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Afdeling Koolhydraat Vetchemie. Datum: 1984-02-10 

RAPPORT 8l1 .13 Pr.nr. 505.9020 

Projekt: Ontwikkeling van methoden voor het aantonen en bepalen van 
schouweieren in eiprodukten. 

Onderwerp: Onderzoek van (gas)chromatografische analysemogelijkheden 
voor de bepaling van 3-hydroxyboterzuur in eieren en ei
produkten. 

Voorgaand rapport: 84.7 

Doel: 
Ontwikkeling van een gaschromatografische methode voor de bepaling van 
3-hydroxyboterzuur (3~IBZ) in eieren en eiprodukten. 
Deze methode is bedoeld als referentiemethode. 

Samenvatting: 
Een capillair gaschromatografische methode werd onttolikkeld op basis 
van een Duitse methode van Littman, Schulte en Acker. De methode omvat 
een clean-up van het ontehlitte tolaterige extrakt , kolom elutie met 
ethylacetaat, derivatisering van het droge extrakt en gaschromatogra
fische scheiding van de componenten. Daarnaast werden twee methoden 
ontto1ikkeld met een snellere kolom clean-up en methyleren of silyleren 
van de componenten. 
Ook to1erd een HPLÇ scheiding van de coml?onenten beproefd. 

Conclusie : 
De detektiegrens die met GCC haalbaar bleek to1as ca. 5 }.lg/kg. Dit is ver 
beneden de in de praktijk voorkomende gehalten van meer dan 1 mg/kg. 
Voor het 1-10 mg/kg bereik werden standaarddeviatie gevonden van 0,1-
0,4 mg/kg (n=40). De basismethode is geschikt voor routinematige ana
l yse van ca. 20 monsters per dag. Bij enkele halffabrikanten werden 
geen storingen gevonden. Varianten op de methode maken de werkto1ijze 
eleganter en minder bewerkelijk. Ook met HPLC liggen er analysemoge
lijkheden vanaf 0,5 mg/kg. 
Bij een recente ori~nterende vergelijking met een enzymatische analyse 
bleek een redelijke overeenstemming te bestaan voor gehalten boven 3 
mg/kg. 

Verantwoordelijk: drs B.G. Muuse 
Medewerkers/samenstellers: B. Rut 
Projektleider : w. Haasnoot 

8413 .o 

(I ? Nuuse ~ 



Inhoud 

1. Inleiding. 

2. Nateriaal, apparatuur en hulpmiddelen. 

3. Onderzoek opzet voor de indeling zie sub 4. 

4. Resultaten en discussie. 

4.1 Algemeen. 

4.2 FID respons verhoudingen. 

4.3 Extraktie met Extrelut kolommen. 

4.4 Reproduceerbaarbeid van de gaschromatografie. 

4.5 Alternatieven voor indampen van de ethylacetaat 

voor de derivatisering 

met HPLC 

4.6 Identificatie van de componenten. 

4.7 Lineariteit van de methode. 

Recovery van interne standaard 

4.8 Vergelijking met enzymatische 

4.9 Eiprodukten. 

5. Conclus i es . 

6. Literatuur. 

Tabellen 1 t/m 6. 

Chromatagrammen 1 t/m 7. 

Grafieken 1 t/m 7. 

Bijlagen I t/m v. 

8413.0a 

en 3 -HBZ. 

analyse. 

blz. 

1 

2 

3 

4 

4 

5 

6 

6 

6 

7 

7 

8 

9 

9 

10 



1. Inleiding 

Neer en meer \.,rorden analysetechnieken verbeterd en ontwikkeld ter 

vaststelling van de kwaliteit van levensmiddelen. Met name is dit het 

geval bij bederfelijke waar en samengestelde produkten daarvan. 

Voor produkten die hoofdzakelijk bestaan uit eieren is de handel, pro

ducent en consument geinteresseerd in de kwaliteit van de gebruikte 

eigrondstof en met name of eieren van technische k\.,raliteit in levens

middelen terecht komen. 

In broederijen \.,rorden eieren geschouwd na 6 dagen en na 18 dagen en 

daarbij gecontroleerd op goede ontwikkeling van de vrucht. De controle 

na 6 dagen vindt echter in de praktijk weinig plaats. De niet bevruch

te heldere eieren die niet langer bebroed zijn dan 6 dagen mogen \wr

den aangeduid als klasse C eieren (geel etiket). Eieren met mindere 

k\mlitei t dan klasse C mogen alleen voor non- food doeleinden zoals 

cosmetica e.d. worden gebruikt. 

lofettelijke regelingen hiervoor \.,rerden vastgesteld in art. 6, Vo (EEG) 

2772/75 en opgenomen in de nederlanclse wetgeving in PBO voorschrift 

ESb - Verordening betreffende bepaalde handelsnormen voor eieren. Voor 

ons onderzoek zijn daarin met name art. 1; 6 lid 2 en 9 van belang. 

