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Onderwerp: Vergelijkend onderzoek naar methoden voor de bepaling van 

het gehalte aan aflatoxine Bl in veevoeder extracten 

Doel : 

Het vergelijken van de resultaten verkregen via de door het RIKILT 

ontwikkelde methode met de resultaten verkregen via enkele andere 

gebruikte 11\ethodieken. 

Samenvatting: 

Door 11 laboratoria zijn vijf extracten van veevoeders onderzocht op 

het gehalte aan aflatoxine 81. 

De RIKILT methode is toegepast door 6 laboratoria, terwijl door 9 la­

boratoria alternatieve methoden toegepast zijn. 

Conclusie: 

- De resultaten van het ringonderzoek voldoen aan de eisen welke ge­

steld kunnen worden aan forensisch onderzoek op het ~g/kg niveau . 

- Er bestaat geen significant verschil tussen de resultaten verkregen 

met de RIKILT TLC-HPLC methode en resultaten verkregen met de ove­

rige methode. 
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1 . Inleiding 

Naar aanleiding van de, per 1 januari 1984, verlaagde tolerantie, 

voor aflatoxine Dl in krachtvoeder, van 20 pg/kg naar 10 pg/kg werd 

in 1984 op het RIKILT een "'wrkshop" gehouden waarbij de door het 

RIKILT ontwikkelde methode uitvoerig werd besproken. In vervolg op 

deze "workshop " en op verzoek van de Vereniging van Nederlandse Heng­

voederfabrikanten is besloten een ringtest te organiseren. 

Het doel van deze ringtest is nagaan hoe de resultaten van de in ge­

bruik zijnde methoden averifinstemmen met de resultaten verkregen met 

de RIKILT TLC-HPLC methode. 

2. Deelnemers 

In bijlage 1 is een lijst gegeven van de aan de ringtest deelnemende 

laboratoria . 

3 . Beschrijving van de studie 

Door het RIKILT werden een aantal ampullen bereid, gevuld met een 

chloroformextract van een veevoeder. De ampullen voor onderzoek 

volgens de RIKILT methode werden voorzien van kenmerk D terwijl de 

ampullen van de overige methoden werden voorzien van kenmerk G. De 

volgende materialen werden aan de deelnemende laboratoria verzonden: 

1 . standaardoplossing aflatoxine Bl in chloroform concentratie 1 pg/ml. 

2. oefenmonster met een bekende aflatoxine Bl concentratie van 

16 pg/kg . De ampul bevatte voor de RIKILT methode een extract overeen­

komend met 1 gram veevoeder/5 ml en voor de overige methoden een ex­

trakt overeenkomend met 10 gram veevoeder/5 ml. 

3 . Ampul 1,2,3,4,5. Elke ampul bevatte voor de RIKILT methode het ex­

tract van 1 gram veevoeder/5 ml en voor de overige methoden het ex­

tract van 10 gram veevoeder/5 ml. 

Teneinde een slechte reproduceerbaarheld van de analyseresultaten, 

veroorzaakt door inhomogeniteit van de monsters, te voorkomen werden 

geen krachtvoeders aangeboden, maar extracten van krachtvoeders . 

De extractie is uitgevoerd met chloroform in aanwezigheid van \>later 

en celite volgens de gebruikelijke methode (1) . 
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Ten behoeve van deze ringtest werden een aantal krachtvoeders met een 

aflatoxine Hl gehalte < 1 ~g/kg verzameld . 

Deze krachtvoeders werden batchgewijs geäxtraheerd waarna de verzamel­

de extracten gehomogeniseerd werden. Aansluitend werd het gehomogeni­

seerde chloroformextract tienmaal geconcentreerd, opnieuw gehomogeni­

seerd en in vier porties verdeeld. De vier aldus verkregen identieke 

chloroformextracten werden gecontamineerd met aflatoxine Bl op een 

niveau van respectievelijk 16 ~g/kg (oefenmonster), 9 ~g/kg (ampul 1 

en 4 = monster A), 15 ~g/kg (ampul 2 en 5 = monster B) en 0 ~g/kg 

(ampul 3 = blanco). 

Voor de RIKILT methode werd een aliquot van de vier monsterextracten 

precies tienmaal verdund en uitgevuld in ampullen . Voor de overige 

methoden werden de ampullen rechtstreeks uit de vier monsterextracten 

gevuld. 

