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Afdeling Contaminanten. 

VERSLAG 83 . 28 

Datum: 1983-03-21 

Pr.nr . 404.0440 

505 . 0420 

Projekten: Inventariserend onderzoek naar het voorkomen van mierobiele 

toxinen. 

Ontwikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van 

mierobiele toxinen. 

Onderwerp: Het zearalenongehalte in graanprodukten en veevoeders. 

Bijlage: Intern voorschrift F 71. 

Doel: 

Het ontwikkelen van methoden om zearalenon te bepalen en te bevestigen 

in graanprodukten en veevoeders en met behulp van deze methoden nagaan 

in hoeverre graanprodukten en veevoeders besmet zijn met zearalenon . 

Aan de hand van de resultaten en gegevens uit de literatuur nagaan wat 

de consequenties kunnen zijn voor mens en dier. 

Samenvatting: 

Zearalenon werd aangetoond in graanprodukten in de meeste delen van de 

wereld. Dit mycotoxine veroorzaakt estrogene effekten, vooral bij var­

kens . Er is geen tolerantiegrens voor zearalenon vastgesteld, maar 

Marasas e.a . (10) menen dat in voedsel 500 ~g/kg een biologisch signi· 

ficante grens is , vooral in voedsel wat bestemd is voor fokdieren 

(fokvarkens). 

In de literatuur zijn een aantal experimenten beschreven waarin geke­

ken is naar de overdracht van zearalenon naar de melk, de resultaten 

waren niet eenduidig, maar er bleek wel overdracht plaats te vinden. 

Een methode om zearalenon uit graanprodukten te extraheren bevat een 

extraktie met chloroform en fosforzuur, een zuivering met behulp van 

zuurbase extraktie en een scheiding door middel van HPLC met fluorescen­

tiedetektie . Gebruik makend van deze methode kan zearalenon bepaald 

worden in graanprodukten (detektiegrens 5 ~g/kg ) en in veevoeders (de­

tektiegrens 10 ~g/kg). 
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De recove~y bedraagt gemiddeld 71% op niveaus van 25-150 ppb. 

Bevestiging kan plaatsvinden met behulp van dunnelaag ch~omatog~afie 

(absolute detektieg~ens ca. 50 ng) en met behulp van GC/MS (absolute 

detektieg~ens ca. 0,25 ng). Om een inzicht te ve~k~ijgen in hoeverre 

graanprodukten uit ve~schillende landen en veevoeders uit Nederland 

besmet zijn met zearalenon werden dive~se graan- en veevoedermonsters 

onderzocht . 

Conclusie: 

De beschreven methoden zijn goed bruikbaar voor de bepaling en kwali ­

tatieve bevestiging van zearalenon in graanprodukten en veevoeders . 

In de produkten maisvoermeel, maisglutenmeel, maisglutenvoer, rijstaf­

val, tarwe, mais en mengvoeder werd zearalenon (> 5 )..lg/kg) aangetoond. 

De gevonden gehalten liggen echter ve~ beneden de door Marasas e.a. 

(10) genoemde grens van 500 )..lg zearalenon per kg voedsel. 

Aanwezigheid van hogere zearalenongehalten in graanprodukten en vee­

voeders is echter niet uitgesloten (1), daarom worden een aantal ak­

tiepunten voorgesteld. Eén van die punten is dat een uitgebreider on­

de~zoek naar dosis-effekt relaties zeer wenselijk zou zijn, evenals 

een uitgebreider onderzoek naar de ove~dracht van zearalenon uit het 

voedsel naar melk en weefsels . 

Consequenties van zearalenon consumptie voor de mens zijn ook nog niet 

bekend . 

Verantwoordelijk: 1r L.G.M . Th . Tuinstra Jt 
Samensteller: N. Duijnhouwer 

Projektleide« w. Haasnoot ~ 
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Inleidine 

Diverse schimmelsoorten zijn in staat mycotoxinen te produceren, één 

daarvan is Fusarium. Een mycotoxine wat voornamelijk door Fusarium 

roseuro (Gibberella zeae) maar ook door bijvoorbeeld F. cultnorurn en F. 

moniliforme geproduceerd ~~ordt is zearalenon . 

De schimmel Fusarium roseum wordt gevonden op granen en is zowel een 

"veld"schimmel als een "bet~aar"schimmel. Zearalenon \'lerd aangetoond in 

graanprodukten in de meeste delen van de wereld, gehalten varieerden 

van 0 tot 600 mg/kg. In veevoeders t~erden gehalten gevonden tussen 

0,06 en 2900 mg/kg (1). 

De optimale produktie van zearalenon v.i.ndt .i.n de meeste gevallen 

plaats bij 10-l4°C (2). 

Zearalenon veroorzaakt estrogene effekten , vooral bij varkens. Deze 

zijn veel gevoeliger voor het mycotoxine dan bijvoorbeeld pluimvee. 

Veevoeder met 25, 50 en 100 mg/kg zearalenon veroorzaakte bij varkens 

afwijkingen in de voortplanting , verminderde vruchtbaarheid of on­

vruchtbaarheid, schijnzwangerschap, kleinere t~orpen, misvormingen en 

jeugdhyperestrogenisme. Verder traden er epitheelveranderingen op in 

baarmoeder, baarmoederhals, vagina en borstklieren. Als gevolg van 

zearalenontoediening werden vaginale verzakkingen, opzwelling van de 

vulva, opzwelling van de anus, anale verzakkingen, het uitteren van de 

eierstokken en abnormale follikelaktiviteit waargenomen. Bij mannelij­

ke varkens trad uittering van de testes op, evenals zwelling van de 

voorhuid en vergroting van de borstklieren (3, 4). Wanneer 6 weken 

oude biggen 8 dagen lang 1 mg zearalenon per dag toegediend kregen, 

trad zwelling van de vulva op en werden histologische veranderingen in 

de geslachtsorganen waargenomen (5). Uitgaande van een mengvoederopna­

me van 800 g per dag, komt toediening van 1 mg zearalenon per dag over­

een met een concentratie van 1,25 ppm zearalenon in he t mengvoeder. 

Vrom~elijke ratten \olerden gevoerd met voedsel waaraan 250 }.lg zearale­

non per gram was toegevoegd. De dieren aten minder, groeiden minder, 

de voedselconversie was lager en er werd een vergroting van lever en 

nieren, uitgedrukt in percentage van het lichaamsgewicht, waargenomen 

(6). In rattenembryo's werd de botvorming vertraagd na toediening van 

1, 5 en 10 rug zearalenon per kg lichaamsget~icht per dag aan de moeder 

gedurende tien dagen (7). 
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Op kippen en kalkoenen bleek zearalenon nauwelijks effekt te hebben, 

een verlaging van het serumcholesterolgehalte werd in het ene experi­

ment wel en in het andere experiment niet gevonden (8, 9) . 