De chemische samenstelling van natuurprodokten zoals eieren is afhan

kelijk van het evenwicht in de biochemische processen. De onbevruchte 

eieren bevinden zich biochemisch in een status quo toestand \.,raarbij 

slechts langzaam verouderingsprocessen plaats vinden. 

Nicrobiële processen en fysische veranderingen kunnen l.,rél opmerkelijk 

zijn in deze onbevruchte eieren (1). 

Wanneer bevruchting plaats vindt en bebroeding volgt, dan start het 

wonderbaarlijke biochemische levensproces en komen energie- en ademha

lingsketens op gang. Eén van de metabolieten die dan geproduceerd 

wordt is het D-3-hydroxyboterzuur. Deze component wordt gevormd bij de 

beta-oxidatie van vetzuren met acetoacetaat als precursor naast vele 

andere hydroxy en ketoverbindingen uit de citroenzuurcyclus. Het on

derzoeken van Littman CS (1) en inmiddels ook Spelderholt-RIKILT on

derzoek heeft aangetoond dat met name het D-3-hydroxyboterzuur corre

leert met het al dan niet bevrucht en bebroed zijn van eieren en na 

bevruchting en normale ontwikkeling van de kiem zeer snel toeneemt van 

caa. 1 mg/kg in verse eieren tot ca. 400 mg/kg indien een zichtbare 

embryo ~.,ras ontwikkeld. 
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In dit verslag wordt de ontwikkeling beschreven van een gaschromato

grafische analysemethode en worden enkele varianten aangegeven , waar

onder HPLC om het gehalte aan 3-hydroxyboterzuur in eieren en eipro

dukten te bepalen. 

De gaschromatografische methode werd ontwikkeld op basis van oudere 

methoden van Heaney, Curtis '76 (2), Robinson, Barnes , Taylor '75 (3), 

Staruszkiewicz e.a . '70 en '71 (4,5) en met name de meer recente me

thode van Littman, Schulte , Acker '82 (1). 

2. Materiaal, apparatuur en hulpmiddelen 

2.1 Van het Spelderholt - Beekbergen \verden partijen vloeibare eieren 

verkregen van diverse k\valiteitsk1assen alsmede enkele droge eipoeder 

halffabrikaten. 

Voor de ontwikkeling van de methoden \verden litermonsters van vloei

baar ei verkregen, damvel werden kleinere partijen bij elkaar gevoegd 

en gehomogeniseerd. 

2.2 Voor de gaschr01natografie werd gebruik gemaakt van een Varian 

capillair GC serie 3700 met een 25 m fused silica kolom 0,23 mm I.D. 

met chemisch gebonden polaire fase CP Wax 57 CB. 

De splitmode injektor was van het type Grob, de detektie werd gedaan 

met een FID en het draaggas \vas helium. 

Tevens \verd een tot on column capillair GC omgebom."de Varian 3700 ge

bruikt met een 25 m fused silica kolom 0,32 mm r.D. met chemisch ge

bonden apolaire fase CP Sil 5. 

2.3 Voor het vloeistofchromatografisch onderzoek \verd gebruik gemaakt 

van een Varian 5000 met kolomverwarming met Waters doorstroom refrakto

meter R 401 en 30 cm Biorad aminex 87 H kolom. 

De R.r. werd gethermostatiseerd met een Colora Kryothermostaat. 

2.4 Voor de clean-up en concentratie van de componenten werd gebruik 

gemaakt van Extrelut kolommen en van ionenwisselkolommetjes van 

Baker-Amino NH2 • 

Als silyleringsreagens ,."erd BSTFA gebruikt. 

Als methyleringsreagens ,."erd 2N HCl/NeOH gebruikt. 
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3. Onderzoek opzet 

3.1 De gevolgde chromatografische analysen zijn te verdelen in de vol

gende fasen: 

- monste rvoorbereiding 

- klaren van het opgeloste monster 

- clean- up van het waterig extrakt 

- concentratie van de componenten 

- derivatisering van de componenten 

- chromatografis che scheiding en berekening van het resultaat. 

3.2 Voor de kwantificatie van de analyse is het gebruik noodzakelijk 

van een interne standaard. Ter vastste lling van de recovery van deze 

interne standaard bij elke analyse, werd een t\oJeede interne standaard 

toegevoegd aan he t eind van de analyse. IS I = glutaarzuur, IS II = 
adipinezuur. 

De FID respons verhoudingen van deze interne standaarden en 3-hydroxy

boterzuur werden vastgesteld m.b.v. een standaardmengsel van deze drie 

componenten en in de loop van het onderzoek enkele malen gecontroleerd. 

3.3 In de loop van het onderzoek blee k het noodzakelijk de clean-up 

nader te onderzoeken, te verbeteren en ook de gaschromatografische 

condities te herzien. 

3.4 Voor de controle op het goed funktioneren van de methode werd een 

standaard eioplossing gemaakt van het waterig extrakt, van het extrakt 

in ethylacetaat na extrelutscheiding en van de gemethyleerde verbin

dingen in de eindoplossing. Op deze wijze konden veranderingen in de 

methode getoetst \>lOrden op hun effekt op het resultaat . 