Aan de deelnemende laboratoria zijn uitgebreide instructies met be­

trekking tot het uitvoeren van de ringtest gezonden . Naast het uit­

voeren van de metingen is aan de deelnemers gevraagd een aantal 

grootheden, die de analyseomstandigheden mede karakteriseren, te rap­

porteren. 

In bijlage 2 zijn een aantal formules, welke door de deelnemers daar­

toe gebruikt dienden te worden , weergegeven . 

4. Toelichting op de toegepaste analysemethoden 

In tabel 1 is een overzicht gegeven van de door de deelnemers gebruik­

te Op\'lerkingsmethoden en meetomstandigheden. 

In tabel 2 zijn de resultaten van het HPLC gedrag alsmede de resulta­

ten van de lineariteitstest gegeven. 

In kolom 2 van tabel 1 wordt een verwijzing gegeven naar de gebruikte 

opwerkings- c.q. zuiveringsmetheden welke hieronder kort beschreven 

worden. 

Hethode 1 : 

RIKILT-TLC-HPLC methode (uitvoerig voorschrift aan alle deelnemers 

verzonden) 

Hetbode 2 : 

Het extract wordt gezuiverd over een kolom bestaande uit Na2so4/Si02/ 

Al2o3 (zuur)/Na2so4 • 
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Na opbrengen van het extract wordt de kolom gewassen met ijsazijn/ 

tolueen (1:9 v/v) en ether/hexaan (2:3 v/v). Elutie vindt plaats 

met methanol/dichloormethaan (5:95 v/v). Na derivatisering met tri­

fluor azijnzuur l~ordt het aflatoxine Bl gehalte vloeistof chromato­

grafisch bepaald. 

Hethode 3 : 

Het extract wordt gezuiverd over een Baker silicagel kolom. Na concen­

treren wordt een allquot gederivatiseerd met trifluorazijnzuur waarna 

het aflatoxinegehalte vloeistofchromatografisch wordt bepaald. 

Nethode 4 : 

Het extract wordt gezuiverd over een silicagel kolom. Na opbrengen van 

het extract wordt de kolom gewassen met ijsazijn/tolueen (1:9 v/v), 

hexaan en ether. Elutie vindt plaats met dichloormethaan/aceton (6:1 

v/v). Na concentreren wordt het extract, direct vloeistofchromatogra­

fisch bepaald . 

Hethode 5 : 

Principe conform methode 3 waarbij voorzuivering plaats vindt door 

middel van silicagel 60 . 

Nethode 6 : 

Zie methode 3. 

Hethode 7 : 

Duitse GPC-TLC methode. Uitvoerig voorschrift aan alle deelnemers ver­

zonden. 

Hethode 8 : 

Het chloroform extract wordt gezuiverd via een Seppak florisil kolom 

gevolgd door een Seppak Cl8 kolom. Van het eluaat , 50 rol aceton/H20 

15:85, wordt 250 ul geinjekteerd in het HPLC systeem conform methode 1. 

Methode 9 : 

Zie methode 5. 

Bij deze methode lWrdt 

volgende gradiënt: 

0 min. CH3CN/H20 

6 min. CH3CN/H20 

11 min. CH3CN/H2o 

bij de HPLC analyse gebruik gemaakt van de 

( 20 :80 v/v) 

(27:73 v/v) 

(30:70 v/v) 

In kolom 3 van tabel 2 is per deelnemer, althans wanneer de TLC-HPLC 

methode is gebruikt , het schotelgetal voor de gebruikte kolom gegeven. 
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Uit vroegere experimenten was gebleken dat voor een voldoende schei­

ding van aflatoxine B1 en eventuele matrix componenten een schotel­

getal van minimaal 2000 nodig was, uitgaande van een voldoende selec­

tiviteit en juiste eluens samenstelling. Ook nu weer is gebleken dat 

het schotelgetal geen goede maat is om het scheidend vermogen van een 

systeem voor bepaalde componenten aan te geven. 

Voor een juiste kwantificering zowel uitgaande van de piekhoogte als 

piekoppervlak is een symmetrische piek noodzakelijk. Een maat voor 

de symmetrie is de symmetriefactor (kolom 4). Ervaring heeft geleerd 

dat deze factor rotnimaal 0,6 dient te bedragen. 