Remming van de spermiogenese trad op bij varkens, kalkoenen en kalve­

r en na zearalenontoediening . 

Voor ratten ligt de orale LD 50 boven 10.000 mg/kg, voor muizen boven 

20.000 mg/kg . Deze doses veroorzaakten lichte irritaties en hypo-akti­

viteit. 

Er is geen tolerantiegrens voor zearalenon vastgesteld, maar Marasas 

e.a . (10) vermelden dat in voeder 500 ~g/kg een biologisch significan­

te grens is, vooral i n voeder wat bestemd is voor fokdieren en dan in 

het bijzonder voor varkens. 

'o/at de overdracht van zearalenon naar organen en melk betreft: Shreeve 

e.a. (11) vonden geen residuen in spieren, lever, nieren, serum, urine 

en melk van koeien die gedurende 7 weken 10 kg voet, met daarin 

385-1925 ~g zearalenon per kg, per dag kregen . 

Hagler e . a . (12) gaven 5 g zearalenon via het voedsel aan een melkkoe 

van 450 kg. Aangenomen dat een koe 10 kg krachtvoer per dag krijgt, 

komt dit overeen met een zearalenongehalte van 500 mg/kg in het 

krachtvoer. 

Na 4 en 5 dagen werden sporen zearalenon en B-zearalenol in de melk 

gevonden (er werden geen kwantitatieve gegevens verstrekt). 

Een l acterend schaap kreeg 1,8 g zearalenon toegediend in de slokdarm. 

Er van uitgaand dat een schaap 2 kg droge stof per dag eet , is dit in 

overeenstemm1ng met een zearalenongehalte van 900 mg/kg in het voer op 

basis van het droge stof gehalte. Na 1, 2 en 3 dagen werden zearalenon 

en B-zearalenol in de melk gevonden in concentrat1es van 0,001-0,002 

ppm. Een lam \\lat gevoed \\lerd met deze melk, vertoonde na 10 dagen hy­

pe restrogene effekten . Zearalenongehalten van 500 rog/kg of meer zijn 

echter zeer sporadisch in graanptodukten of veevoeders gevonden. 

In een ander experiment werd aan twee zeugen , gedurende 9 dagen, voer 

gegeven \>lat 40 rog zearalenon per kg bevatte . In de melk werd na 42 uur 

zearalenon, (3-zearalenol en a-zearalenol waargenomen . De hoogste con­

centratie zearalenol die gevonden werd bedroeg 0,575-0,790 ppm. De ver­

houding zearalenon:B-zearalenol :a-zearalenol was 0,5-1,3:82,0-86,1: 

13,4- 16,7. Zearalenon en 13 - zearalenol bezitten ongeveer dezelfde 

estrogene aktiviteit, de estrogene werking van a-zearalenol is drie à 

vier keer zo groot (13). 
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Mirocha e . a . (14) onderzochten de melk van een koe nadat deze geduren­

de 7 dagen ca. 8 kg mais, met daarin 25 mg/kg zearalenon, per dag ge­

consumeerd had . De koe gaf ca. 8 liter melk per dag. Er werd 0,48 ppm 

zearalenon in de melk gevonden, 0,50 ppm a-zearalenol en 0,37 ppm 

B-zearalenol. Wanneer aan de koe 4 kg mais met een zearalenongehalte 

van 250 mg/kg per dag gegeven \verd, kon na 1 dag 45 ppb zearalenon, 50 

ppb a- zearalenol en 64 ppb B-zearalenol aangetoond worden in de melk 

en na 2 dagen 104 ppb zearalenon, 89 ppb a-zearalenol en 147 ppb 

B-zearalenol. 

Aan de hand van deze cijfers kan men concluderen dat er bij een zeara­

lenongehalte in het veevoer op een niveau van 25 ppm minimaal 5,4% van 

het opgenomen zearalenon overgedragen wordt aan de melk. 

Mirocha e.a. tonen met deze laatste experimenten aan dat er zearalenon 

in melk voor kan komen, wanneer koeien met zearalenon besmet voer 

krijgen. De resultaten van de diverse overdrachtsexperimenten zijn 

echter niet eenduidig en er zal onderzoek gedaan moeten \vorden met als 

direkt doel het overdrachtspercentage van zearalenon uit voer naar 

melk vast te stellen. 

Om een inzicht te verkrijgen in hoeverre graanprodukten uit verschil­

lende landen en veevoeders uit Nederland besmet zijn met zearalenon, 

werden diverse graan- en veevoedermonsters onderzocht op het vóórkomen 

van dit mycotoxine . 

Voor het bepalen van zearalenon in diverse produkten zijn verschillen­

de methoden beschreven. HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 

leek de meest geschikte methode, daar voor de bepaling met behulp van 

gaschromatografie derivatiseringsreakties uitgevoerd moeten worden die 

de methode meer complex maken . De gevoeligheid is in beide gevallen 

ongeveer gelijk. 

Zowel UV- als fluorescentiedetektie leken geschikt voor het waarnemen 

van zearalenon, waarbij de gevoeligheid in beide gevallen ca. 1 ng is. 

Fluorescentiedetektie heeft de voorkeur, omdat hierbij minder inter­

fererende componenten worden waargenomen dan bij UV-detektie . 

Het meest gevoelig en selektief is gaschromatografie gekoppeld met 

massaspectrometrie (GC/MS), deze methode kan als bevestigingsmethode 

gebruikt worden. Een eenvoudige bevestigingsmethode is die met behulp 

van dunnelaagchromatografie (1). 
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De onde~zochte monste~s 

De onde~zochte g~aanprodukten kunnen onde~ve~deeld '"orden in mais, 

maisgries, maisvoe~rueel, maisglutenmeel, maisglutenvoer, tarwe, ge~st, 

go~t, have~mout, have~moutafval, soyameel en ~ijstafval. 

Haisvoermeel is mais '"aa~aan olie ontt~okken is. Maisglutenmeel en 

maisglutenvoe~ zijn bijp~odukten bij de zetmeelbe~eiding, het ee~ste 

bevat veel mee~ eiwit dan het laatste. 

De ta~wemonste~s we~den ve~k~egen van de Keuringsdienst van Ha~en te 

Rotte~dam. 

De ande~e monste~s tola~en afkomstig van de Douane, van de Cent~ale Land­

bomm~ganisatie (CLO) en van de Afneme~scont~ole op veevoede~ (ACV). 

