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Chemische residuen

« Natuurlijk voorkomende toxinen (vb. mycotoxinen)

— geproduceerd door schimmels die groeien door vb. slechte
bewaring van granen (invloed van temperatuur, vochtigheid, ...)

- Bestrijdingsmiddelen
— gebruik van pesticiden voor gewasbescherming
+ Diergeneesmiddelen

— Vb.: off-label gebruik; niet respecteren van wachttijden; gebruik van
illegale producten; contaminatie van ongemedicineerd
dierenvoeder

* Milieucontaminanten (vb. dioxines, PCB’s, zware
metalen)
— alomtegenwoordig in ons milieu
« Uitwendige verontreinigingen tengevolge van fabricage
en handel

— vb. door in contact te komen met bepaalde onderdelen van
machines

« Migranten
— stoffen die vb. overgaan van plastic naar het voedingsmiddel

Lo, *



Wetgeving (diergeneesmiddelen)

« EEG-Verordening No 37/2010

betreffende farmacologisch actieve stoffen en hun indeling
betreffende MRLs in voedingsmiddelen van dierlijke oorsprong

— Tabel I: toegelaten substanties
— Tabel ll: verboden substanties

 Richtlijn 96/23/EG : controlemaatregelen ten aanzien van
verboden stoffen (groep A) en toegelaten diergeneesmiddelen
(groep B); het Nationaal Plan

« Beschikking 2002/657/EG : prestaties van analysemethoden en
Interpretatie van resultaten

Lo *



Analysetechnieken : pyramidestructuur

beperkte serie stalen; dure apparatuur )

MS-MS
LC/GC- MS
HPLC-F
HPLC-UV

ELISA
MICROBIOLOGICAL

groot aantal stalen tegelijkertijd; relatief goedkoop

Lvoy A

kans op specificiteit
interferentie




Bevestigingstechnieken antibiotica

« HPLC gecombineerd met UV,
fluorescentie (na derivatisatie), MS

* GC: heel weinig gebruikt; gebrek aan
viuchtigheid en thermisch onstabiel

J)HPLC-MS/MS
PLC-Orbitrap
J)HPLC-TOFMS

ILVOA, R
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Opzuivering biologische matrices

 solvent extractie

 vaste fase extractie

* Immunoaffiniteitschromatografie
* molecularly imprinted polymers

« QUEChERS: quick, easy, cheap,
effective, rugged and safe (eenvoudige
vloeistofextractiestap met filtratie)

ILVOA, R



Massaspectrometrie

« Massaspectrometrie

= een analysetechniek die ionen in de gasfase bestudeert
« Toepassingen

— kwalitatief en kwantitatief

— organisch en anorganisch

— analyse gekende verbindingen en structuuropheldering
onbekende verbindingen

« Eerste massaspectrometer : sir Francis William Aston
(1877-1945), Cambridge, 1919

Lo *



Historisch overzicht

- koppeling tussen gaschromatografie en massaspectro-
metrie reeds in 1958

- vanaf 70 : koppelingspogingen HPLC en MS

= echt succesvol en meest gebruikt : electrospray ('90)

Lo *



Algemene opbouw massaspectrometer
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" tandem quadrupole

staal [ ionenbron -::la:ls)fzator - detector ] data analyse
introductie
- HPLC - El - quadrupole || - photomultiplier
-GC - Cl - fon trap - electron multiplier
- SFC -ES -TOF - micro-channel
- CE - APCI - FT-ICR plate
-syringe pump - APPI - sector
- MALDI
_ FAB |~ single quadrupole




Quadrupool

- maakt gebruik van elektrische velden om ionen te
scheiden op basis van hun m/z-ratio

- bestaat uit 4 (< quadr) staven die parallel en op
gelijke afstand van elkaar zijn geplaatst

/naar detector

~

van bron
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quadrupool uit Quattro LC

ILVOa, %



lonisatie

- doel : vormen van ionen

- APl : ionisatie gebeurt bij atmosferische druk en
lonen in gasfase worden vervolgens naar de analyser
(in vacuum) getransfereerd

