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Afdeling Contaminanten Datum: 1983- 05-03 

RAPPORT 83.42 Pr.nr. 505.0420 

Projekt: Ontwikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van micro­

biële toxinen. 

Onderwerp: Literatuuronderzoek naar analysemethoden voor de bepaling 

van deoxinivalenol in granen en veevoeders. 

Doel: 

Het geven van een literatuuroverzicht van de verschillende analyseme­

thoden voor de bepaling van deoxynivale nol in granen e n veevoeders. 

Samenvatting: 

Een analysemethode voor de bepaling van deoxynivalenol kan onderver­

deeld worden in drie stappen: extraktie, zuivering e n detektie . De 

meest gebruikte extraktiemethode is die waarbij gebruik gemaakt wordt 

van een methanol/watermengsel als extraktievloeistof. Bij de zuive­

ring worden vloeistof-vloeistof scheiding, silicagel kolom chromato­

grafie en preparatieve dunnelaagchromatografie gebruikt. Mees tal 

worden twee of meer zuiveringsstappen toegepast. De scheiding vindt 

plaats met behulp van dunnelaagchromatografie of gas-vloeistof-chroma­

tografie met vlamionisatie- of electron capture detektie. Een lage de­

tektiegrens wordt bereikt bij gebruik van GLC met electron capture de­

tektie . 

Kwantitatieve bevestiging kan plaatsvinde n door middel van GLC met 

daaraan gekoppeld massaspectrometrie. 

Conclusie: 

Om een lage detektieg rens bij de bepaling van deoxynivalenol in graan­

prodokten e n veevoeders te bereiken, lijkt GLC met electron capture de­

tektie de beste methode. Voor een kwantitatieve bevestigi ng is GLC ge­

volgd door massaspectrometrie zeer goed bruikbaar. 

Verantwoordelijk: ir L. G. M. Th . Tuinstra J 
Medewerker / samensteller : N. Duijnhouwer 

Projektleide r: w. Haasnoot tL! 
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Verschillende analysemethoden voor de bepaling van deoxynivalenol in 

granen en veevoeders 

Er zijn verschillende analysemethoden om de aamo1ezigheid van deoxyni­

valenol in een produkt te bepalen. In dit literatuurverslag worden de 

verschillende methoden beschreven. De analyse kan onderverdeeld worden 

in drie stappen: extraktie, zuivering en detektie. 

Extraktie 

Deoxynivalenol is goed oplosbaar in polaire oplosmiddelen zoals water, 

alcoholen en acetonitril . In veel extraktiemetltoden wordt gebruik ge­

maakt van mengsels van methanol en ~o1ater, in verschillende verhoud in-

gen: 3:1 (10), 6:4 (12), 9:1 (1), 1:1 (5), 95:5 (4), 8:2 (6). 

Verder worden extraktles uitgevoerd met acetonitril/water 5 :1 (2) , 

84:16 (7), chloroform/ethanol 8 : 2 (8) en met ethylacetaat en daarna 

methanol (3). Een andere extraktiemethode is die waarbij gebruik ge­

maakt wordt van petroleumether/methanol/water 100:55:45 gevolgd door 

extraktie met dit mengsel plus een 20%-ige oplossing van loodacetaat 

(9). Zie voor een overzicht tabel 1. 

De meest gebruikte extraktiemethode is die met methanol en ~o1ater. Na 

extraktie volgt een zuivering (clean-up). 

Tabel 1. De gebruikte extraktievloeistoffen 

extraktievloeistof 
HeOH/H20 
3:1 
HeOH/H20 
6:4 
HeOH/H20 
9:1 
HeOH/H20 
1:1 
HeOH/H20 
95:5 
NeOH/H20 
8:2 
Acetonistril/H20 
5:1 
Acetonitril/H20 
84:16 
Chloroform/ethanol 
8:2 
H20/ethylacetaat, methanol 
Petroleumether/methanol/water 
100:55:45 
+ loodacetaat in H2S04 
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substaat 
ma is 

ma is 

ma is 

gerst, 
tarwe,granen 
graan , 
graanprod. 
ma is 

graan 
veevoeder 
veevoeder 

granen 

veevoeder 
mais, 
veevoeder 

methode referentie 
GLC 10 

GLC/MS 1, 12 

TLC 1 

GLC 1, 5 

GLC, TLC 4 

GLC, GLC/HS 6 

GLC/~1S, TLC 2 

GLC 7 

GLC 8 

GLC/HS 3 
GLC/TLC 9 
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Zuivering 

Verschillende zuiveringsme theden kunnen toegepast worden; vloeis tof­

vloeistof scheiding, silicagel kolomchromatografie en preparatieve 

dunnelaagchromatografie. Meestal worden twee of meer zuiveringsstappen 

toegepast vóór de de tektie van deoxynivalenol. 