Methode van onde~zoek 

Voor de bepaling van zea~alenon in graanp~odukten en veevoede~s '"e~d 

een methode ontwikkeld '"elke is beschreven in Inte~n Voorscht"ift N~. 

F 71 (zie bijlage 1). 

Zearalenon wo~dt uit g~aanp~odukten en veevoeders ge~xtrahee~d met 

chlo~oforru en fosforzuur. Na filt~atie wo~dt een aliquot van het chlo­

~oforruext~akt gezuive~d met behulp van een zuu~base ext~aktie . 

Ve~volgens wo~dt het ext~akt, na droogdampen, opgenomen in een bekende 

hoeveelheid methanol en volgt een scheiding door middel van vloeistof­

chromatog~afie. Zearalenon wo~dt gedetektee~d met behulp van een 

fluo~escentiedetektor. Er bestaat een lineair ve~band tussen de zea~a­

lenonconcent~atie en het ve~kregen signaal (concentraties:0,25, 0,50, 

1,0, en 1,5 ng/~1, zie figuur 1). 

De absolute detektiegrens is 1 ng. De detektiegrens voor zearalenon in 

graanp~odukten is ca. 5 ~g/kg en in veevoeders ca. 10 ~g/kg. 

De ~ecove~y op niveau's van 20-150 ~g/kg is gemiddeld 71% (n 

11,5, zie tabel 1). 

27) s 

Bevestiging van een positief resultaat kan plaatsvinden met behulp van 

twee-dimensionale dunnelaagch~omatografie (absolute detektieg~ens ca . 

50 ng) en/ of met behulp van GC/MS van de uitgevangen zearalenonf~aktie 

(absolute detektieg~ens ca. 0,25 ng). 

De beide bevestigingsmethoden zijn kwalitatief, voo~ een kto1antitatieve 

bevestiging zal mee~ onderzoek ven·icht moeten wo~den. 
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Resultaten 

In de onderstaande tabel staan de zearalenongehalten verme ld die in de 

verschillende produkten gevonden werden. Voor een uitgebreid overzicht 

van de gehalten in de afzonderlijke monsters wordt verwezen naar tabel 

2 in de bijlagen. De zearalenongehalten zijn niet gecorrigeerd voor de 

r ecovery. 

aantal aantal positieve gemiddeld zearalenon-

monst. monst.(> 5 ~g/kg) zearalenon gehalte 

gehalte ranse 

mais 12 4 20,5 ~g/kg 6- 43 ~g/kg 

malsgries 1 1 7 ~g/kg 

malsvoermeel 11 11 74 ~g/kg 11-170 ~g/kg 

malsglute nmeel 6 6 113 ~g/kg 32-142 ~g/kg 

malsglutenvoer 17 17 74 ~g/kg 7-133 ~g/kg 

tarwe 4 2 6, 5 ~g/kg 6- 7 ~g/kg 

gerst 3 0 

gort 1 0 

soyameel 2 0 

havermout 1 0 

havermoutafval 1 1 9 ~g/kg 

rijstafval 3 3 80 ~g/kg 10-120 ~g/kg 

malskuilvoer 4 0 

me ngvoede r 6 6 12,5 ~g/kg 8- 18 ~s/k~ 

In alle monsters van de produkten maisvoermeel, maisglutenmeel, mais­

glutenvoer, rijstafval en mengvoeder werd meer dan 5 ~g/kg zearalenon 

aangetoond. 

Zie figuur 2 voor de chromatagrammen van een aantal monsters. 

De extrakten van de produkten maisvoermeel, malsglutenmeel en malsglu­

tenvoer bevatten veel laat eluerende componenten. Malsextrakt bevat 

deze componenten in mindere mate. Tarwe-, gerst-, gort-, soya-, haver­

mout- e n rijstafvalextrakten bevatten s toffen met retent i etijden die 

erg dicht bij de retentietijd van zearalenon komen. 

Ook in mengvoederextrakten zijn storende componenten aanwezig, in ver­

band hiermee is de detektiegrens in veevoeder hoger dan in graanpro­

dukten. 
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Het behulp van dunnelaagchromatografie werden de positieve resultaten 

van een aantal monsters kwalitatief bevestigd (zie tabel 2). 

In tabel 2 zijn eveneens de monsters vermeld welke kwalitatief beves­

tigd lo~erden door middel van GC/MS (zie ook figuren 3 en 4) • 

Voor de bevestiging met behulp van GC/MS moet een uitgevangen zearale­

nonfraktie worden uitgeschud met chloroform, drooggedampt en gederi va­

tiseerd met BSTFA/1% TMCS. 

Bij het uitvangen van zearalenon (standaardoplossing) na HPLC trad een 

verlies van 10-15% op en bij het uitschudden met chloroform nog eens 

10-20% (enkelvoudig experiment). 

Conclusie 

In alle monsters van de produkten maisvoermeel, maisglutenmeel, mais­

glutenvoer, rijstafval en mengvoeder werd zearalenon (> 5 ~g/kg) aan­

getoond. Ook in mais en tarwe komt zearalenon voor. 

De gevonden gehalten liggen echter ver beneden de door Marasas e.a. (10) 

genoemde grens van 500 ~g zearalenon per kg voedsel. Dit wil niet zeg­

gen dat de aanwezigheid van hogere zearalenongehalten in graanproduk­

tenen veevoeders uitgesloten kan worden (1). Het toxicologisch onder­

zoek naar dosis-effekt relaties zal verder uitgebreid moeten lo~orden, 

evenals het onderzoek naar overdrachtspercentages van zearalenon uit 

de voeding naar melk en weefsels . 

Aktiepunten 

- \~elislo~aar zijn de zearalenongehalten in de onderzochte monsters niet 

zo hoog, maar men moet er op bedacht zijn dat veel hogere gehalten 

voor kunnen komen. Zeker wanneer granen sterk beschimmeld zijn en er 

buitentemperaturen heersen van 10-14°C zal de kans op zearalenonbe­

smetting groot zijn . 

Het lijkt dus zinvol om graanprodukten zo nu en dan te controleren 

op zearalenon. 

- In 1980/1981 bestond 57% van het in Nederland verbruikte voedergraan 

uit mais . De invoer van voeder- en industriegranen bestond voor 80% 

uit mais. Veruit het grootste deel van de geimporteerde mais komt 

uit de USA (15). 
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Het is dus niet alleen van belang Nederlandse graanprodokten te on­

derzoeken, maar ook geimporteerde graanprodukten, waarbij dan met 

name gedacht wordt aan mais uit de USA. 