In kolom 5 is de responsverhouding van de bij de ringtest meegeleverde 

standaard en de door de deelnemers gebruikte eigen standaard vermeld. 

Grote afwijkingen van 1,0 zullen uiteraard resulteren in grote afwij­

kingen in het analyseresultaat. 

In kolom 6 is de range aangegeven waarbij het lineaire gedrag van het 

systeem door de deelnemers is getest. De lineariteitstest is als volgt 

geëvalueerd: 

De gemeten piekhoogte c.q. piekoppervlakte is gedeeld door de geinjee­

teerde hoeveelheid aflatoxine B1 (R/M). Wanneer dit quotient grafisch 

uitgezet wordt tegen de hoeveelheid geinjeeteerde aflatoxine Bl dient 

bij een goed lineair verband een horizontale rechte verkregen te 

worden. In fig. 1 is een voorbeeld gegeven . Per meetpunt wordt de 

verhouding van de respons en de geinjeeteerde hoeveelheid berekend 

(R/M). Door het gemiddelde van de berekende R/M waarde (minimaal 4 

meetpunten) wordt een horizontale rechte getrokken. Wanneer de (R/M) 

waarden van de individuele meetpunten niet meer afwijken dan + 10% van 

de horizontale rechte is het systeem lineair. 

4 . 1 Q_p~e!_k_!_n~e.!!_!_e.!!_~a.!!_z_!_e.!!_~a.!!_ie_t.Q_e~e.E_a~t!:_~e!_hod_!_e~ !:_n_H~L~~e~r~g 

- Uit tabel 1 en 2 blijkt dat van de 11 deelneroede laboratoria er vi e r 

twee methoden hebben toegepast nl. de RIKILT TLC-HPLC methode en een 

binnen dat laboratorium routinematig gebruikte methode. 

In totaal is door slechts zes deelnemende laboratoria de RIKILT-TLC 

HPLC methodiek toegepast. 
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- Door op één na alle laboratoria zijn lineariteitstests uitgevoerd 

(zie ook tabel 2). Gesteld kan worden dat het lineaire gedrag zeer 

goed is m.u.v . laboratorium 2 (methode 2). 

- In tabel 2 is in kolom 3 het schotelgetal vermeld van die deelne­

mers welke de RIKILT methode hebben toegepast. Opvallend is het grote 

verschil tussen de gemeten \.,aarde n. 

- De in tabel 2 in kolom 4 gerapporteerde symmetriefactoren zijn rede­

lijk goed m.u . v. laboratorium 2 waar asymmetrische pieken worden 

verkreaen (talling). Ook werd door deze deelnemer een laag scho­

telgetal gevonden. Regenereren van de gebruikte kolom bleek niet te 

helpen . Een mogelijke oorzaak zou het gebruik van een reactiespiraal 

met een te grote inwendige diameter kunnen zijn, namelijk 1,0 rum in 

plaats van 0,5 rum. 

- Door laboratorium 2 werd gerapporteerd dat de fluorescentie van het 

met jodium gederivatiseerde aflatoxine B1 beduidend lager is dan de 

fluorescentie van het, pré-column, met TFA gederivatiseerde aflato­

xine B1. 

- Laboratorium 4 rapporteerde een verbeterde pieksymmetrie door de 

monsters op te nemen in het eluens i.p . v. methanol. 

5. Statistische bewerking 

De ingezonden resultaten zijn volgens ISO 5725 (2) per component en 

per monster met de colllputer verwerkt. Het de Cochran test zijn de 

duploverschillen en me t de Dixon test de duplo gemiddelden van de 

laboratoria getoetst. 

Het programma meldt hi.j de Dixon en de Cochran test "stragglers" 

en "outliers" . 

De kans dat een straggler ten onrechte als een afwijkende waarde wordt 

beschouwd is 1 tot 5%. Bij een "outlier" is deze kans < 1%. 