3.5 Na ontwikkeling van de basismethode werd onderzocht of er moge

lijkheden waren om de clean-up en derivatiseringsmethode te verbeteren 

en te verkorten en ook of er snellere alternatieven gevonden konden 

worden met HPLC. 

3.6 Voor de identificatie van de componenten in het chroruatogram , werd 

met GC-MS een standaard eioplossing onderzocht door de afdeling 

Organi sche Contaminanten en ,.,erden standaardmengsels geanalyseerd. 
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3.7 Voor het testen van de methode op juistheid werd de lineairiteit 

beproefd, de interne reproduceerbaarbeid bepaald , het niveau (meetver

wachting) getoetst en de detektiegrens nagegaan. 

Voor de lineariteitsbepaling '"erd uit t\Y'ee monsters met een hoog resp. 

laag gehalte aan 3-HBZ een lineaire mengreeks gemaakt. Deze mengsels 

werden meerdere malen en op verschillende dagen onderzocht. Dit gaf 

tevens informatie over de herhaalbaarheid en reproduceerbaarheld van 

de methode en ook de detektiegrens viel hieruit op te maken. 

Voor vaststelling van het niveau lolerd 3-HBZ in verschillende hoeveel

heden toegevoegd aan een eimonster met laag 3-HBZ gehalte. Behalve 

over de recovery '"erd hieruit ook weer informatie verkregen over her

haal- , interne reproduceerbaarbeid en detektiegrens. 

3.8 Tenslotte werd een oriënterend vergelijkend onderzoek gedaan tus

sen de basis GC methode en de enzymatische methode die door de afde

ling Ei\Y'itchemie werd ontwikkeld en uitgevoerd. 

4. Resultaten en discussie (De subnummers komen overeen met de subnum

mers in onderzoek hoofdstuk 3). 

Algemeen: Zie stroomschema bijlage I en basismethode bijlage II. 

4.1 De monstervoorbereiding bestond uit de inweeg van ca. 25 g gehomo

geniseerd eimonster en toevoeging van \Y'ater en interne standaard I 

(glutaarzuur). 

Om eiwitten en vetten te verwijderen werd het monster aangezuurd en 

fosforwolfraamzuur toegevoegd. 

Door centrifugeren ontstond een residu en een helder \Y'aterextrakt. Dit 

\>Taterig extrakt '"as geschikt voor verdere chromatografie. Enzymatische 

analyse van dit waterig extrakt bleek tot vrij\'lel dezelfde resultaten 

te leiden als de enzymatische analyse - VV9 (tabel 4 en 5). 

Om de componenten over te bre ngen in een organisch oplosmiddel werd 20 

ml van het waterig extrakt op een extrelutkolom gebracht en daarna ge

elueerd met ethylacetaat. Na deze opwerking werden diverse verdere be

werkingen gevolgd. 
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Bij de basismethode lolerd de ethylacetaat afgedampt totdat het monster 

draag was. De componenten lolerden daarna gemethyleerd met methanolzout

zuur en deze oplossing na neutralisatie gaschromatografisch onderzocht 

met een kolom voor polaire componenten CP Hax 57 CB (bijlage III). 

Een snellere methode bleek te zijn om de ethylacetaat niet af te dam

pen doch door een amino NH2 ionemolisselkolommetje te leiden waarbij de 

componenten \olerden geconcentreerd op de kolom en daarna de componenten 

weer te elueren met 1 ml van het methyleringsreagens. 

Een alternatieve derivatisering i.p.v. methyleren Has het silyleren 

van zowel de hydroxylgroep als de carboxylgroep m.b.v. BSTFA-silyle

ringsreagens, uitgaande van het droge extract. De componenten zijn dan 

apolair geworden en kunnen gaschromatografisch lolorden bepaald met een 

kolom voor apolaire stoffen: CP Sil 5 (bijlage IV). 

Uit een eerste ori~nterend onderzoek bleek dat de niet gederivatiseer

de verbindingen van het droge extrakt ook m.b.v. HPLC met een ionen

wisselkolom Aminex 87 H konden worden gescheiden. 

4.2 De responsverhoudingen van de methylesters van resp. 3~1BZ, glu

taarzuur (Glu) en adipinezuur (Adi) Herden bepaald en berekend met de 

formules (1) en (2) 

(1) Kf (Glu/ Ad i) 

(2) Kf (3-HBZ/Glu) 

= opp Adi 
opp Glu 

= opp Glu 
opp BHBZ 

(3) Kf (theoretisch) a/b 

mg Glu 
mg Adi 

• mg 3-HBZ 
mg Glu 

= koolstofaantal met respons in FID van b 
koolstofaantal met respons in FID van a 

x Holgelolo a 
Holgelolo b 

Er lolerd verondersteld dat m.n. carboxyl en carbinolgroepen geen FID 

respons geven. 

