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Deelprogramma Contaminanten

Het WOT-deelprogramma Contaminanten bij Wageningen Food Safety Research (WFSR) richt zich op het ontwikkelen en toepassen van
expertise en methoden voor analyse op het gebied van contaminanten. Dit zijn stoffen die bewust worden toegepast (o.a.
gewasbeschermingsmiddelen) en stoffen die "onbewust” in levensmiddelen terechtkomen (bijvoorbeeld natuurlijke toxinen, proces- en
milieucontaminanten, zware metalen en radioactieve straling). Het programma geeft de ministeries van LVVN en VWS, en de NVWA advies
bij de uitvoering van hun overheidstaken op het terrein van voedselveiligheid.

Deze nieuwsbrief gaat in op onderzoek met behulp van op effect-gebaseerde testen.

Introductie

Bij onderzoek naar contaminanten analyseert WFSR
verreweg de meeste monsters met behulp van
massaspectrometrie (MS). Hierbij wordt vooral gebruik
gemaakt van gerichte MS-methoden waarbij één of een
beperkt aantal stoffen (op een laag niveau) in een
monster wordt gemeten. Daarnaast heeft WFSR de laatste
jaren ook ingezet op de ontwikkeling en toepassing van
hoge resolutie massaspectrometrie (HRMS). Bij HRMS-
analyses wordt een monster zo breed mogelijk gemeten,
en worden de verkregen HRMS-data vergeleken met
bibliotheken die vele duizenden stoffen bevatten (zie
INieuwsbrief WOT voedselveiligheid nr. 1 van februari 2024). |

Op effect-gebaseerde methoden

Echter, in de bij HRMS toegepaste bibliotheken staan niet
alle stoffen; zo ontbreken bijvoorbeeld nieuwe en
onbekende stoffen. Daarom is het belangrijk om te
beschikken over testen waarbij de activiteit van een
monster of stof bepaald kan worden. Binnen het WOT-
onderzoek worden daarom ook methoden ontwikkeld en
toegepast waarbij het biologische effect van een monster
wordt bepaald met behulp van zogenaamde “effect-
gebaseerde methoden”. In plaats van een gerichte
analyse, detecteert een effect-gebaseerde test alle stoffen
met één specifieke activiteit.
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WFSR beschikt bijvoorbeeld over de DR-CALUX, een test
die dioxinen, PCB'’s en alle andere stoffen met
vergelijkbare giftige werking kan aantonen. Ook heeft
WFSR een test die een bepaalde groep mariene toxinen in
schelpdieren en vis kan aantonen. Het voordeel van deze
testen is dat ze alle stoffen uit een stofgroep aantonen, de
bekende, maar ook de nog onbekende. Deze testen
worden toegepast in de reguliere monitoring als
(goedkope) screeningsmethoden, maar worden ook
ingezet voor het bepalen van de totale activiteit/giftigheid
van een monster, of bijdragen aan het karakteriseren van
een complex mengsel.

In deze nieuwsbrief wordt de toegevoegde waarde van
effect-gebaseerde testen aan de hand van twee
voorbeelden toegelicht: 1) het screenen van
voedingssupplementen en 2) onderzoek naar het
karakteriseren van kankerverwekkende stoffen in
minerale olién die in voedingsmiddelen kunnen
voorkomen.

Screening van voedingssupplementen

Al jaren wordt een toename waargenomen in de
internethandel van seksueel prestatiebevorderende
middelen. Enerzijds zijn dit medicijnen zoals Viagra,
Levitra en Spedra, die ook regulier via de apotheek
verkrijgbaar zijn, en actieve ingrediénten zoals sildanafil,
vardenafil en avanafil bevatten. Daarnaast zijn er op het
internet ook talloze voedingssupplementen verkrijgbaar
waarvan geclaimd wordt dat ze de seksuele prestaties
bevorderen. Vaak bevatten deze voedingssupplementen
de eerder genoemde actieve stoffen, die door malafide
producenten opzettelijk aan ‘natuurlijke’
voedingssupplementen worden toegevoegd. Recent zijn er
bijvoorbeeld illegale stoffen aangetroffen in
honingproducten: NVWA: waarschijnlijk illegale stoffen in
lustopwekkende honing (nos.nl).