Resultaten/Discussie 

In tabel 3 zijn de resultaten verkregen met de RIKILT TLC-HPLC methode 

statistisch verwerkt. Aansluitend zijn de resultaten verkregen met de 

overige methoden statistisch verwerkt. In tabel 4 zijn deze resultaten 

vermeld. 
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De variatie coäfficiänt bedraagt voor de monsters, ongeveer 20 ä 40% 

uit tabel 3 en 4 blijkt dat met de TLC-HPLC methode (tabel 3) de vari­

atie coäfficient, alhoewel niet significant, hoger is dan de variatie 

coäfficient van de overige methoden (tabel 4), waarbij dan wel bedacht 

moet worden dat het aantal analyseresultaten verkregen met diverse 

methoden nogal uiteen loopt . 

Daarom zijn alle ingezonden resultaten nog eens tezamen statistisch 

verwerkt. 

In tabel 5 zijn de gegevens gerangschikt per monster alsmede het ge­

middelde, de herhaalbaarheid (r) en de reproduceerbaarheld (R). Boven­

dien wordt de reproduceerbaarheidsvariatiecoäfficiënt gegeven (VC). 

Door laboratorium 4 zijn duplowaarde n ingezonden. In tabel 5 is het 

gemiddelde van deze duplowaarden vermeld. 

Opvallend is het goede resultaat (tabel 5) wat geboekt wordt, door 

alle deelnemers, met het oefenmonster nl . een getnlddelde waarde van 

16 . 52 met een variatie coäfficiënt van 9 , 5% . Wanneer dit resultaat 

vergeleken wordt met de "echte" monsters, welke bere:tcl waren uit het­

zelfde ext ract, vallen de resultaten met bedoelde monster verkregen 

des te meer op . Alhoewel de gevonden variatie coäfficienten vrij hoog 

zi jn, liggen de gevonden waarden in de lijn der verwachtingen (3). 

Ook ligt deze waa rde in de orde grootte van de in de EEC methode ge­

stelde eis voor de reproduceerbaarheld van de resultaten tu:>se n Ltuo·­

ratoria . 

Conclusie 

- De resultaten van he t ringonderzoek voldoen aan de eisen welke ge­

steld kunnen worden aan forensisch onderzoek op het ~g/kg niveau. 

- Er bestaat geen significant verschil tussen de resultaten verkregen 

met de RIKILT TLC-HPLC methode en res ultaten verkregen met de ove­

rige methoden . 
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Bijlage 1. 

Lijst van deelnemers 

Zuivelcontrole instituut, Postbus 250, 3830 AG Leusden 

Keuringsdienst van Waren, Postbus 372, 8901 BD Leeuwarden 

Hendrix voeders b.v., Postbus 1, 5830 HA Boxmeer 

CoHperatief Centraal Laboratorium, NCB- laan 52, 5462 GE Veghel 

Trouw en Co. B.V . int., Nijverheidsweg 2, 3881 LA Putten 

Centrum voor Onderzoek en Voorlichting voor de Pluimveehouderij, 

Spelderholt 9, 7361 DABeekbergen 

Rijks- Kwaliteitsinstituut voor Land- en Tuinbouwprodukt en, 

Bornsesteeg 45, 6708 PD Wageningen 

Wessanen Hengvoeders B.V., Postbus 630, 1500 EP Zaandam 

Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieuhygiäne , Postbus 1, 

3720 BA Bilthoven 

Centraal Instituut voor Voeding Onderzoek, Postbus 360, 

3700 AJ Zeist 

Keuringsdienst van Waren Rotterdam, Baan 74 , 3011 CD Rotterdam 
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Bijlage 2. 

Formules voor de berekening van een aantal parameters en minimumeisen 

tr 2 
- Schotelgetal: N = 5.54 ( ) 

Wl/2 

tr retentietijd (rum) 

Wl/2 = piekbreedte op halve hoogte (mm) 

- Symmetriefactor = (a/b) 2 

a en b worden gemeten op 10% van de piekhoogte waarbij a loopt van 

het voorfront van de piek tot aan de loodlijn uit de top en b loopt 

van de loodlijn tot aan ltet achterfront van de piek . 

- Het schotelgetal moet zijn > 2000 . 

- De symmetriefactor moet zijn > 0,6 . 
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Tabel 1. Sam:mvatting van de door de deelnemers toegepaste o~thode en n:eetomstandigheden. 

