;· :;_: '. ·t .: .·- · · 

3.9 NAD+ opl~ying~ },ûmM, ;, ., :; r{ ~~ rr ;>,: . •s;h:. •L . 2J 

Los 0 ,,33V.r:ii·N.ADi o~ï .iD.:> water, . . ~._r.en$1:.~\'e!. - ip 1 een, maatkoJ./ v~n 50 m)._, 

vul aan met water en meng. 

Bewaar bij 4°C, maximaal 1 maand houdbaar. 

3.10 D-f3-hyft.rqxyboterzuurdehY,~.!~i:~Ja~.1~-> .. ~'" '- .. 

Sigma H-4005, Type III. 

3.11 Natriumzout van f3-hydroxyboterzuur 

Sigma ~r.fi.: ·n_~,., :H6.501 . . (~.8~::zuiv;er.);,~~ l ' 

3.11.1 Standaardoplossing van a-hydroxyboterzuur 

·, J '~ . . 

• I 

) 

,. , 

Weeg af tot op 1 mg nauwkeurig 0 ,Q~_~,. g :(3 •'P) .,~e.lke ;~v.eree9~~1At m~t · . 

0,5 g f3 - hydroxyboterzuur (f3-HBZ). 

Los op in water en breng over in e~n -_ maatk~_lf . . van . 1~0 -19~ 1 y!l~ a~n, met 

water en meng. Concentratie a- HBZ is 5 g/1. 

) :.· : ~ : ,; : r 

VV10.2 - 3 -
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4. Toestellen, glaswerk en hulpmidd ~::lLn 

4 .1 Analytische bal'a'Irs· ,· -tot . op 1 'mg. nau~"k~urig .•. · . · : · ;·, .. . . ' 

.. t. \,' .... 
4. 2 Bove1weger·, tot op 0,01 g uaut1ke1Jrig ~ ·, ' ' • ~ • I 

• 0 

' ' ,)' - 'I:· r: ; '• l j ... 

4. 3 Spectrafotometer, geschikt voor het meten biJ ~:en 30lfV~ng t~ . .v<:ill 

340 nm, met bijbehorende plasticc uvettcn van 1 cm weglengte en een 

cuvetverwarmingssysteem g~schikt voor he ·~ meten bij J0°C • . ·· . : · ·".' 

... .; 

4.4 Centrifuge, 10_.,.000 •.toe'ren/mJ.u .,. '·'· ·,.; ._,...... ·.· I~ ' 
/ 

-~ 

4.5 Centrifugebuizen, Dupoo t 9 Sorvall Type 03143. 

•:;, ,,_c' 

j _ ., .... i ~ ·. 

4. 7 Vouwfilters, Schleicher ·én ' SchCJ. 596·;·· J./.!2N~ 150 tl1.i:' ar t .r.ti. , 3-L1M5. 

. 1,-. ~ • 'C ~ ::, ,, I' : ' .f "• ; . ._._. / l J ~ • 

4.8 Konisclîc koLf van 250 mU .' . ., ··-:···· . . . • \ ,-. . ~-) . , :' . : , 

4.9 Bekerglazen van 50 en 150 ml. 

!"" ' l t . • ) : : .- 0: • 

4.10 ·- trt'chters 0 -10 cJ.d • . ·~ . : •; '• I :' :-. ·.,; __ : ... • .... 't :' "') . 

• ~ • l ~ : : 
.- ·, 

I ' .~ ; • ,' ' o i' . .... t' .. 

4.11 VolpipP.tteh ·val'l • l v •,cn ·:7.5 ·:m}:. . ·,· ·• ,, . · · c· • 

.. ' I .. ' 

4.12 Verdeclpipe,;Cen vän 5 ert : 10 mlc . ~- ·. . ' . ~ . ' . ,_ • "i 

1'··· , . r • , -~ . j _; :" ,1 

4.13 Hièroplp\~tten van 10, 200 en -. 500 : l-11 ; .· ·. ~'\ 
.: .) I; i:' : 0 • • . : ! : . : :J J J 

4.14 Haatkolven van 50, 100 en 200 ml • 

J • . ·-,. .· .. 

' .. 
\:: " 

4 .15 ULTRA-TUR...'{.AJ( T .18/10 r met -hülvstuk .. 18N ,•_en .- toè r.em;-égelaar , 'fRSO. _. · ,· · · 

l t ~· , . 