- Een uitbreiding van het toxicologisch onderzoek op het gebied van 

zearalenon zou wenselijk zijn. Het is bekend dat dit mycotoxine 

estrogene effekten veroorzaakt, vooral bij varkens, maar een goede 

dosis-effekt relatie is niet onderzocht. 

Evenmin is bekend \olat voor consequenties consumptie van zearalenon 

kan hebben voor de mens. Deze kan zearalenon opnemen met graanpro­

dokten (hierbij moet ook gedacht worden aan mais bier, wat gedronken 

wordt in Afrika) en eventueel met melk en melkprodukten. 

Ook de overdracht van zearalenon uit het voedsel naar melk en weef­

sels zal verder onderzocht moeten worden. 

- In verband met de bepaling van het zearalenongehalte door middel van 

HPLC lolordt het volgende aangeraden: Om minder last te hebben van de 

laat eluerende componenten uit de extrakten van bepaalde prodokten 

zou een vloe istofchromatograf.tsch systeem met mogelijkheden voor 

hardcut en backflush gebruikt moeten worden. 
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Tabel 1. Recoverypercentages van zearalenon, toevoegingen op verschil­

lende niveau's 

Hoeveelheid Recovery Oorspronk. hoeveel- Soort produkt 

toegevoegd in % heid zearalenon in 

zearalenon het produkt ~g/kg 

in J1 /kg 

20 57 < 5 mais 

20 90 < 5 mais 

20 90 < 5 ma is 

25 68 21 maisvoermeel 

25 68 21 maisvoermeel 

40 78 < 5 ma is 

50 90 < 5 ma is 

50 68 < 5 mais 

50 68 < 5 mais 

50 69 < 5 gerst 

50 66 < 5 gerst 

50 60 < 5 tarwe 

50 50 < 5 tarwe 

50 84 < 5 mais 

50 76 < 5 ma is 

50 69 10 mais 

50 77 10 ma is 

50 64 10 ma is 

50 56 74 maisglutenvoer 

50 66 74 maisglutenvoer 

100 89 < 5 ma is 

150 68 < 5 kuilvoer 

150 68 < 5 kuilvoer 

150 84 18 veevoeder 

150 86 18 veevoeder 

150 62 42 maisglutenvoer 

150 60 42 maisglutenvoer 
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Tabel 2. Zearalenongehalten in graanprodukten en veevoeders 

Nonster Omschrijving Land van Gehalte zearalenon 

nummer herkomst in 11g/kg 

11105 ma is 431) 

13603 mais 10 

17078 ma is < 5 

17083 mals 23 

17084 ma is < 5 

20443 ma is < 5 

25637 ma is < 5 

25643 ma is < 5 

26800 mals USA 62) 

29231 ma is < 5 

30357 ma is Frankrijk < 5 

30468 mals < 5 

26801 maisgdes Duitsland 7 

27053 malsvoermeel USA 1702) 

27417 malsvoermeel USA 1552) 

28923 malsvoermeel USA 21 

30122 malsvoermeel Zuid Afrika 11 

30123 malsvoermeel USA n1) 

30124 malsvoermeel USA 21 

30351 malsvoermeel USA 46 

31339 malsvoermeel USA 1631) 

31341 malsvoermeel USA 18 

31342 malsvoermeel USA 21 

31345 malsvoermeel USA 114 2) 

29249 malsglutenmeel Nederland 127 1) 

29250 malsglutenmeel Nederland 142 

29251 malsglutenmeel Nederland 1171) 

30115 malsglutenmeel Nederland 121 1) 

30116 malsglutenmeel Nederland 139 

33912 malsglutenmeel Nederland 32 
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Ve~volg tabel 2 . Zea~alenongehalten in g~aanp~odukten en veevoede~s 

Nonste~ Omschdjving Land van Gehalte zea~alenon 

numme~ he~komst in llg/kg 

25031 maisglutenvoe~ F~ankdjk 96 

25.396 maisglutenvoe~ Nederland 1132) 

26914 maisglutenvoe~ USA 42 

27055 maisglutenvoe~ USA 1331) 

27410 maisglutenvoe~ USA 76 

28056 maisglutenvoe~ Belgi~ 41 

28523 maisglutenvoe~ Belgi~ 49 

28905 maisglutenvoe~ USA 145 

30837 maisglutenvoet' USA 74 

30938 maisglutenvoe~ USA 1201) 

31021 maisglute nvoet' USA 86 

31340 maisglutenvoe~ USA 81 

313'•3 maisglute nvoet' USA 52 

31344 maisglutenvoet' F~ankt'ijk 1042) 

33909 maisglutenvoe~ België 24 

33910 maisglutenvoe~ USA 21 

33911 maisglutenvoe t' At'gent .inië 7 

2093 ta~we 7 

2098 tat'we 6 

2343 ta~we < 5 

11843 tat'we < 5 

32913 ge~st < 5 

34105 ge~ st < 5 

34106 ge~st < 5 

13186 go~t < 5 

29254 soya < 5 

30129 soya < 5 

22175 have~moutafval 9 

25569 have~mout < 5 

24281 t'i js tafval 120 

31361 rijstafval 10 
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Vervolg tabel 2. Zeat'alenongehalten in graanprodukten en veevoedet's 

Nonstet' Omschdjving Land van Gehalte zeat"a1enon 

nummet' herkomst in jlg/kg 

31,132 djstafval 111 

14506 kuilvoer < 5 

14514 kuilvoer < 5 

14515 kuilvoer < 5 

14547 kuilvoer < 5 

14242 mengvoedet' 8 

14243 mengvoeder 11 

1424'• mengvoeder 13 

14245 mengvoed et' 131) 

14751 mengvoed et' 182) 

16075 mengvoeder 12 

1) bevestigd met dunnelaagcht'omatografie 

2) bevestigd met GC/MS 

8328 .12 Du/YL 
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INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. F 71 

le oplage (1983-03-15) 

De bepaling van zearalenon in graanprodokten en veevoeders met behulp 

van vloeistofchromatografie en fluorescentie-detektie 

1. Inleiding 

Zearalenon is een •mycotoxine dat geproduceerd wordt door schimmels van 

het geslacht Fusarium. De voornaamste producenten zijn Fusarium roseum 

(Gibberella Zeae), F.culmorum en F.moniliforme. 

Zearalenon is in de meeste delen van de wereld waar mais of andere 

granen groeien gevonden. 

Dit mycotoxine veroorzaakt estrogene effekten; met name varkens zijn, 

in tegenstelling tot pluimvee, gevoelig voor zearalenontoediening. 