- 3 types API :
— electrospray (ES)

— atmospheric pressure chemical ionisation (APCI)

— atmospheric pressure photo ionisation (APPI)

Lo *



lonisatie: electrospray

= jonen worden gevormd in oplossing

» maakt gebruik van electrostatisch veld om spray van
geladen druppels te creéren

* vorming van ionen in gasfase uit druppels via
verdamping en ‘Coulombic explosion’ (charged
residue model / ion evaporation model)

as droplet evaporates, the
electric field increases & ions
move towards the surface

droplet
capillary containing
(+4kV) ions

ions evaporate
from the surface

ILVOa,



lonisatie: APCI

- steunt op chemische reacties in de gasfase

- monstermoleculen worden via capillair (fused sillica) in bron gebracht
waar met behulp van nebulising gas vloeistofdruppeltjes worden
gevormd

- verdamping gebeurt met behulp van heater zodat ‘gasdamp’ gevormd
wordt

- via corona discharge naald worden solventmoleculen geioniseerd die
op hun beurt de monstermoleculen ioniseren

Heater Block
Mﬂk&u Gas (450-550 “C)
‘ PV i S 5H+
st To Mass
% SMSSMS
From L€ (T B L i, ) © 0 © 0 o TeM MY )
Z555MMS
=w< > -
A 760 torr —

Nebulizer Gas
(high velocity)

m" Corona Discharge Needle b}‘%




vergelijking ES en APCI

- source = 80°C
- desolvation = 120°C
HPLC

- source = 120°c
- desolvation = 350°C

ES APCI

ionisatie in de vioeistoffase in de gasfase
spanning op capillair op corona discharge needle
lading zowel enkelvoudig als meervoudig | (meestal) enkel enkelvoudig
monstertype | kleine en grote moleculen kleine moleculen (MW< 1000 Da)

iets meer polair iets minder polair
flow rate 0.001 - 1 ml/min 0.2 — 2 ml/min
temperatuur | infusie :

source = 120-140°C
probe heater = 450-650°C

Evory




Detector

- doel : lonen omzetten In een meetbaar signaal
- type : fotomultiplier ™

/ conversion dynode
= electrons
="~ phosphor - ionen vallen in op conversion dynode en
. vasune worden omgezet naar electronen
photomultiplier
- electronen vallen in op phosforscherm en
hotoslect dynodes hierbij worden fotonen uitgezonden
photoelectron

L N - fotonen vallen in op fotokathode van de
-~ multiplier en produceren hierbij electronen
radiation / . | secondary
h ! . N . .
F T ——a wm slectrons - signaal wordt versterkt via cascade-effect
s T~

photoemissive cathode

anode

: to
high voltage {-) | A A5 —— A0 :’_\/\/\p__ current-to-voltage
_{ I | |
| |

500-2000V 'S ampI.izie r
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Tandem massaspectrometrie

- MS/MS : 2 analysers die met elkaar verbonden zijn en
daartussen een collision cel

- ‘alle’ combinaties mogelijk :
— tandem sector
— sector/quadrupole
— quadrupole/TOF

maar meest gebruikt : tandem quadrupole

Lo *



Tandem massaspectrometrie

quadrupool 1 collision cell quadrupool 2

!

oorspronkelijk : ook een quadrupool h

naam :
triple quadrupool

maar nu .

hexapool (in Quattro LC)

iontunnel (in Quattro Ultima Pt)