4.16 Plastic roerstaafje$~ 
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5. \~erkwijze 

5.1 Eipoeder 

Weeg 10 g gehomogeniseerd mon,ster,:!·t®. op O~OLg: nauwkle!J.r:ig, af i.nd !en 

centrifugebuis (4.5), voeg 30 ml water toe en homogeniseer met behulp 

van een ULTRA-TURRAX (4.15). Voeg 25..~ mb;perdll~orzuur · (3 .• 1) toe,.:'.mfl:ng. 

met behulp van een ULTRA-TURRAX en handel verder zoals beschreven bij 

5.2 Vloeibare eimOJ18ters tr. :':J·· :·· :ts ~' ·t··~v :., ~~;- , ~ -~~~ ; · " !) . ,, 

Weeg 40 g gehomogeniseerd monster, tot op 0,01 g nauwkeurig, af in een 

centrifugebuis (4.5) , voeg 25 ml perchloou~uu'r.-.(l:·.J.:J) .toe.{.tnE!ng .. . Jn~t :., 

behulp van een ULTRA-TURRAX en handel verder zoals beschreven bij 5.4. 

5.3 Standaard ~-HBZ 

J .. -3"/ .~·)8 
• c JflOq:J · . -~ .: r.:. . - . 

Neem bij eL\0€' <S-e ria t-~nqns't~'!Os .. ~-Jl ;"/Y:al\d.a:a:r-.cl:. vare 13'1.HB.Z .m~~., .Verdt!lD hie~ 

voor de standaardoplossing (3 . 11.1) door 1,0 ml te pipetteren in een 

maatkol".fid.Jáh ,J:!HLiml 001 dez.e me;e .. . 'wa't!è.'C ;~an ·X~ -.~Hen~ . . -:> • • - · 

Breng 40 ml van deze verdunde standaardoplossing (50 mg/1) over in een 

centrifugebuis, voeg 25 ml perchloorzuur (3 .1 ) . .Ltoe.,: .:Jlleng ~I) haf!QEi!l 

verder zoals beschreven bij 5.4. 

5.4 Centrifugeer gedurende 15 minuten bij 10.000 toeren/min en 

.. 

. ) 

filtreer de bovenstaande vloeistof door een vouwfilter- (_4-.~). Breqg -:t~Û 0 1 .~ 

ml filtraat over in een bekerglas van 150 ml en breng met behulp van 

KOR-oplossingen· (3.2 en 3.3) de pH op 8.4 m:e:t e~en ..., pfbime)ter g~:i:jk~ obij 

40-45°C (4.6). Breng, met behulp van water, kwantitatief over in een 

maatkolf van 100 ml, koel af tot kamertttmperatl.)ut;'., · 'll,ll -~ao2~Q meog. '=· 

Plaats de kolfjes gedurende 15 min in een met ijs (3.12) en water-

mengsel gevuld vat ( 4 .17). Breng dë • 1i~houd ~ o\t.élt. ~n J een centlJi~~\}~ebu~~ 

(4.5) en centrifugeer gedurende 10 minuten bij 10.000 toeren/min . 

, , , ); . \ . [ ·:~ :· J ..•. : 

5.5 Pipetteer 2,0 ml monsteroplossing in een cuvet en voeg toe 0,5 ml 

Tris HCl . Böffer (3~Z~; i·O~I ( ml .. hydrazinehxd~sauoplos~'Dg ! (~Aq)~ _ 0,4 @l 

NAD+ oplossing (3.9) en 10 ~1 enzymsuspensie (3.10). Meng met behulp 

van een plastic roerstaafje (4.16) en meet de ab~grpt~.~ Vitl} . heS ;, ·;f 

monster met enzym, t . o.v . het monster zonder toevoeging van het enzym, 

met behulp van een spectrofotometer (4.3) bij. ~l!O~~m.·~n 1 -bij een i: ~~!Pr \ : . 

peratuur vau 30°C. 

VV10.4 - 5 -: .. , 
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Meet ièlé ab:s'ór-pl ie mè't 't6ss-enp~ze'fi· v~:n~ 101 irii.hifr~ir( '-t:Ot · i·eé{·r' coti1b:nt~ - ~· :: 

absorptiewaarde is verkrege-n. 'ne dbso(tpd.e; wo~tdt'· · ch<n';{t~\il: ,.bÈ{s'c'lló tiwd ' ~. 

extinctie eenheid/min verandert. 

) ' :.. 

indien deze niet meer dan 0,0010 

Veelal is de absorptie na ca. 60 
I •' : t ~ i l • ' I" I '"I 

mi'1uten:' l!'~ t!t'stali.t' . Con-trol-e~!' --ttlasen --- -
I -.... : ; 

tijds op gasvorming in de cuvet en verwijder deze zonodig door roeren 

met behulp van een plastic roerstanfje. 
: (, : j . : . '~ , ,: ;f) . ~·: .. . ) ·l"' J ·.i • 

6. Berekening 
( ~ ~ ,; ) o:•, , t ' . : ;• ') . 1.-; : ! 'J. . t 

~ ,. ' 

A x v1 x M x v2 ?. v3 
----- · . = mg/kg 

· .. · .:J, Ï l, . 