2~ Principe 

Zearalenon wordt uit het graanprodukt of veevoeder geëxtraheerd met 

een mengsel van chloroform en 0,1 M fosforzuur. 

Na filtratie wordt een aliquot van het chloroformextrakt gezuiverd met 

behulp van een zuur-base extraktie, drooggedampt en opgenomen in me­

thanol, waarna 10 ~1 wordt geinjektee rd in de vloeistofchromatograaf 

welke uitgerust is met een fluorescentiedetektor. 

De absolute detektiegrens is 1 ng. De detektiegrens voor zearalenon in 

graanprodokten is ca. 5 ~g/kg en in veevoeders ca. 10 ~g/kg . 

De recovery op een niveau van 20-150 ~g/kg bedraagt ca. 70%. 

Bevestiging vindt plaats met behulp van twee-dimensionale dunnelaag­

chromatografie (absolute detektiegrens ca. 50 ng) en/of m.b.v. GC-MS 

van de uitgevangen zearalenonfraktie (absolute detektiegrens ca . 0,25 

ng). 

3. Reagentia 

Alle reagentia dienen van een zodanige kwaliteit te zijn dat in het 

chromatogram geen storingen optreden welke kunnen interfereren met 

zearalenon. 

Voer ter controle een experiment uit met een blanco (alleen reagentia) 

en een blanco + toevoeging. 

F71.1 - 2 -
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ChlÓrofom. 
. ) 

3.1 
:. t . , : I :' . ' 

3 . 2 2M fosfonuur. 
r•· .. 

3.3 0,1 M fosforzuur. 
. .. . ·: i 

~., ' .. : ; 

3.4 1 M natr1umhydroxide~6plossing. - · 
} · . 

. ·, .. - - ·-.· :: -•• ! •• 

: 

3.5 Phenolftaleine-oplossing (2% in ethanol). 
. .. -. 

.<. . .. 

,·, 
3.6 Natri~sulfa~t, watervrij. 

• •, I . ' 

3.7 Methanol. 
~ . · .. :·_ . .. 

3. 8 Acetonitdl. 

3.9 IJsazijn. 
~ . I~(· : l. 

3.10 Aceton. 
::J 

3.11 Hexaan. 

3.12 Diethylether. 
·. ; 

·3.13 50% zwavelzuuroplossing. 

3.14 99% N.O. bis-(trimethylsilyl)-trifluoroac~~am~~~ · ~BSfjA) + 1% 

trimethylchlorosilaan (TMCS). 
. I 1 

.. . 
• .. ' I . ·; . .. 

3.15 Standaardoplossing van zearalenon: 

De standaard is verkdjgbaar bij Mäk·~·r.:.;.Chemfcals · L:-.T~D., P.Ó.B. · 657Ó, ~ . . 

Jerusalem, Israël. . -
Breng 25 mg kwantitatief over in een maatkolf van 250 ml.: met · b~~uip 1 ~ 

van methanol e n vul aan tot 250 ml met methanol (concentratie 100 

}.lg/ml). · :·r .. : · · i 
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Bepaal spectrafotometrisch de concentratie van deze oplossing_door ge-
.. ' j .J .. , • : 

bruik te maken van de methode beschreven in Official Methods of Analy­

sis (AOAC) 26.004-26.011, met behulp van de volgende gegevens: 

molecuulgewicht zearalenon = 318 

molaire extinktie coëfficiënt: 6000 + 5% bij 314 nm 

13900 ± 5% bij 274 nm 

30000 + 5% bij 236 nm. 
- ,[, , : .~ 1'"!(' f: ~ :" : •' 

Bewaar deze oplossing koel en in het donker, in een goed afgesloten en 

in aluminiumfolie •gewikkeld ~lazen , vat. 
-:. ·. 

Laat voor gebruik de oplossing op kamertemperatuur komen. 

Maak van deze oplossing door middel van verdunnen met methanol, de 

volgende standaardoplossingen: 

0 , 25-0,50-1,00 en 1,50 ~g/ml. 

4. Toestellen, glaswerk en hulpmiddelen 

4.1 medicijnflessen van 100 ml met schroefdop. 

4.2 Bovenweger. 

4.3 Schudmachine. 

4.4 Maatcylinders van 25 ml. 

4.5 Trechters. 

4.6 Filters Wh~tman no . 540. __ 
. , ....; ." . . ·-... ' ,; ·.' 1 :' f-t'. . l ·;:. 

4.7 Centrifugebuizen van 100 ml. 

.I • I r. 

4.8 Doseerpipe~ten ._ yan lOO .. ,N~- en ..S9R): HJ· ·. 

4. 9 Ultra-turrax.. . . 
! ·. .! , . : 

j ·:· : .. ... 

4.10 Centrifuge. 

F71.3 
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4.11 Scheit~eche~s van 250 ml. 

4.12 Rondbodemkolven van 250 ml. 
,,•t . 

4.13 Vouwfilte~s. 

4.14 Rotatièvacuumve~~ampe~. ,, 

4.15 Ku ltuurbuizen met een inhoud van ca. 10 ml. 

4.16 Wate~bad van 40°C. ··.• : . .. 

4.17 Ine~t gas bijvoo~beeld stikstof. 

4.18 Vloeistofchromatograaf (AC~., 750/Q~ of vergelijkpare apparatuur? .' . 

me~. valco ,(7000 psi) injektiekraan 

Injektievolume: 10 ~1. 

KolC?m :: L~chrosorb RP .. 18 (5 , ~m) ' leng re 1~ cm, 

i.d. 4,6 mm en u.d. 6,4 mm. 

Eluens: acetonitril/water/ijsazijn (50/50/2). 

Flow: 1 ml/min. 

Detektor: Perkin-Elroer LS-4 fluor~scent4espect rq~eter 
i ·.; 0, 

Aex. 272nm en .. Àem ~165 nm (F:J.x!Scl.12;,5; ,, .resp·. 4). 

Dubbelpens recorder: ~ en 10 mV. 

\ J . .:1 . ; . ) ~ . : .... . 

4.19 Injektiespuiten van 10, 20 ,en ~.o . JÜ ~ ' •· IJ . : :.. ... :: _:; 

4. 2Q Chromatograf:le~apk voor TLq plateq -Van ~0 . . x: 291 .. C_l}l· • 

. c:·::. ., , ".-ïj 

4. 21 , DC-·F<.>rtigplatten"10 -.ki~aelgel .60,;. lof.e r,~_k. .. ~rt. 5.7.21. -·· ~ - . ;': -~ : .. 