Naast de goedgekeurde actieve stoffen worden in deze
supplementen ook regelmatig niet-goedgekeurde
(onbekende) analogen aangetroffen. De mate van het
effect van deze analogen verschilt meestal, wat betekent
dat ze bij een andere hoeveelheid het 'gewenste' effect
behalen.


https://nos.nl/artikel/2513514-nvwa-waarschijnlijk-illegale-stoffen-in-lustopwekkende-honing
https://nos.nl/artikel/2513514-nvwa-waarschijnlijk-illegale-stoffen-in-lustopwekkende-honing
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Deze farmacologische actieve stoffen remmen het enzym
fosfodiésterase type 5 (PDE-5) wat resulteert in een
toename van de bloedtoevoer naar de penis en een
(verbeterde) erectie. WFSR heeft een test
geimplementeerd om de aanwezigheid van PDE-5
enzymremmers in monsters te screenen. In deze test
wordt het PDE-5 enzym gemengd met het te testen
monster. Als er geen remmers aanwezig zijn in een
monster, blijft de enzymactiviteit maximaal. Als er wel
remmers zijn, neemt de enzymactiviteit af. Deze test kan
dus bepalen of een monster PDE-5 remmers bevat. Bij
een positief resultaat kan de identiteit van de remmer
worden vastgesteld. Omgekeerd kan de test bevestigen of
een met HRMS gedetecteerde stof daadwerkelijk PDE-5
remming vertoont.

Karakterisatie van genotoxische stoffen in minerale
olién

Effect-gebaseerde testen worden ook ingezet om de
actieve stoffen in complexe mengsels te bepalen. Een
voorbeeld hiervan is lopend onderzoek naar de
aanwezigheid van minerale olién in voedsel. Deze
minerale olién kunnen MOAH’s (Mineral Oil Aromatic
Hydrocarbons) bevatten en in voedsel terechtkomen via
het gebruik van pesticiden, smeermiddelen,
schoonmaakmiddelen of via migratie uit de verpakking
van het product. MOAH’s omvatten een grote verzameling
van diverse verbindingen met specifieke ringachtige
structuren (zie Figuur 1).

Figuur 1: Mineral Oil Aromatic Hydrocarbons (MOAHSs). De *-R’ aan
de MOAH-moleculen kan uit verschillende groepen bestaan.
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Figuur 2: Principe van identificatie van stoffen in een monster met
behulp van de op effect-gebaseerde yH2AX/HepaRG test.

Sommige van deze verbindingen zijn kankerverwekkend
(genotoxisch), zoals de polycyclische aromatische
koolwaterstoffen (PAK's). Deze ontstaan o.a. bij het te
lang bakken van vlees. WFSR onderzoekt de
genotoxiciteit van stoffen met de proefdiervrije
YH2AX/HepaRG-test. Deze test is eerder succesvol
gebruikt om de genotixiciteit van plantentoxinen te
bepalen [1] en is nu geoptimaliseerd voor het testen van
MOAH's.

Voor het onderzoeken van de genotoxiciteit van complexe
mengsels wordt het monster gescheiden in 96
verschillende delen (fracties), waarbij elke fractie een of
meer stoffen kan bevatten (zie Figuur 2). Deze fracties
worden vervolgens getest op hun genotoxiciteit met de
yYH2AX/HepaRG-test. Daarna kan met behulp van de MS
de structuur van de stoffen die genotoxiciteit vertonen,
worden bepaald. Zo kunnen stoffen worden
geidentificeerd die het meest bijdragen aan de
genotoxiciteit in bijvoorbeeld voedingsmiddelen. In de
toekomst kan dit leiden tot een efficiéntere en
effectievere monitoringstrategie, en bijdragen aan de
ontwikkeling van wet- en regelgeving.