Wa t e rige methanolextrakten worden of direkt ge~xtraheerd met hexaan, 

gevolgd door opname van het DON in chloroform of ethylacetaat , of het 

extrakt wordt drooggedampt voor de zuivering . De extraktievloeis tof 

kan geconcentreerd lolorden onder vacuüm en daa rna kan aceton toegevoegd 

worden om precipiterende s toffen te ver wijderen. Het geconcentreerde 

materiaal wordt dan verder gezuiverd door middel van preparatieve dun­

nelaagchromatograf ie of kolomchromatografie . Wa nneer DON is opgenomen 

in chloroform of ethylacetaat, wordt de vloeistof verdampt en verdere 

zuivering vindt plaa ts met behulp van silicagel kolomchromatog rafie 

e n/of preparatieve dunnelaagchromatografie . 

In bijna alle zuiveringsmetheden lolordt gebruik gemaakt van silicagel. 

Kamimura e .a. gebruiken een amberl ite XAD-4 kolom en een florisilko­

lom. (Vesonder e . a . zuiveren over een Se phadex LH-20 kolom na een eer­

s t e zuivering over een silicagelkolom). 

Als elutievloeistoffen lolorden zmolel chloroform/methanol (9: 1, 3:1, 1:1) 

als e thylacetaat/tolueen (3:1) en chloroform/aceton (3: 2) , hexaan/ace­

ton (1:1) e n me thyl eenchloride/methanol (95 : 5) gebruikt (1, 10, 5, 4 ). 

Voor de hier besproken en andere zuiveringsmetheden zie tabel 2 . 
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Tabel 2. De verschillende zuiveringsmetheden 

extraktie- voorbewerking vloeistof/ vloeistofchromatografie 
vloeistof vloeistof vaste I elutie- I referentie 

scheiding fase vloeistof 
.. ~ -. ·-

2 
6:4 

-
met BuOH, 
concentreren, 
EtOH,concentreren 
MeOH/aceton 
concentreren 

- -- - g 
kolom 

2 sephadex 
LH- 20 

- - ·-
3 

(1:1-1:3) 
aceton 

-

Me6H/H2o 
6:4 

concentreren 
aceton 
precipitatie 

PTLC* 
silicagel 

CHCl3/MeOH/H20 1 
(90:10 : 1) 

1 . CHCl3 MeOH/H20 
6 :4 

voorextraktie 
met BuOH 

silicagel 
kolom 2. CHCl3/MeOH (95 : 5) 12 

3. CHCl3/MeOH (90 : 10) 
4. MeOH 

MeOH/H20 concentreren PTLC ethylacetaat/ 1 
1:1 hexaan silicagel tolueen (3 : 1) 

ethylacetaat CHCl3/aceton (3:2) 
MeOH7H20 concentr eren hexaan PILC ethylacetaat/ 10 
3:1 3 x CHCl3 silicagel tolueen (3:1) 

CHCl3/aceton (3 :2 ) 
MeOH/H20 concenT:tere_n __ --- hexaan 1 si.Lrcag-eT- ----n:exaan/ aceton I 

9 : 1 3 x CHCl3 kolom (1:1) 

MeOH/H20 
1 : 1 
MeOH/H20 
95:5 

* preparatieve TLC 
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MeOH 2 PTLC CHCl3/MeOH 
aceton silicagel (3:1) 

20%- ige (NE4)2S04 4 x ethyl- 1 silicagel methyleenchloride/ 

concentreren 
acetaat kolom methanol (95 : 5) 

1 . Amberlite 1 . methanol 
XAD- 4 kolom 2 . CHCl3/methanol 
2. Florisil- (9 : 1) 

kolom 

5 

4 
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Vervolg tabel 2. De verschillende zuiveringsmethoden 

extraktie-
vloeistof 

MeOH/H20 
8:2 

voorbewerking 

methanol 
wegdampen 

vloeistof/ 
vloeistof 
scheiding 

e thylacetaat I 
H20 
acetoni tril/ 
pe troleumether 

vloeistofchromatografie 
vaste J fase 

1. PHPLC 
silicagelkol. 
en Porasi l A 
2 . PTLC 
silicagel 
3 . HPLC 

elutie- 1 referentie 
vloeistof 

1. methyleen­
chlor ide/ 
methanol (98:2) 
2 . CHCl3/MeOH 
(9 : 1) 
3 . H20/MeOH (9 : 1) 