- S'J ,1' 

•' 

! . . 

4. 22 llltl"avioletlampen v~.OJ'' stt'{Ü:I_ng _met. e.en golfle.ng,te; van 254 nm . e~?.: ,; : 

365 nm. . -. r .. . •·. --': .. , ..!: ., 
. r '.\ .. : ' · •. : : ,~ .' • ' : ~ , ',': ·· .: .) .... 

4.23 Monsterflesjes van 2 ml met schroef~op. ·.·, ·:J . ·~ ~: , . .' , r. ~: ...... ; 

F7L4 - 5 -



4.24 Vortexmixer. · .:. 

4.25 Verwarmingsblok van 60°C. . , ' J ,''() : 

4.26 Massaspectrometer Finnigan 4000 GC-MS-DS. 

4.27 Repeating dispenser met een naaldvolume van 50 ~1. 

.· \ 

4.28 Droogstoof 120°C. ·. ~ . . '· .. .,, 

5. Werkwijze 

5.1 Extraktie ·,_ ï .. . ·i'. 

Weeg 10 gram van het gemalen en gehomogeniseerde monster ai in een 

medicljrtflesje . van·too ml met sch'Î-IO~fdop~:l' -1 . ' ' - Ä 

Voeg 5 ml 0,1 M fosforzuu-r en 50 ml chloröform · t'oe·en1 schàd g'edurerlde·< 

30 minuten in een schudapparaat. ( ; i ..... ~ .. · .. 

Filtreer het geheel over een fiar'd filter (4.6)': èn'~ vang -2:5 ml' ·'Op ·in ··een·· ' 

maatcylinder. . I 

t :. 

5.2 Clean-up 

Breng de inhoud van de'-' iffaàtcylii\tlêr ovè'f:<·'-in een cent-rifugebuis •. · ~ :)~ 

Voeg 10 ml 1 n NaOH tóe.c. S~oel ··áe··-inaatcylinàer mét:-5"ml : ··11. n NàOH en breng 

dit eveneens in de centrifugebuis. '·' · ·· ·= ·:. -;, .• u 

Macereer de twee vloeistoflagen met behulp van de ultra-troTrax gedu­

rende 1 minuut, Spoel de ultra-thtri/x "n:a met ca.·· 5 ml r ri.' NaOH en · 

breng dit in de centrifugebuis. 

Centrifugeer gedut~nde : cá.::SJ mihuten' bij ca. 3000 ·tt'.:p-•.m'. Pipettèe'r de 
bovenste (waterige) laag af en b-reng deze over in een er1enmeyer van 100 

ml. Voeg nogmaals 1·5 mi 1· _.h.,. 1»aÓWfblj <a'e chloroform iri' ·d-~ "centrifuge­

buis, herhaal het macereren, afspoelen van de utra-turraz met 5 ml 1 n 

NaOHJ en he:t ' centd·ft.ige!-rèn~· Pi'1>etteèr.~%tfe'\:'om 8-è"""'bovenste iaag af en ~c 

b-reng deze in de erlenmeyer. Extraheer een derde maal met 10 ml 1 n 

NaOR en voeg na macereren en centrifugeren de bovenste laag eveneens 

toe aan de oplossing in de erlefnm~ye-rJ."' 19r.: ,:-
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Voeg aan de verzamelde NaOH-fraktie s twee druppels phenolftaleine op:­

lossing toe en pipetteer 2 M fosfp~zuur bi~ de loog totdat er kleurom- Y 

slag plaatsvindt (van rood na~r kleurloos) ~ t. : : 

Bre ng deze oplossi ng over in .P-en scheitre~hter van 250 ml en spo~l pe 
erlenmeyer na met 25 _,ml ch~or~form. Breng ,de chlorqtorm in de s~pei-

trechter en schud \gedurende 30 seconden. 

Filtreer de chlor<:>fprm (onderste laag) ov~;r, natri,~msulfaat en val}g de ... 

chloroform op in een rondbc~demk~lf, . . ï· . .. .-{ , • . 

Herhaal de extrakt'ie met 25 ml chloroform twee maal en spoel ,,de 

Na2so4 na me t chloroform. 

Damp de ve rzamelde chloroformfrakties i~ tot droog gebruik makend van 

een tQ,t;ere~de v~cufmyerdamper bij . een temp. van ~ooc ,e,n .... breng het re-
. . . . . ·• . . -. . : ~ 

siqu .over in eeQ ku~tuurbuisje met behulp van ca. 5 ml chloroform. 
1 - - :• . s . : • 

Damp dez.~ c~lor,ofof~ in to,t d,roog ill . ,ee~ wat;,erbad van 40°C onde~ .. sti~-

s toft(?~ ~?-oer en : nee1_11 het res.:i_Q.u op in methanol. 

Het residu van graanprodukten wordt opgenomen in 100 ~1 en het residu 
; I ;• ~· 

van veevoeders in 250 ~1 methanol. 

5.~,Ylo~stofchromatogr~fie 
. ' .. • J. •' . ) .. : - :: ... 

Injekteer achtere~~y,o J..gens in de vt,oeistofchr~~?t~gr~af ::10 ~1 van de 

standaardoplossingen 0,25; . 0 , 50; 1 ~ 00 en 1,50 ~g/ml. 
_.. ' , • • •, \I ~ ~ • 

Maak e~n ijklijn d<;>or '!an de p~eken h~t; oppervla~ te meten en uit te 
. . .. .. " 

zetten op. de y-:as ., ~e~en de .geinjekteerqe , .. ~oeve~~ ~l:!~~n zearalenon in 

naoogrammen op de x-as. ..,_ ... : 

Inj~kteer vervolgens 10 ~1 van de oqder . ~.2 verkreg~9 oplossing en be­

paal ,,van de piek,.,J11et de~eJ;fde rete.~tie~1 jd . al~ zearalenon. het opper­

vlak. 
·:·. 

Indien het monster.extrakt een piek vertoont, met dezelfde retentietijd 

als zearalenon, waa rvan het oppervlak veel groter is dap ijet oppervlak 
lt ' · . 

van d~ hoogst~ . sta~~aard, mo'~ · ~RF mon~~erextrakt verd~nd worden, zo­

danig dat het piekppper_vlak bin,nen de ij~lijn komt te vallen. 
~· J • J' • :--l · • • r ., . , .. ·- · ~ . · : t., ~- •·• ;_ ~ 1 : 2 ,. :; :.J. :3 . 