Lab no. Opwe.rldngs- HPLC kolom Eluens FlCM Deriva- Detectie 
I nethode (ml/min tisering 

1 1 lichrosorb 5RP 18 - 150x4,6 nm Oi3CN/H20 (60:40 v/v) 0 ,5 post fluor 365- 418 nm. 
2 1 2x Cp-Tür-spher 8C18 - 100x3,0 nm Oi3CN/H20 (35:65 v/v) 0,5 post fluor 365- 428 nm 
2 2 

" '' Oi3CN/CH30H/H20 (16:5:79 v/v) 1,0 pré fluor 36o- 440 nm 
3 3 Reversed phase 5 of 10 ~250x4,6 nm CH3CN/0!30H/H20 (70:90:340 v/v) n .g pré fluor 365- 440 nm 

(Fif=4,0) of azijnzuur l%:Ql3CN(85:25 v/v) 
4 1 lichro chart 7 RP 18 - 250x4,0 nm Oi3CN/H20 (45:155 v/v) 1,0 post fluor 366- 416 nm 
4 4 ticbrosorb silicagel 5 lliJl 250x4,0 nm Tolueen/ aceton/ ethylacetaat/mierzwr 

(920:56:50:40 v/v) 1,4 nee fluor 366- 419 nm 
5 5 reversed phase 10 RP 18 - 250x4,6 nm CH3CN/CH30H/H20 (18:21:61 v/v) n.g pré fluor N.G 
6 6 lichrosorb 10 RP 18 CH3CN/H20 gradiënt 1,5 pré fluor 363- 440 nm 
7 1 2x Cp-'IM lichrosorb RP18 100x3,1 nm CH3CN/Oi30H/H20 (40:70:130 v/v) 0 ,5 post fluor 36o->420 nm 
7 7 nvt nvt nvt nee nvt 
8 3 Pe.rl<.in-El.lrer RPHS 3C18 n.g CH30H/H20 (47:53 v/v) 1,1 pré fluor 375- 440 nm 
9 1 lichrosorb 5RP18 l50x4,6 nm CH3CN/H20 (35:65 v/v) 0 ,5 post fluor 360->420 nm 
9 8 

'' '' '' Oi3CN/CH30H/H20 (40:70:130 v/v) 0,5 post fluor 360->420 nm 
10 9 lichrosorb 5RP18 l25x4,6 nm gradient (zie tekst 4 .1) 1,5 pré fluor 362- 432 nm 
ll 1 Cp-'IM spher 8C18 100x3,1 nm Oi3CN/H20 (65:35 v/v) 0 ,5 post fluor 36o- 418 nm 

- ---

n.g = niet gerapporteerd. 
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Ta bel 2 . Resultaten HPLC gedrag en lineariteitstest . 

Lab no . Methode Schotel getal Symmetrie Gem. verhouding Range (Pg) Max . afwijking van de 
(systeem) factor RIKILT st . / lin. test piekhoogte st . cq . opper-

Eigen st . vlak geinject . massa % 

4100 0,7 50- 300 
I 

1 1 0 , 80 5 i 
I 

2 1 660 0 , 5 0 , 83 50- 300 7 I 

2 2 * * ca. 0,80 50- 300 16 
3 3 * * 0 , 91 250- 4000 10 
4 1 13850 1,0 0,87 50- 300 6 
4 4 * * 0,83 50- 300 7 
5 5 * * 0 , 98 50- 250 4 
6 6 * * 1,25 N.G N.G 
7 1 5445 0,7 0 , 921) 80- 450 5 
7 7 * * 0,841) 1000- 4000 11 
8 3 * * N.G 20- 160 12 
9 1 3267 1,0 0,85 50- 300 5 
9 8 * * 0 , 85 100- 1000 6 

10 9 * * 0,95 50- 300 2 
11 1 1180 0,9 0,92 50- 300 9 

gem = 7 , 5 
Sd = 3 , 72 

* alleen voor de RIKILT methode z ijn data gerapporteerd . 
1) de bij de ringtest meegeleverde standaard is vergeleken met een door het RIVM geleverde standaard . 
n . g = niet gerapporteerd . 
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Tabel 3. Resultaten aflatoxine B1 in ~g/kg ringtest (RIKILT methode). 