Samenvattend

Binnen de WOT worden op effect-gebaseerde testen al
jaren ingezet. Het toepassen van deze testen draagt bij
aan het beheersen van mogelijke gevaren in voedsel.
Door het toepassen van deze testen kunnen monsters
snel gescreend worden op een bepaalde biologische
activiteit en dit kan bijdragen aan de identificatie van tot
dusver onbekende actieve stoffen. Vervolgens kan de
aanwezigheid in voedsel doelgericht worden gemeten en
gemonitord. Als zodanig kunnen deze testen onderdeel
zijn van een risico-gebaseerde aanpak.

[1] Louisse et al., 2019; Determination of genotoxic potencies of
pyrrolizidine alkaloids in HepaRG cells using the yH2AX assay.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31154085/



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31154085/
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Deelprogramma dierbehandelingsmiddelen

Het deelprogramma dierbehandelingsmiddelen richt zich op het ontwikkelen en toepassen van analysemethoden en
monitoringsstrategieén om de aan- of afwezigheid van residuen van legale en illegale dierbehandelingsmiddelen in
dierlijke producten en levensmiddelen effectief en efficiént vast te stellen. De belangrijke onderzoekslijnen zijn:
referentietaken, monsteronderzoek, de ontwikkeling en implementatie van nieuwe strategieén voor efficiéntere en
risicogebaseerde inspectie, duiding van resultaten binnen het juridisch kader en methodeontwikkeling ten behoeve van

de detectie van nieuwe risico’s en stoffen.

In deze nieuwsbrief wordt ingegaan op de transitie van gerichte, stofgroepspecifieke analyses, naar het breed
analyseren van monsters met behulp van hoge-resolutie massaspectrometrie (HRMS).

Introductie

WFSR onderzoekt verreweg de meeste monsters met
behulp van massaspectrometrie (MS). Hierbij wordt vooral
gebruik gemaakt van gerichte methodes. Vooraf wordt de
onderzoeksvraag bepaald, vindt een specifieke
monstervoorbewerking plaats en wordt de set met de te
meten stoffen geprogrammeerd. Zo kan heel specifiek en
op lage concentraties gemeten worden. Echter, met deze
methodiek zijn alleen analysedata van de vooraf bepaalde
stoffen beschikbaar.

De afgelopen jaren heeft WFSR sterk ingezet op de
ontwikkeling en toepassing van hoge-resolutie
massaspectrometrie (HRMS). Met deze analysetechniek
registreert de massaspectrometer alles wat deze kan
detecteren in een monster. De monstervoorbewerking is
om deze reden meer generiek en het is niet nodig om
vooraf een set stoffen te definiéren. De data worden
achteraf onderzocht op stoffen van interesse.

Gerichte massaspectometer

De retrospectieve doorzoekbaarheid van de data is een
groot voordeel ten opzichte van reguliere MS-methoden.
Er kan bijvoorbeeld naar nieuwe risicostoffen in de data
gezocht worden om erachter te komen of deze al eerder
gebruikt werden.

Verwerking van HRMS-data is complex en tijdrovend
omdat de gegenereerde data heel veel stoffen bevat.
Dataverwerking wordt doorgaans gedaan met
bibliotheekmethoden bestaande uit grote lijsten van soms
meer dan duizend bekende stoffen, met hun relevante
bijbehorende eigenschappen. Ook kan naar onbekende
stoffen gezocht worden.
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Hoge-resolutie massaspectrometer

HRMS voor dierbehandelingsmiddelen

Archiefopbouw en trendanalyses

Binnen de WOT-VV Beleid is de afgelopen jaren een
methode ontwikkeld waarmee jaarlijks 200 runderurines
met behulp van HRMS worden gemeten. Met deze data is
een archief aangelegd dat retrospectief doorzoekbaar is.
Ook zijn trendanalyses gemaakt van de bevindingen.
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Hierboven staan de bevindingen uit de trendanalyse voor
antibiotica. De staafdiagrammen laten zien dat de
verhoudingen van gevonden antibiotica overeenkomen
met de gebruiksgegevens die de diergeneesmiddelen-
autoriteit (SDa) jaarlijks rapporteert voor gebruik in
vleeskalveren. Daaronder staat de trendanalyse voor
tetracyclines en totale gevonden antibiotica in alle
meetjaren. Deze trend komt goed overeen met de
landelijke trend in antibioticagebruik.
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Aanleg meerdere HRMS-archieven