· r · . c. ~ 

j ,~:~-. --.-+ •. l ' 
Het gehalte x aan zearalenon in ~g/kg monster wordt berekend met de 

' ·'. ,- ? --~ ~ : r- • • 1 J . . • . r." . .. : 
vo}.g.ende formule: 

·' :) ·u ., . , ; 

(y-b) ' x V1 x v3 x.!:.= x ~g/k~ · , .. 
·I. 

.. 'i .- ''( ; 

a V2 V4 g 
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·;. · n ' waar11t: .. =, r . . i ' 

r , 
k ,, .. 

(mm2) ' ' ' ' ' .J(f ~ y = oppe·rvlakte van de j5iek het monster , ' :.~ 

b = af snede van de y-as (mm2). . .... :- .. .. ~ : 

a =' \ icnti ngs coëffi·ciërit van cFè' ijkÜjn · (mln2 /ng) :' ... l ·. - ~-: "' \ :::&9 . 

V1 vo'Üime chloroforlm gebrui~t .-hij de' exttak'eie (ml) ~~ - ''· ': ... , 
'"' -:' i 0 ~ . 

V2 = volume chloroform wat in bewerking ge~omeJ;r is (ml) !.'" ·i:·.· .~ . 

V3 = voJ ume methanol waarfn 1het eindextrakt ·zich bev:fnd't :.o{p,-!1) 

V4 = injektievolume van het monsterex~ra~i7{~1) ; •) . _; .• :1 

g "' afgewo'gen ho~v'eelheid monstÊ?r; 
. ·:·Ji 

7. B~vesdging m~b.v ~ dur1nela'~1gchromatog:rafie' ,_ 9 ·' 0 ·~c ·;.;:i' 

Bij een Jpbsitief-r·esulta'at volge'n~ 5.3 :i.s ::·het aan tÈ{~ :bevé'len .. dh ·~è:l ·1 · 

sultaai ''te bevestigen met beh'~lp' .:van d~ ··~'oigéride · rdu~rlèlaàgchr~miltögrà~ ;· .:! 

fische ·~m~thode.'1 , De absolut·~ 1dèt.ekt':l:'eg~en~ ié échter tá~) ; 5o ··~t zodat 

het monster meer dan 10 ng z~~riHe'non per ~Pàûfmoet .be.Jatten om ci ~fle : --
.i. !._,_ ~. t . . ~ ' • "';_:·i · . ' , fl,\ )' .'"! ... •.Jb ..: , ''j' 

bevestigingsmethode te kunnen gebruiken • 
• .l ,. t: ... r~ ~ ... :· ')~ ·· ., .... 

7.1 Het opbrengen 
( ; - ( . .. ~ q, :- ·' ~ . 

Trek op de dunnelaagplaat met potlood 2 lijnen zoáls aangege~en in fi~· · 

guur 1 en breni ro~ ~~ - pi~~~~L~~reven~~~s ~olge~s i{g~lif ~ 1, op: • 

A en B: 2 ~1 standaard~~iossing zea~~1Jnon (too ng/~1) · ~ · 200 ~j ! · • 
C : · h~t monsterex~rdkt, dit di~~t ing~~ampt t~ ~d~deb iot ~ro~g, • • 

daarna l opgenomen ~ te : ~~td~n in 'dhi6roform e~ het heiè èxtrakt :J ~o~de~ op 
de pl~at gebracht. 

Gebruik~voor h~~ ~p~~;ngen~een ~epe~~~n~ di~~ense~~ waat~i j tijde~~;~~i· 
opbrengen het ' o'~losmiddel ~ord~ Áfgedlimpt. m~~ l ·~ert. , stroÖtn<·st'iks.tofgas. 

Zorg ervoor dat de diameter van de vlekken zo klein mogelijk is • 
. • '> 

• • : ~ • "J ~- •• ~;lU . 
_. :_ ... J . 

7. 2 Het ~ntwikke'le~ .: . ,. ·.~ · 9 :3" .. ~ ... v·H-. · ..: ' 

8 J <> •• · • . 

.:: ., 
·~ . 

! .. . ' i. "i i .- t: 

.·. 

Ontwikkel de,)pla~:t . in de e~~st~~: i~opri~hhrig )Ïn een 

gebruikt mengs~i,:·\raÎl.-1 chi<ö~o'fb~·j a beton· {èf/1) 'in; ·~en 
tot het vloeistoffront de potloodlijn heeft bereikt . 

~·()g. niet ~è'rder. . .- . 

ökv~tzadtgde ta'itif · . .-. 

Verwijder de plaat uit de tank en laat de loopvloeistof verë:!"~inpe'n.-'.'b{j 
·:' :' .' '=' rr. ', ro ? ; 1 , . : • b:. .. .J ' · . ·• 1 

kamerteciperatuur gedurende ca. 15 miriuten~ 
·_"I j · 

~I . ·" 

Draai de plaat 90°C en ontwikkel de plaat, eveneens in een onverzadig.:..-· 

de tank, in de 2e looprichting met een mengsel van hexaan/diethylether/ 
·, '1/ ·~ ' .:.·_.· 

ijsazijn (65/25/10) tot de potloodlijn. 
• I 
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\ 

Laat ~e. plaat d;rogen b~j kamertemperatuur tot er geen. ijsazijnlucht 
: , I ' J t; ;;..-.r 

meer waarneembaar is. 
. -·. i ' • ·' . 

7.3 Interpretatie van het chromatogram 

Bekijk het chromatogram onder een UV-lamp bij een golflengte van 254 

nm. Zearalenon flupresc~ert groen-blau~. Trek een denkbeeldige lijn 
.:. • . ........ : • • t • • • -~ ' 

loodrecht op de tweede looprichting door de standaardvlek afkomstig 
; ., :.: ' , . ." I • ) 

van ~ en ee~ and~re lijn loodrecht op d~ . eerste loopri~hting door de 

standaardvlek van •B. 
. ' ~-

Rondom het snijpunt van deze denkbeeldige lijnen ligt het gebied waar 

de zearalenonvlek uit het monsterextrakt kan worden verwacht. 
J . 

Bespuit de plaat me t een 50% zwavelzuuroplossing en verwarm deze gedu­

rende 10 minuten bij 120°C. 

Na afkoelen moet de plaat direkt worden bekeken onder een UV-lamp bij 

een golflengte van 365 nm. Zearalenon fluoresceert nu geel. 