6 

acetom.tn.l/H20 petroleumether sl.ll.cagelkol. tolueen/ethylace 2 
5:1 ijzerchloride PTLC taat/aceton (3 : 2 : 1) 

H20/ethylacetaat 
methanol 
acetonitril/H20 
84:16 
chloroform/ 
ethanol 
8 : 2 

petroleumether I 
methanol/H20 
100:55:45 
20% opl. van 
loodacetaat in 
azijnzuur 
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drogen 

hydrachloride indien nodig : 
chlor oform CHCl3/aceton/propanol 

petr oleum/ 
33%-i~e MeOH 

petroleum 
ether 

CHCl3 

-

1. mycocharkol . 
2. Florisilkol . 
1. silicagel 
Sep pak kolom 
2 . Sephadex 
LH- 20 
3 . Cyano 
extraktiekolom 
Sep Pak TM C18 
kolom 

gefraktioneerd 
d . m. v . HPLC 

(85:10 :5) 
-

2. chloroform/ 
methanol (95 : 5) 
1. methanol/ 
dichloromethaan (5:95) 
2 . methanol/ 
dichloromethaan (2: 8) 
3 . tolueen/ 
acetonit r il (8 : 2) 
MeOH/H20 
(2 : 3) 

3 

7 

8 

9 
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Detektie 

Bij de meeste detektiemethoden wordt gebruik gemaakt van levend celma­

teriaal (dierproeven), deze methoden zijn niet specifiek en bovendien 

niet erg kwantitatief. Dit overzicht geeft alleen chemische detektie­

methoden. 

De gebruikelijke detektiemethoden voor deoxynivalenol en andere tri­

chothecenen zijn dunnelaagchromatografie en gaschromatografie. 

Dunnelaagchromatografie wordt het meest gebruikt vanwege de grotere 

specificiteit als gevolg van een combinatie van twee ontwikkelrichtin­

gen met verschillende elutievloeistoffen en verschillende besproei­

lngsreagentia. Een groot nadeel van deze methode is de relatief hoge 

detektiegrens ten opzichte van gas-vloeistofchromatografie (GLC). 

Veel elutievloeistoffen voor TLC van trichothecenen zijn een combina­

tie van chloroform en een alcohol, meestal methanol. Ook ~~ordt gebruik 

gemaakt van benzeen/aceton, ethylacetaat/hexaan, ethylacetaat/tolueen 

en benzeen/tetrahydrofuran. 

Het probleem met deoxynivalenol is dat de stof niet fluoresceert wan­

neer de gebruikelijke besproeiingsreagentia, zwavelzuur en zuur 

p-anisaldehyde gebruikt worden. Kamimura e . a . (4) besproeiden de dunne­

laagplaat na ontwikkelen in chloroform/methanol (93:7) met een 20% 

AlCl3 in ethanoloplossing, na verhitten werd deoxynivalenol als een 

blauwfluorescerende vlek waargenomen onder UV licht met een golflengte 

van 365 nm. D~ detektiegrens van DON, toegevoegd aan mais, gerst en 

tarwe bedroeg 20-50 ~g/kg. 

Stahr e . a. (2) ontwikkelen de dunnelaagplaat met tolueen/ethylacetaat/ 

aceton (3:2:1) en besproeien met anisaldehyde . 

Na verhitten geeft DON onder UV licht met een golflengte van 360 nm 

een gele tot rode kleur, de absolute detektiegrens is 0,1 ~g. 

Gaschromatografie (GLC) heeft een lagere detektiegrens dan dunnelaag­

chromatografie . Omdat deoxynivalenol 3 OH groepen bevat (zie figuur 1: 

de struktuurformule van DON), wordt deze verbinding in de meeste ge­

vallen eerst gederivatiseerd. 

De gebruikte derivatiseringsreagentia voor het maken van trimethylsi­

lylderivaten zijn N,O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide (BSTFA) 

99% en 1% trimethylchlorosilaan (TMCS) en een mengsel van trimethyl­

silylimidazool (TSIM), N,O-bis-(trimethylsilyl)acetamide (BSA) en tri­

methylchlorosilaan (TMCS), dit mengsel is bekend als Tri-Sil-TBT . 
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Het is ook mogelijk om heptafluorboterzuurderivaten te maken, het 

derivatiseringsreagens is dan n-heptafluorbutyrylimidazool (HFBJ). 

In enkele gevallen wordt het deoxynivalenol niet gederivatiseerd, maar 

direkt geinjekteerd in de GC. 

De gehalogeneerde derivaten worden gedetekteerd door middel van GLC 

met electron capture detektie, de silylethers door GLC met vlamionisa­

tiedetektie. De electron capture detektie is veel gevoeliger dan de 

vlamionisatiedetektie. 