De theoretische lolaarden berekend volgens de principes van Onkie Hang 

( 6) formule (3) bleken redelijk overeen te komen met de gevonden lolaar

den (zie tabel 1). 
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4.3 De kolomextraktie van extrelut met ethylacetaat werd gecontroleerd 

op volledige elutie van interne standaard en 3-HBZ door de kolom met 

steeds grotere hoeveelheden ethylacetaat te elueren. Pas na ca. 160 ml 

ethylacetaat bleek het 3-HBZ volledig van de kolom af te zijn terwijl 

de IS I glutaarzuur reeds bij de 1e 40 ml volledig geëlueerd was (zie 

tabel 2). 

In deze fase van het onderzoek bleek een betere GC scheiding van 3 -HBZ 

en een begeleidende component nodig. Hiertoe werd de programmering van 

de temperatuur vertraagd \of'aardoor een vrij\.;rel basislijnscheiding werd 

verkregen van 3 -HBZ. Ook de scheiding van IS I en I I werd hierdoor ver

beterd. Voor het verder onderzoek werd deze programmering gehandhaafd 

(zie chromatagram 1). 

4.4 De gemethyleerde verbindingen van de standaard eioplossing werden 

herhaaldelijk geanalyseerd ter controle op het niveau van de GC analy

se. Uit de \.;raarnemingen \of'erd het gemiddelde berekend en de spreiding 

van het GC-deel van de analyse. Voor het niveau 7 ppm werd een 

variatieco~ffici~nt berekend van 4,2% of Ri = 0,8 mg/kg (zie tabel 3). 

Hieruit bleek tevens de goede houdbaarheid van de extraktent Houdbaar

heid tot enkele weken. 

4.5 Vervanging van het indampen van ca. 160 ml ethylacetaat door com

ponent concentratie op een ionem.;risselkolommetje van Baker was bijzon

der snel en eenvoudig doch gaf soms afwijkende resultaten t.o.v. de 

werkwijze volgens de basismethode. Elutie met 1 ml methanol i.p.v. met 

1 ml methanol/Hel kon toegepast worden \.;ranneer GC met gesilyleerde 

verbindingen gewenst was (zie chromatagram 2 en vergelijk hierbij 

chromatagram 1). 

Voor de \o~einig aantrekkelijke methyleringsmethode met vers bereid 2 N 

zoutzure methanol, verwarming en neutraliseren van het zoutzuur met 

natriumbicarbonaat gevolgd door ammoniakale methanol waarbij een aan 

ammoniumchloride oververzadigde oplossing van methanol wordt verkregen, 

werd een vervangende derivatisering toegepast door te silyleren. Het 

drooggedampte (ethylacetaat) extrakt werd met 100 )Jl BSTFA gesilyleerd 

bij 60°C gedurende 30 min. Daarbij werden eerst de hydroxylgroepen ge

silyleerd en vervolgens de carboxylgroepen (7). 
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Het gaschromatogram (zie chromatagram 3) werd hierdoor en door toepas

sing van een andere kolomfase (CP Sil 5) veranderd en is niet zonder 

meer vergelijkbaar met een chromatagram van de methylesters op CP Wax 

57 CB. 

Het silyleren is een elegantere techniek dan methyleren en leverde een 

geringe tijdswinst, doch beide derivatiseringen werden equivalent be

vonden (zie tabel 4 en 5 grafiek 1 t/m 6). Doordat echter somtijds 

toch verschillen ~.,erden gevonden is de basismethode met methyleren van 

de componenten nog steeds het meest betrouwbaar op dit moment. 

Ook werd nagegaan of met HPLC een al ternatief gevonden kon '"orden. 

Hiertoe ~o1erd het droog gedampte ethylacetaatextrakt opgenomen in 50 )11 

water en 25 )11 van dit opgeloste eiextrakt geinjekteerd op de ionen

wisselkolom van de HPLC bij 40°C. 

Voor de eimonsters met ca. 7 mg/kg 3- HBZ '"erden overeenkomstige resul

taten verkregen als met de GCC (zie chromatagrammen 6 en 7). Een ge

halte van ca. 0 , 5 mg/kg zou nog meetbaar zijn. 

Dit HPLC chromatagram ~o1erd in ca. 30 min verkregen terwijl het gas

chromatagram ca. 60 min duurt. Het GC hebben ,.,e echter de beschikking 

over auto-injektoren waardoor deze tijd geen rol speelt. 

4.6 Het behulp van GC-MS werd een standaard eiextrakt onderzocht dat 

werd verkregen met de basismethode en ~.,erd het 3-hydroxyboterzuur ge

identificeerd. In chromatagrammen 1 en 3 zijn enkele pieken benoemd 

zoals ze werden gevonden met een CP Wax 57 CB kolom na methylering 

resp. met een CP Sil 5 kolom na silylering. In chromatagrammen 4 en 5 

zijn resp. een aantal gemethyleerde en gesilyleerde standaardcomponen

ten aangeduid ~o1aarbij hun retentietijden inpasbaar zijn in chromate

grammen 1, 2 en 3. 