CID = collision induced dissociation

aanwezigheid Ar —»botsingen — fragmentatie

m'. :)}%




LC/MSMS apparatuur op het ILVO, T&V




Methodenontwikkeling

« Algemene procedure
Aankoop standaarden

l

’ Keuze en aankoop geschikte inwendige standaard

Ideaal : isotoop gelabelde component

alternatief: structuur analoog

Lvoy A



Methodenontwikkeling

« Algemene procedure
aankoop standaarden

l

keuze en aankoop geschikte inwendige standaard

Optimalisatie van massaspectrometrische condities

-

lonisatie mode : ES / APCI, -/+

solvent /toevoegingen HCOOH, NH,OAc
m/z precursor ion

fragmentatie : m/z product ionen

ILVO Vlerboden componenten : 4 IP A5
B ys



voorbeeld: benzylpenicilline

« moleculair gewicht + H* = precursor ion

334 1 335+




benzylpenicilline : precursor ion




Benzylpenicilline: product ionen

COLLISSION ENERGY : 20

335

335

54 457 465
264 305 323 395 403/406 428

AN 342 351 377
254 276 304 / N 426\/ 440 e 483490

2
197 517 234
190 ' 217

—

T T T T T T T T T T T MYz
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500




Massaspectrometrische condities B3-lactams

Component Precursor ion | Productionen Collision Cone Voltage
(m/z) (m/z) energie (eV) (V)
Cefalexine 348 158, 174 10 24
Ampicilline 350 106, 192, 160 15 24
Amoxicilline 366 208, 349, 114 10 20
Cephapirine 424 292,152, 320 20 24
Cefazoline 455 323, 156 15 24
Ceftiofur 524 241, 285, 210 20 34
Penicilline G 335 160, 176 20 23
Oxacilline 402 160, 243 15 24
Cloxacilline 436 160, 277 12 24
Nafcilline 415 199, 256 28 24
Dicloxacilline 470 160, 311 15 23

7 25 1%



Methodenontwikkeling

ILVOa,

aankoop standaarden

l

keuze en aankoop geschikte inwendige standaard

A 4

optimalisatie van massaspectrometrische condities

l

optimalisatie van vloeistofchromatografische condities

eluenten
gradient / isocratische condities

kolom temperatuur

Injectie volume ;y%
N



Solventen en Buffers

 Water, methanol en acetonitrile

* Azijnzuur en mierenzuur (kunnen positieve
lonisatie bevorderen)

« Ammonium hydroxide/ammonia oplossing (kunnen
negative ionisatie bevorderen)

« Ammonium acetaat (vluchtige buffer)

Lo *



Keuze van solvent

Linuron 2ngiul {(ACN:H20, §0:50) Cap=3.4kv, CV=30v
LINURONODZ 1 (0.200) Scan ES+
100- 270,93 12368

[M+Na]*

27295

o ]

[M+ACN+
= Na]*

313.96
I

176.06 [M+H +

2489

124.07
~

100 120 140 160 180 200 290 240 280 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 @ 480

Source: course Micromass

ILVO




Keuze van solvent

Linuron 2ngiyl (MeOH:H20, 50:50) Cap=3.4kv, Cv=30v

LINURCNOD4 1 (0.200) Scan ES+
1004 270.99 1.90e8
[M+Na]*
273.01
s
% -
[M+H]*
249.01 ;?4.84
§3.94 11490 14909 203.12 236.92
e e
[0 egmelind, ..._|Lu (il bbb W R Iu ” I....._ . — T a.._l | | | iz

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Source: course Micromass

ILVO




« Positieve ionisatie mode - Analyse van basische componenten
— pH verlagen met een zuur
— vb. mierenzuur of azijnzuur

« Negatieve ionisatie mode — Analyse van zure componenten
— pH verhogen met een base
— vb. Ammonium hydroxide/Ammoniak oplossing.

Lo *



Linuron 1ngful {(pH-2.8) Cap=3.4kv, CV=30v
LINUROND12 1 (0.200) Scan ES+

“1  [M+H]¥]" [M+Na]* [pH=2.8]

250,90
S
u %
27067
\EEBE Mjnaa
a J'|""|""|'"'|""|""|""|""|"'

LA LS LA LA LN LS LA AR
LINUROMOTT 1 (0.200) Scan ES+
245859 8.07ed

[pH=3.3]

250.90
#

o
2707

ILVO

0

%52 2 27285
i 286.87

100+

Source: course Micromass

AR ARRRE RARRS
LINURONO1D 1 (0.200)

27087

27283
<

LR R R LR LR LR LR LR RN LA
Scan ES+
1.25e8

[pPH=8.4, Unadjusted]