E x v4 x G x Vs 

waarin: · · · ' ~ . =~·.: : ~~J. ~~: . : ~: (. . • ..\ ... • •. ;:. tl , "{ •.• 

A= de : gemetén ' abaor~de,~· bl~{ :s ·s· c ;: .: , .; ;-.--:-: d 

v1 = totaalvolume vloeistof in de cuvet (3,4 ml) 

= molecuulgewicht a-HBZ (104.1) 

= volumemonste r + water + perchloorzuur (65 ml) 

, . : .; .>-:: :C 

.. ~ ! · ·: •. \ .·: :~ ... I. . 

, ... ·r·c: " ., 

= volume -~aitkoif (lOÖ mlY · .,_::) ' ,, ., . ::' >,: !· .. ' ··. · :. ·: .: ~~'-=. 

: molair·e ' 'ei!:fm:~decoeffiè{ght' van -N.AVÏI '(6);3' r.nih:tol~} . .• :~in- 1 ) • • I • 

V4 .. rui· mori~t~nre:l{ t ·r-act :1~ · d·e :: cti~}e:t: ;g"èb-l~C:ht 't2' mi.) ' · · 1 'J-~' .. J 

G m ingewogen monster in grammen (eipoeder 10 g en vloeibaar ·ei · . 
40 g) 

v5 = aantal ml geneutraliseerd monster (25 ml) 
;j 

6.2 Bereken de recovery , van de in (5 ;3) ·in ·b'ewei king geliorueó: stan­

daardoplossing, uitgedrukt in % met behulp van de formule: 

A x vl x H x v2 x v3 x 100% ::::1 i. 
E x v4 x v5 x c .. r . 

waarin: J crn·, -~ .-. G;. . .. 
C = de concentratie vàn' D- a- hydroxyboterzuur in de verdunde standaard­

oplossing bereid in 5.3, en uitgedrukt in mg/1 (zie 6.2.1). 

VV10.5 - 6 - : . , I 
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verdunde . ~tan.9?M·"d P.P.l.os.sing .. llle.~ beh_uJ.r. . .V{lP g.e f~..r~u~~; 
{; , t , 'I I .t • ·'·' • 1 o , / ·,, t•, ;J ) ·,. , l, .. ,. • ' '·' • . f 

.. ] ' .... ')(i ! \ :~- : : . ·, \ ,, ~ - 4'-:1 t :~,·) :· .. 4 ' ) ~ !. · - ·~ . . _· .. ' /'h .J, \ {jj-", 

: ... ~ .. }\ ~, -~z 'i~._~;~~) ."'~ c .. < .~t?J l) , J · !Lt:u c,· 
M2 x V x 2 x _f x 100 

: -~ ' ~--t, ·:t ·: )·.) 1~ ). : , . :-.: ·:.•· t :· .. '. 'J )" (1 

waarin: 

G = afgewogen natriumzout van a-HBZ (mg ) 

M1 = molecuulgewicht 6- HBZ (104.1) 

1 ~ • 

!~---

f '. 

M2 = molecuulgewicht van het natriumzout van a-HBZ (126.1) 

J _: :" -, , •. 

= VOll.lJll,_e;,;.~\~~fd~.ard~pl~ .. ~sip~ ' , }_?jiJ.,.~ ,(beschfeveen i.n 3 ·JO .1 (lO,P ml) V 

z = zuiverheid va n de sta ndaard, zoals opgegeven doo:r f·~n·~er~~a~·f/er .. 

(98%) 

f = verdunningsfactoi (100) ~ ; x <: ') 1.' 

( ... . . . ' . . , .'-: 
Het enzym 6- HBZ dehydrogenase reageert alleen met het D-isomeer van , 

6 - HBZ. De standaardoplossing bevat, in _geli.~~e: ,.ver~p~din~, de .~:: e.n . L 

isome ren van 6-HBZ. . ·· .. . :.." 
! .. 

( ... · .,. . . ··-b :: .. ; :~ ,.- :. J r.. ~ -~- .... ~ J~ •. : 

7. Herhaalbaarheid ', ~} , •:ct·\ · .. :'r,_l :1: >"")'')\'i .... :.r::' -:: : ·j ,_ I 
,. 

Het verschil tussen twee bepalingen, gelijktijdig ·)>f kortt.·!V' elka&r 
... .7 

uitgevoerd d~or de.zhlfq.e _,anal.i!>:t ;Ç~,~; ge_bru~~f:ip.gJ:.X~P, ?t~!:tV4e ~ 

reagentia, toestellen, g~aswe~~ :~~ ... h.•~~pmifl.?.~~~~~-; <lfrnt:1 ni ~f. .. ~F_o t,er . t~ 

zijn dan 10,%_. 
~ . ... . .-
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