Voor struktuurformules en gegevens over de componenten zie bijlage v. 

4.7 De lineariteit van de methode bleek goed te zijn in het onderzoch

te gebied van 0-10 mg/kg. 

De herhaalbaarheid van de basismethode berekend uit de waarnemingen 

bij het lineariteitsonderzoek en de additietest had een standaard

deviatie van 0,18 mg/kg en een reproduceerbaarheld met een SD van 

0,31 mg/kg (zie tabellen 4 en 5), ofwel herhaalbaarheid r = 0, 5 en 

interne reproduceerbaarbeid Ri = 0,9 (zie tabellen 4a en Sa). 
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Het piekoppervlak van 1 mg/kg was ca. 250 t erwi jl 100 nog meetbaar is. 

De detekt iegrens van de basismethode ligt derhalve op ca. 0,4 mg/kg. 

Door simpele aanpassingen zoals meerdere extraktkolommen, verzamelen 

van extrakten en splitleas on column i nj ec tie, kan deze detektiegrens 

met een faktor 100-200 omlaag gebracht worden. Deze uiterste detektie

grens w·ordt verkregen door het totale w·aterige extrakt over ca. 5 

extrelut kolommen te leiden en te elueren met ethylacetaat. Leid al 

deze ethylacetaatfrakties (800 ml) door één amino NH2 kolom en elueer 

de gebonden componenten met 1 ml MeOH. Damp de methanol in en silyleer 

de verbindingen met 100 ~1 BSTFA en injekteer 1 pl on column op CP Sil 

5. De FID detektor heeft een (nog 10 x te verhogen) gevoeligheid van 1 

ng. Hanneer de boven beschreven \o7erkwijze wordt gevolgd zou een BHBZ

gehalte van 4 ~g/kg (ppb) nog aantoonbaar zijn. 

Het terugvindpercentage van toegevoegde standaarden BHBZ berekend met 

de interne standaard I (Glu) in het 0-10 mg/kg gebied lag rond 80% 

(60 - 100%) (zie tabel 5). 

De recovery van ca. 80% voor IS I (in tab~llen 2 t/m 5) werd ook ge

vonden door Littman en Schulte (1) en heeft betrekking op het terug

vindpercentage van interne standaard I (Glu). Dit percentage geeft per 

analyse aan of de analyse betrouwbaar is geweest. De verliezen ont

staan in dit geval door afcentrifugeren van het residu. Toen het · tota

le eihomogenaat op de extrelut kolom gebracht \olerd, was de recovery 

voor de IS I (Glu) 100%. Deze \o1erk~o1ijze is echter niet elegant, blijkt 

ook een minder schoon chromatagram op te leveren en is bovend ien niet 

nodig om een juist gehalte te leveren. De methode gaat e1.·van uit dat 

het glutaarzuur (IS I) zich op dezelfde wijze verdeelt over residu en 

filtraat als he t 3-HBZ. Voo r het 0- 10 mg/kg gebied is dit verantloloord. 

4. 8 Vergeleken met de enzymatische analysen ,.,as de overeenkomst in 

eerste instantie niet bevredigend. Met name bleek de enzymatische ana

lyse niet betrouwbaar bij lage gehalten. In de loop van het onderzoek 

werden zo\•lel de enzymatische (8) als de gaschromatografische methode 

verbeterd en voor zover aanwezig werden de resultaten vergeleken (zie 

tabel 6 en grafiek 7). Bij het lineariteitsonderzoek en standaardad

ditie test werden de analysen ook met de enzymatische methode uitge

voerd door de afdeling Ehli tchemi e . De resultaten kwamen goed overeen 

me t de resultaten van de GC basismethode. 
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Enzymatische analyse van enkele waterige extrakten van de gaschromato

grafische analyse bleek zonder problemen mogelijk en gaf dezelfde re

sultaten als met de oorspronkelijke enzymatische analyse, doch had 

verder geen voordelen dan arbeidswinst bij analyseren volgens deze 

tl'lee methoden (zie tabel 4 en 5). 

4.9 Analyse van eipoeder en vloeibare gesuikerde eiprodukten gaf geen 

bijzondere problemen. Voor de inweeg werd rekening gehouden met de 

hoeveelheid ei in het monster. 

5. Conclusies 

Met capillaire gaschromatografie is 3-HBZ te bepalen voor gehalten bo

ven ca. 5 ~g/kg. Bij berekening van de herhaalbaarheid l'lerd een stan

daarddeviatie gevonden van 0,2 mg/kg voor het 1-10 mg/kg gebied en 

voor de reproduceerbaarheld l'lerd een SD gevonden van 0 , 3 mg/kg. 

De in de praktijk voorkomende gehalten van 0,5 mg/kg en hoger zouden 

bovendien met HPLC bepaald kunnen ,.,orden doch levert geen voordelen. 