De vloeistoffase bij GLC kan bestaan uit een methylsilicoon (SE-30, 

OV-1), een methyltrifluorpropylsilicoon (OF-1) of een methylphenylsi­

licoon (OV-17). 

Een goed bruikbare kwantitatieve bevestigingsmethode is GLC gevolgd 

door massaspectrometrie . Het triheptafluorboterzuurderivaat van deoxy­

nivalenol heeft een m/z = 884 . Deze hoge waarde heeft een grote speci­

ficiteit tot gevolg, maar vereist ook een type massaspectrometer waar­

mee zeer hoge waarden gemeten kunnen worden. 

Voor een overzicht van de verschillende GLC toepassingen zie tabel 3 

(a en b). 

Tot slot nog iets over vloeistofchromatografische methoden: 

Daar de meeste trichothecenen geen UV absorptie vertonen zijn deze me­

thoden in zulke gevallen niet bruikbaar. Deoxynivalenol vertoont ech­

ter wel absorptie, het maximum ligt bij een golflengte van 225 nm (11). 

Schweighardt e.a . (9) gebruiken HPLC, maar alleen om te fraktioneren, 

DON wordt daarna bepaald me t GLC of TLC . 

Tabel 3a. De bepaling van het deoxynivalenolgehalte met behulp van GLC 

detektor detektie 
grens 
ng/g 

vlamionisatie 100 
vlamionisatie 50-100 
eletroncapture 2 
vlamionisatie 100 
electroncapture < 10 
e lectroncapture 100 
electroncapture 50 
vlamionisatie 25 
vlamionisatie 
electroncapture 100 
electroncapture 3- 15 
vlamionisatie 
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recovery 

89-93% 

72,80% 

89,8% 
25-35% 
85% 
68-101% 
94-96% 
65-92% 

produkt 
voedsel 

voedsel 
voer 
mais,gerst,tarwe 
mais,gerst,tarwe 
tarwe 
ma is 
mais,gerst, tano~e 
mengvoeder 
ma is 
granen 
granen 
ma is 

refe-
rentie 

2 
3 
4 
4 
5 
7 
8 
9 

10 
1 
1 

12 
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Tabel 3b . De condities voor gas-vloeistof-chromatografie 

kolom temperatuur derivatisering detektor refe-
(oC) rentie 

3% OV- 1 150- 250 BSTFA vlamionisatie 1 
massaspectrometer 

3% OV-1 150-280 TMS reagens vlamionisatie 10 

3% OV-1 260 ongederivatiseerd massaspectrometer 2 
10% OV-101 260 ongederivatiseerd massaspectrometer 2 
Dexsil 300 270 ongederivatiseerd massaspectrometer 2 

OV-101 180- 280 Tri-Sil-TBT FID, MS 3 
OV-17 180-280 Tri -Sil-TBT FID, MS 3 

2% OV-17 250 TSIM/ TMCS/ vlamionisatie 4 
ethylacetaat 

2% OV-17 240 TSIM/TMCS/ electroncapture 4 
ethylacetaat 

9% OV- 3 170 HFBI electroncapture 5 
9% OV-3 180 HFBI massaspectrometer 5 

3% OV-1 150-250 Tri-Sil- TBT massaspectrometer 6 

3% OV-1 165-240 HFBI electroncapture 7 

SE- 54 100-300 HFBI electroncapture 8 
3% Se-30 220 HFBI massaspectrometer 8 

5% SP2250 160-260 Tri-Sil-TBT vlamionisatie 9 

3% OV-101 160-250 Tri- Sil-TBT vlamionisatie 12 

BSTFA Bis (trimethylsilyl)fluoroacetamide 
Tri -Sil-TBT = trimethylsilylimidazool, N,O-bis(trimethylsilyl)acetamide 

en trimethylchlorosilaan 
TSH1 = trimethylsilylimidazool 
THCS = trimethylchlorosilaan 
HFBI = heptafluorobutyrylimidazool 
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Conclusie 

Om een lage detektiegrens bij de bepaling van deoxynivalenol in graan­

produkten en veevoeders te bereiken, lijkt GLC met electron capture 

detektie de beste . methode . 

Tot deze conclusie kwam Scott (11) ook. 

Voor een kwalitatieve bevestiging is GLC gevolgd door massaspectrome­

trie het meest geëigend. 

Twee uitgebreide overzichtsartikelen met betrekking tot methode voor 

de bepaling van deoxynivalenol en andere trichothecenen zijn gepubli­

ceerd door E~pley (1) en ·Scott (11). 
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Figuur 1. De structuurformule van Deoxynivalenol (DON). 