Uit bovengenoemd toepassing op runderurine blijkt
duidelijk de meerwaarde van het hebben van een archief
met HRMS-data. Daarom is in 2021 gestart met de aanleg
van een HRMS-archief voor varkensnieren. Dit archief is
vanaf 2022 uitgebreid met nieren van melkveerunderen.
Naast het toevoegen van nieuwe monstersoorten aan het
HRMS-archief wordt ook de speciaal hiervoor opgezette
bibliotheek met stoffen jaarlijks uitgebreid. Momenteel
bevat deze ~700 stoffen.

2023 was het laatste jaar dat de HRMS-analyse van urines
en nieren in de WOT-VV Beleid plaatsvond. De methode
behoeft geen verder optimalisatie meer en is klaar voor
gebruik in de WOT-VV Handhaving.
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HRMS-monitoring in NPR

Sinds 2023 bevat het Nationaal Plan Residuen (NPR) een
nieuw monitoringsonderdeel, waarvoor in Nederland
ongeveer 300 monsters aselect op een breed scala aan
stoffen doorgemeten moeten worden. Ideaal om met
HRMS uit te voeren. De ontwikkelde HRMS-methode is
hiervoor verder doorontwikkeld om toe te passen op de
grote diversiteit aan NPR-matrices (vis, vlees, nier, urine,
ei, melk en honing). Er zijn bovendien handige tools
ontwikkeld om de uitvoerige dataverwerking zo efficiént
mogelijk uit te kunnen voeren. Vanaf 2023 wordt deze
methode standaard ingezet binnen het NPR.

Analyse van insecten

Insecten zijn een nieuw te bemonsteren diersoort binnen
het NPR. Omdat dit maar enkele monsters per jaar betreft
en er veel verschillende stoffen in gemeten moeten
worden, is de toepassing van HRMS ook hiervoor zeer
geschikt. In de afgelopen jaren is daarom in de WOT-VV
Beleid een HRMS-methode voor insecten ontwikkeld die
vanaf 2024 in het NPR wordt toegepast.
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HRMS voor opsporing en handhaving

Al enkele jaren wordt in het project ‘Monsteronderzoek
DBM in het kader van opsporing en handhaving’ gebruik
gemaakt van HRMS-analyse. Juist vanwege het grote
voordeel om veel, ook onbekende, stoffen tegelijk te
kunnen detecteren in één monster. In 2021 is
bijvoorbeeld een survey uitgevoerd op spuitplekken
afkomstig van runderen en varkens. Hierin is een
diversiteit aan stoffen aangetroffen. In 2023 zijn
haarmonsters van vleeskalveren gescreend met HRMS op
de aanwezigheid van middelen tegen insecten en
ectoparasieten. Ook hierin werden diverse stoffen
aangetoond.
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Conclusie

WFSR heeft de laatste jaren geinvesteerd in de toepassing
van HRMS en in 2023 is deze techniek op grote schaal
ingezet in deelprogramma dierbehandelingsmiddelen. Het
standaard toepassen van HRMS-methoden in de WOT-VV
Handhaving zal leiden tot een betere signalering van
risico’s omdat ieder monster dan de mogelijkheid heeft
om (retrospectief) doorzocht te worden op een enorm
aantal stoffen. Bovendien kan één brede HRMS-methode
vele huidige, separate analysemethoden per stofgroep
vervangen, wat monsteranalyse goedkoper maakt en
waardoor mogelijk kan worden volstaan met het
aanleveren van minder monsters. Dit leidt tot
efficiéntieverbetering binnen de WOT-VV Handhaving.
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