Vergeleken met de enzymatische analyse van de afdeling Ehlitchemie 

,.,erd met enig voorbehoud een goede overeenkomst gevonden met de GC 

analyse boven 3 mg/kg. Een goede methodevergelijking dient nog gemaakt 

te worden. Gezien de tot nu toe verkregen resultaten lijkt het resul

taat hoopvol. 

Met de GC analyse is het mogelijk om ook andere zuren uit de citroen

zuur-cyclus te bepalen en een correlatie te leggen met al dan niet be

broed, bevrucht, afgestorven of microbieel aangetast. Verder onderzoek 

waaronder GCMS identificatie is dan nodig. De GC is evenals de enzyma

tische analyse geschikt als routinemethode met ca. 20 analysen per dag. 

Analyse van de silylethers gaf soms resultaten die doen vermoeden dat 

dit een betere methode zou kunnen blijken te zijn dan de methode met 

de methylesters. Verdere ervaring met deze methode dient verkregen te 

worden. Tot nu toe is de basismethodiek met methylesters het meest be

tromolbaar. 

8413.9 - 10 -
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Tabel 1. FID - reponsfaktoren 

Methylesters Silylethers 
gevonden theoretis ch gevonden theoretisch 

Kf 3-HBZ/Glu 1,33 1,31 1,00 0,89 
Kf Glu/ Ad i 1,15 1, 09 0,98 1,01 

Tabel 2. Invloed van het elut ievolume op het gevond en gehalte aan 3-HBZ 

Ethylacetaat 
(elutievolume) 3-HBZ gevonden Recovery GZ/AZ 

ml mg/kg % 

40 2,3 54 
80 4,0 69 

120 5,9 59 
160 6,7 69 
200 6,9 69 
240 6,5 64 

Tabel 3. lO~voudig onderzoek van een gemethyleerde standaard 
ei-oplossing 

Datum Recovery 
3~HBZ GZ/AZ 

ppm % 

1984-01-11 (oude kolom) 7,0 72 
1984-01- 12 6, 8 75 
1984-01-12 7,0 73 
1 984~01-20 6,9 67 
1984~01-17 6,8 60 
1984-01-24 (nieuwe kolom) 7,6 79 
1984-01-25 7, 5 86 
1984~01-26 7, 3 89 
1984-02- 01 (gereviseerde kolom) 6 ,9 87 
1984-02-01 7, 0 83 

Van het gaschromatografische analysedeel ~o1as de standaarddeviatie 
0,30 mg/kg of wel de variatieco~ffici~nt 4 ,2% en de interne repro
duceerbaarheid 0,8 mg/kg. 

8413.11 
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Tabel 4. Linearite itsonderzoek 

Mengreeks van A (RIKILT 1983 46760) en B (RIKILT 1983 44547) 

Hengverhouding A/B 1/0 3/1 1/1 1/3 0/1 

.Q_e~e_!,hzleerd* 
198L• - 01-ll Split 1:7 o, 8/72 2,3/64 3,6/6LI 5,4/59 6' 5/58 

1984-01-12 On Column 0,3/77 2 ,3/61 3,5/68 5,2/6LI 6,8/61 

1984-01-31 Split 1:7 0,9/102 2,5/100 3,9/96 5,6/96 6,7/98 

.Q_esi.!.Yle.!:_rd* 
8,3/96 1984-01 -31 On Column 1,4/54 3,8/87 5,2/90 7,3/86 

! n ~Y!!!.a.!. i.! c.!!. 
1984- 02-02 0,8 2,4 3,7 4,7 6,3 
waterextrakt van GCC 1,4 2,8 3,8 5,5 7,7 

* a/b a = mg/kg 3- llBZ 
b = terugvindpercentage van . glutaarzuur (IS I) 

Tabel 4a. Li.neariteitsonderzoe k - Berekeningen 

y = a x + b y = 3- HBZ gehalte 
x = percentage B in A 
a = helling van de rechte lijn door de meetpunten 
b gehalte van A (46760) 

Analyse a b Geha lte van n Res. standaard 
( 4454 7) error 

Hethyl 1 0,0580 0,82 6,62 0,166 

Nethyl 2 0,0636 0,44 6,80 0,189 

Hethyl 3 0,0588 0,98 6,86 0,166 

Silyl 0,0692 1,74 8,66 0,405 

Enzym 0,0532 0,92 6,24 0,182 

Hethyl 1,2,3 0,0601 0,75 6,75 0,218 

8413.12 



Tabel 5. Standaardadditie van 3-HBZ aan eimonster (RIKILT 1983 4ll545) 