Lab no. Oefen Monster A Nonster n 
monster 

1 16,3 7,5 7,6 11,8 12,0 

2 14 0 , 7 1,5* 1,8 2 , 3* 

4 17,3 19,4 11 ,8** 21 , 2 17,3 

7 16,2 6,7 8,4 11,2 9,7 

9 19,1 8,0 8,6 14,1 16,3 

11 16, 2 7,9 6 , 4 11,6 8,8 

Gem. 16, 52 9,23 13,40 

r -- 7,11 4,91 

R 4,71 11,32 11,37 

VC(R)% 10,1 43,3 30,0 

N 6 5 5 

* Kleiner dan 1/5 deel van het totaalgemiddelde niet in de 
berekeningen opgenomen. 

** Straggler volgens de Dixontoets en volgens de Cochrantoets. 
(niet verwijderd). 
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Tabe l 4. Resultaten aflatoxine B1 in ~g/kg ringtest (overige me thoden) . 

Lab no. Oefen Nonste r A Nonster B 
monster 

2 18 8,0 10 , 0 12,0 18,0 

3 17, 4 9 , 0 9,5 17 ,0 15,5 

4 16,9 19,4 10,6 21,0 16,0 

5 15,5 7,0 7 , 3 12,8 11,1 

6 17,7 13,3 10,5 20 ,0 * 
7 18,6 10,5 5,8 11,2 11,4 

8 21,0 11 ,o 8,0 17,0 17,0 

9 18,2 8 , 8 8,3 13 ,9 13 ,1 

10 17,5 9,9 8 ,0 14,6 13 , 5 

Gem. 18,87 9,72 15,01 

r 7 ,44 5,83 

R 4,71 8,49 8,71 

VC(R) % 7,8 30,9 20 , 5 

N 9 9 9 

* Analyse mislukt. 
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Tabel 5. Resultaten aflatoxine B1 in ~g/kg ringtest (alle resultaten) . 

Lab no . Oefen Blanco Hanster A Hanster B 
monster 

1 16 , 3 1 , 3 7 , 5 7,6 11,8 12,0 
2 14 - 0,7 1 , 5* 1 , 8 2) 3)~ 
2 18 1 8,0 10,0 12 , 0 18 , 0 
3 17,4 1,5 9,0 9,5 17 , 0 15,5 
4 17,3 2 , 8 19,4 11,8 21,2 17,3 
4 16 , 9 2,5 19,4 10,6 21 , 0 16,0 
5 15,5 <1 7 , 0 7,3 12 , 8 11 , 1 
6 17,7 <0 , 5 13 , 3 10,5 20,0 
7 16,2 <1 6 , 7 8 , 4 11) 2 9,7 
7 18,6 <1 10,5 5,8 11 , 2 11,4 
8 21 0 11,0 8,0 17,0 17,0 
9 19,1 - 8 , 0 8 , 6 14 , 1 16,3 
9 18 , 2 1 ,o 8,8 8,3 13,9 13 , 1 

10 17,5 <2 9,9 8 , 0 14 , 6 13,5 
11 16 , 2 - 7,9 6,4 11,6 8,8 

Gem. 17,33 9,58 14 , 41 
r -- 7,38 5,50 
R 4,65 9,27 9 , 66 
VC(R)% 9,5 34,2 23,7 

Gedoseerd 
niveau 
~g/kg 16 0 9 15 

* Kleiner dan 1/5 deel van het totaalgemiddelde niet in de 
berekeningen opgenomen . 

** Analyse mislukt. 
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LINEARITEIT Aflatowine 81 sept 1985 
HPLC Fluorescentie 
oppervlak in mmA2 
Interne standaard : geen 
Kolom 8 RP 18 nr. -
Injectievolume 20 ul, attenuation -
Oven: -

oppervlak oppervlak 
st ·factor komponent int. st. r/rn 

•"'lC" 
• .L.!.J 15. 2 100 

·• ..::.. .5 29 96 
3 . 75 46 . 1 1Ql2 

4 58.8 97 
c: 
·-' 1. 25 78. 1 103 

6 1 C" • ..J 92 .4 102 

r / m /. is de relatieve response / massa 
tov de gemiddelde response/massa . 

.------------- ----------

··-·· ·t :3 1::1 

+ + • + + + 

+ 

/. 

+ 

I 
• •I 
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I 
· t·· -----~-->---_j 

:1 .-, 
..:.. 

Corre latiecoefficient = .998917728 
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