8. Bevestiging met behulp va n GC/MS 

Indien een positief resultaat gevonden wordt volgens 5.3 is het ook 

mogelijk dit resultaat te bevestigen met behulp van GC/MS. Daartoe 
: • • : •• t • • .!. :- ~ ; ·~: :;-. 

moet minimaal 10· ng zearale Qon na de HPLC uitgevangen worden. 
• • ' (. ' L · :• 

8.1 Het uitvangen van de zearalenonfraktie 

De retentietijd van zearalenon wordt bepaald door middel van een stan­
r ~i r, · ! 

daardoplossing. Daarna wordt het monsterextrakt geinjekteerden een . . 
. •) •• 1 ._. :-: • 

.halve minuut voor de retentietijd wordt begonnep _met het opvange~ van 

het eluens. Een fraktie van 2 ml wordt uitgeva?gep. 

8.2 De derivatisering 

De uitgevangen fraktie wordt uitgeschud met 0,5 ml chloroform. De on­

derste laag (de chloroform, acetonitrillaag) wordt overg~bracht . in ee~ 
. . 

monst erflesje. Deze procedur~ word~ eenm.aal herhaald en de verzamelde 
· " 1:' , •. I f \ .· ' ' • • 1 .'• • ,·, • (J f" , 

chloroform, acetoni trilfrakt i es worden. i.P.g.~dflmpt tot. dFoog onder stik-
• "J . ":.> "': ' -·' ~· ' . ·' t I) (1 • . ~ 

stoftoevoer. 

Aan het residu wordt 100 ~1 BSTFA (99%) + TMCS (1%) toegevoegd. Het 

monsterflesje wo.:rdt afges,lo.te.l1 en ged\lrende één uur in een verwar-
• , i. :' · ' I ~ .· • f: •; ; .· ;1 '1 \ ' ' • ( • . , ; ~- , 

mingsblok met een tempe ratuur van 60°C geplaatst. Na afkoelen ~an he t 
-, --. _... ï ;) ~- :_I ;· 

mons t e r extrakt direkt geinjek~eerd worden. 

•_j f . 
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50 ~1 van een standaardoplossing van 1 ng/~1 wordt eveneens droogge-
~ o, ~ :.' ~ , • j I . ' ff l ' • ', , · ' , ,. • ' " t' ~~ ••, 

dampt, aan het residu wordt 100 ~l BSTFA '(99%) + TMCS (1'%) to'ëg·evoe-gd ··.· 

en de standaard wordt gedurende éên uur gederivatiseerd bij 60°C in 

het verwarmingsblok. 

. ' r, :' 1 { . .. 
• • \..> • • _,1) . t , ... 

8.3 GC/MS 

De scheidi~~ ~ind t plaats op een ,;~us:èd 'sÜica";, capillait:-'e kolom ge'""' ' 1 

'.? . : . I • • ) tJ I ' ' ) ,_ j . ,, ~ ! · )" 
coat met een polaire fase. 

·r } ·. .. . .. -- ~ ~ : :~• '-: (. ~-! 
De aa~we·z-igheid. van· 'zearal'enon ka·ri ééndûidig aangetoond worden aa'n d~ . 

I 

hand van het "multiple ion detection (MID) spectrum. : .• ! , ~<hfLS; 

' t.• . .r ( •. 7:·:; 

. •'tl • . ~ c : ; 

8.3.1 Condities voor de gaschromatografie 

Kolom 

Lengtè 

i> t.d. 

fused silica 

25 m 

0, 2 ··mm 

'r~ r:- · <.. · c · ,j ' 

·t 

u.r ' 

Fase CP-Sil-19-CB (of gelijkwaardig) 

Filmdikte: 0,1-0,4 ~m. S' ( r ·.· c 

~ : t! 9 .. . . ..... 

Draagg~~- · heliu~, . liri~~ire :.g.assrielheid :io.:23o cm/s _, ' I i.~ ·::: ···· 

Split 20 'inÏ/min, geopend 3 minut~n ·na -rrtjektie '"' ·' -- ·"' -~ · ··' ' 

Septurn spoelgas: 3 ml/min, geopend 3 minuten na injektie • 
. ·!I ~ , .. I ~' 

' ' Temperatuut' 'J -=' 
., , ,, 

Injekt_Öl.-

Oven programma 
' . .J . . J . ; '• • . · · L 

. ·' ,, 

Programmeersnelheid: 1S<i1iili.n .. :I• . ;_. .,' 

4 minuten I ni ti al hold 

Final hold 30 minuten. 
1,:.· . _,. .-· . :· ~ 

tr '. .• ~- .· . è I ~· b! • , ' 1 :. - • 

Door de fused ~Üi.~aükolom. di rekt.'à'bo/ .{e vÓérè~r tot 

ee~~i'~ekte ko.ppehng ger'itá.'llfäe·e~dt~~ •·:rc.vl ' l !·> .- ·' s • · ~ · 

Temperatuur interface oven 240°C. 
·. ::~ ';.' . .I ( . 

;.. ,. 

. _. ~- . . ! : ... 

· I 

.. ~ 

.. 

. .. 

8.3.2 rn"~·i~1'1i\{~ Qu~dr:upoo1~ }i.:..r:ff6·" (el·~"è ti-·~~ihpac't-mtdÜ'ple ion ··· 
: ~.·f '.~: · .. ·.,> }( ·. , r: • . J ".l~~g e: Y?~· ~. :·: . nr.:'' " .. . r·t: r ··, 

detection) 

F71.9 - 10 -
1) 
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Met behulp van "MID" kunnen voor zearalenon, specifieke massa's geme­

ten worden. 

De quadrupooi wordt hiertoe fngesteld op de massa's 260 (80%) , 305 

(80%), 333 (100%), 447 (25%) en 462 (40%) m/z. 

'De meettijd is maximaal 0,05 sec per dalton. 

_ 8.3.3~ Instelling van de bro~ 

Electronenenergie: 70 eV 

Emissie stroomsterkte: 300 ~A 

Temperatuur: 250°C 

Hoogvacuum: beter dan 8 x 10- 7 Torr. 

Electron multiplicator: 

Voltage 1400-1800 Volt. 

8.4 Criteria voor de identificatie 

De gaschromatografische retentietijd van het uitgevangen zearalenon
1 

moet gelijk (± 5 seconden) zijn aan de gaschromatografische retentie­

tijd van de zearalenonstandaard. 

Bovendien moeten de belangrijkste fragmentionen van de zearalenonpiek 

uit het monster met dezelfde retentietijd als de standaard-zea ralenon­

piek, een intensiteitsverhouding (± 10%) hebben die overeenkomt met , de 

overeenstemmende ionen van de standaard. 

Wanneer aan deze criteria voldaan is kan men vaststellen dat het on­

·derzochte monster inderdaad zearalenon bevat. 

Verantwoordelijk: ir L.G.M.Th . 

Samenstellers: N. Duijnhouwer, 
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