Additie 0 2 3,3 4 6,0 6,7 10,0 

~eth1.les te.!_S 
1984-01-19 Split 1:7 1,3/77 2,9/84 4,4/85 6,3/83 

1984-01-20 Split 1:7 1,5/88 2,9/88 4,5/93 6,1/82 

1984-02-02 Split 1 : 7 1,2/107 3,7/97 5,9/100 7,5/103 

iJdxlethet;! 
1984-01-31 On Colunn 1,6/75 3,3/95 5,9/85 7,5/66 

1984-01-31 On Co1l.fll1l~'f 1,8/57 4,4/77 6,6/61 8,4/83 

!~léltisch* 
1984-02-02 1,1 2,4 add (7 ,4)ooc 4,4 add 
Alleen D BHBZI 1,66 D 3,33 D 5,00 D 
Haterextrakt van G(X; 1,3 2,3 4,7 5,0 

* Additie van 3- HBZ apart van additie glutaarzuur (IS I) 
a/b a = mg/kg 3-l-mZ 

b = terugvindpercentage van glutaarzuur (IS I ) 

Tabel Sa. Standaardadditie - berekeningen. 

y=ax+b y 
x 

= 
= 

3-HBZ ge hal te 
3-HBZ additie 

a 
b 

= 
= 

helling van de rechte lijn door de meetpunte n 
gehalte van A (44545) 

Analyse a b Res. standaard Recovery 
error (100 x a ) 

Hethyl 1 0,825 1,25 0,132 83 

Nethyl 2 0,770 1, 4ll 0,077 77 

Hethyl 3 0,632 1,44 0,319 63 

Silyl 1 1,015 1,53 0,302 102 

Silyl 2 0,659 2,01 0, 284 66 

Ne thyl 1,2,3 0,673 1,55 0,411 67 

Silyl 1, 2 o, 715 2 ,08 0,743 72 

Hetho + silo 0,697 1,74 0,640 70 

8413.12a - 13 -

Recovery 
over 3-tmz 

% 

83 

77 

63 

102 

66 

(66) 
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Tabel 6. Overzicht van resultaten 1983/1984 

RIKILT 
nummer Hethylesters Silylethers Enzymatisch 

43601 49 47 

43605 2,0 1,5 

44507 133 143 

44539 1,0 1,0 1,0 1,9 

44542 56 44 54 58 

445'•5 1,5 1,3 1,3 1,8 1,6 0,6 

uit tab. 5 n=20 1,3-2,1 1,1 

44547 6,7 6,9 6,5 8,3 8 ,4 6,3 

uit tab. 4 n=15 6,8 n=5 8,3 n=S 5,9 

'•5439 1, 0 

46743 0,7 0 ,8 

46748 4 ,6 1, 0 

46'760 0,8 0,9 1,4 

uit tab. 4 n=15 0,8 n=5 0,8 n=5 0,8 
n=5 1,8 

46769 0,9 3,0 2 , 4 

46771 2,8 2, 8 

49449 2,8 2,8 2,5 

49450 4,7 3,7 
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OPLOSSEN 
IN 60~LL 
H30+ 

GCC 

CP SIL 6 

Bijlage I 

ENZYHA TISCHë ANAL!!!/ 

CP WAX 67 CB 



Methode voor de bepaling van P-hydroxyboterzuur in eieren 

l~erkwi j ze: 

- 25 gram ei in 250 ml bekerglas afwegen 

- 10 rul glutaarzuuropl. (IS) toevoegen 0,2 mg GZ/10 ml H2o 
- 50 rul water toevoegen 

- 2 minuten roeren op magneetroerder 

- 20 ml Z\vavelzuur 4N toevoegen 

- 2 minuten roeren op magneetroerder 

- 40 ml fosforwolfraamzuur toevoegen 

(fosforwolfraamzuur: 10 g per 100 g water) 

- 5 minuten krachtig roeren op magneetroerder 

- suspensie overgieten in 2 centrifugebuizen van 80 rul 

- 10 minuten centrifugeren bij 5000 toeren/min 

Bijlage II 

- heldere bovenlaag overgieten over vouwfilter in erlenmeyer 

(centrifugebuis niet nawassenlll) 

- 20 ml van filtraat op een extrelut-kolom brengen en 15 min laten in-

werken, elueren met 160 ml ethylacetaa t (4 x 40 ml) 

- eluens opvangen in een kolf van 250 ml met ingeslepen stop 

- indampen aan rotavapor bij 40°C 

- overspoelen me t ethylacetaat in een reag eerbuis met ingeslepen stop 

- 2 ml adipinezuuroplossing (IS) toevoegen 0,05 mg AZ/5 ml et.ac. 

- oplossing in reageerbuis indampen aan rotavapor bij 40°C 

monste r is nu klaar voor methylering. 

Ne.thylering 

- 1 ml methanolische zoutzuuropl. toevoegen aan het extract (methano

lische zoutzuuropl.: zoutzuurgas leiden door methanol totdat een 

sterkte is verkregen van 2 mol/1) zie bijlage A 

- reageerbuis goed afsluiten en 30 minuten in een droogstoof zetten 

bij 60°C 

- reageerbuis afkoelen onder koud stromend water 

- 0,25 ml methanolische ammoniak toevoegen 

(methanolische ammoniakopl.: ammoniakgas leiden door methanol totdat 

een sterkte is verkregen van 5 mol/1) zie bijlage B 

8413.14 



- spatelpunt natriumhydrogeencarbonaat toevoegen 

- krachtig de reageerbuis schudden 

- door acrodisc cartridge CR 0,45 ~m filtreren 

mons ter gereed voor GC analyse (1 ~1 inspuiten). 

Totale duur van de analyse ca. 21/2 uur. 

Berekening: 

ppm BHBZ = opp BHBZ 
opp Glu 

mg Glu • KfBHBZ/Glu 

KfBHBZ/Glu = opp Glu 
opp BHBZ 

Reeover 

KfGlu/AZ 

8413.15 

opp Glu 
opp AZ 

opp AZ 
opp Glu 

• 

mg ei (gr) 

mg BHBZ 
mg Glu 

mg AZ 
mg Glu 

mg Glu 
mg AZ 

KfGlu/AZ • 

1000 

145 • 100 
20 



Bijlage A 

Bereiding van een zoutzure methanoloplossing. 

Leid gedurende ca . 30 min zoutzuurgas door methanol . Zoutzuurgas is te 
I 
I 

genereren door voorzichtig geconcentreerd zoutzuur te druppelen bij 

geconcentreerd zwavelzuur . Het ontstane zoutzuurgas wordt door gecon

centreerd zwavelzuur geleid als wasvloeistof en. doorgeleid door metha

nol. 

Uit de gewichtstoename van de methanoloplossing is de zoutzuurconcen

tratie te berekenen. Deze dient ca. 2 mol/1 te zijn (toename van 7,5 

gr per 100 ml). 

lSO ml H2S04 en 100 ml RCl leveren ca. 32 gr RCl gas. 

Apparatuur: 

8413.16 



Bijlage B 

Bereiding van een ammoniakale methanoloplossing . 

Leid gedurende ca. 45 min ammoniakgas door methanol . 

Ammoniakgas is te genereren door een geconcentreerde ammoniakoplossing 

te verhitten onder reflux en het gas te drogen door doorleiden door 

ongebluste kalkbrokjes . Het doorleiden dient zo~ang te geschieden dat 

uit de gewichtstoename van de methanoloplossing een ammoniaconcentra

tie van ca. 5 mol/1 wordt berekend (toename van 8,5 gr per 100 ml). 

Apparatuur: 
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4.1 Condities: GCC 

Gaschromatograaf: Varian 3700. 

Kolom 

Injektor 

Detektor 

Druk 

Splitverhouding 

Verzwakker 

CP Wax 57 CB fused silica 

20 meter 

diameter binnen 0,22 mm. 

280°C. 

FID 280°C. 

1,0 atm. 

1:7 (7 ml/min). 

4 x 10-12 • 

Kolomtemperatuur: 10 min isotherm 70°C 

gradlent 35°C/min naar 200°C 

10 min isotherm 200°C. 

Recorder 

Papiersnelheid 

Injektie Volume 

Draaggas 

Dataverwerking 
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Kipp 1 mv. 

1 cm/min. 

1 JJL 

Helium. 

Spectra Physics SP 4000. 

Bijlage III 



4.1 Condities: GCC 

Gaschromatograaf: Varian 3700. 

Kolom CP Sil 5 fused silica 

25 meter 

Injektor 

Detektor 

Flow 

Splitless 

Verzwakker 

diameter binnen 0,32 mm. 

50°C gradient 120°/min naar 220°C 

60 min isotherm 220°C. 

FID 250°C. 

1,5 ml/min. 

On Column. 

4 x 1o-11. 

Kolomtemperatuur: 3 min i s otherm 50°C 

gradient 3°C/min naar 220°C. 

Recorder 

Papiersnelheid 

Injektie Volume 

Draaggas 

Dataven-1erking 
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Kipp 1 mV. 

1 cm/min. 

1 }11. 

Helium. 

Spectra Physics SP 4000. 
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Brutoformule Holgew. 
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Triviaalnaam 

melkzuur 

pyrodruivenzuur 

3 OH boterzuur 

Fumaarzuur 

bar nsteenzuur 

= su.ccinezuur 

Appelzuur 

= rnaionzuur 

citroenzuur 

proline = 

pyrolidinecarb.z. 

adipinezuur 

glutaarzuur 

wijnsteenzuur 

azijnzuur 
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Bijlage V 

Systeembenaming 

2 OH propionzuur 

2 keto propionzuur 

2 e thyleendicarb. zuur 

1.4 butaandicarb. zuur 

hydroxysuccinezuur 

2 OH 1-2 -3 propaantricarb.z. 

2 pyrolidine 5 carboxylzuur 

1.4 butaan dicarboxylzuur 

1.3 propaandicar boxylzuur 

2.3 di OH succinezuur 

benzoi:!zuur Q cooH 

sorbinezuur CH3-C == C-C==C-COOH 2 propenyl acrylzuur 