330 340 380 360 370




olg

ILVO

Ibuprofen 2ngfpl {(pH-6.0) Cap=3.4kv, Cv=30v
IBUPROFENDD4 1 {0.200)

100+

o

1??.01/1?9_02

189.02.191.04
0
[BUPROFENODS 1 (0.200)

205.01

Scan ES-
6.6Ee7

Optimum signal intensity
[pH=10.8]

246.93

Scan ES-

100~ 205.07 1.04ed
%]
[pH=10.4]
]
206.01
I
177.01
I B o e e Bnan e T T T T T URELEEE T T T T IR
I[BUPROFENOOZ 1 (0.200% Scan ES-
205.01 4.12e7
100+
B %

169.02

176.84 47902 < 19305

175 180 185 120 185 200

Source: course Micromass

iz

205 0 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270




LC-flow in de MS

« APCI: 0.2 - 2 ml/min — geen splitting van
LC-flow nodig

« ESI: 1 - 300 pl/min in routine — splitten tot
ongeveer 250 ul in de MS

Lo *



LC-flow in de MS

Linuron 10pgful {(Flow Rate=0.1mlimin)

Linurigh 112 MR Of 1 Channel ES+
100 2.24 249 = 159 .9
: A1 1e4

Flow = 0.3ml/min

o,

LI B R |
MR Of 1 Channel ES+
1004 3.36 249 = 15299

. 4 FEed

Flow = 0.2ml/min

o -
Linurmmt 11

o

o LN DL L BN L LR LR LI BN NN LA NI NLELELELE BLELELELE BLLELELE BLELELELE BLELEL AL NLELELELE BLEL RN BLELELEL |
Linurmn110 FMRER Of 1 Channel ES+
100- B.73 249 = 1599

| 5. 20ed

low = 0.1ml/min

= 2

U A B S B L B B L BN S B I B s e i L]

100 200 0 S5.00 4.00 5.00 .00 7.00 .00 5.00

Source: course Micromass
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Samenstelling mobiele fase

Linuron 10pgful (H2O:ACHK, 50:50)

Linurgh103 MM Of 1 Channel ES+
100 1.63 249 = 159.9
] 5 A5e4
o,
] -— [} [ ]
MP = H,0:ACN, 30:70
L L B L o S B B B B L B I Ba s Ry ma sy R
Linurdgn102 MEM of 1 Channel ES+
100 220 249 = 159 9
] 5 Baed
o ]

MP = H,0:ACN, 40:60

] |

L L B L B B B B B I BRI I IR LI LI I I B I UL L
Linurmn101 MER Of 1 CThannel ES+
1004 3.30 249 = 15899

3.90e4

- % P= HZO:ACN, 50:50

] |

Source: course Micromass
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Isocratisch versus Gradient LC Methode

Linuron 10pgiul (H20:ACN, 50:50) Linuron 10pgijl (Gradient Method)
Linurgfi101 MEM of 1 Channel ES+ Linurgfi113 MR of 1 CThannel ES+
100 S PtP=224.91. 249 = 15999 100- SM:PtR=747 92 249 = 15899
3.80ed 5.85e4d
Isocratic Method Gradient Method
Time (mins) H20 (%) ACN (%)
H,0:ACN, 50:50 000 950 50

2.00 5.0 95.0
5.00 5.0 95.0
5.10 95.0 5.0
8.00 95.0 5.0

Yo e [T N

L e RERE IS e ey el B 141 LN AL B o e e e e e Y UL
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 2.00 4.00 5.00 3.00 10.00



Focusering

Linuron 10pgful {(Std in H2O)

Linufigf1o1 MRR Of 1 Channel ES+
1004 S PtP=189 52 249 = 159.9
3.90ea

%_

Standaard in Mobiele Fase

1 ""I""I""I""I'I""I""I""I""I""I""I‘:"'I""I""I""I""I""I""I""I""I""I'
Lirnurmmn 109 MRER Of 1 Channel ES+
1004 =AM PtP=BEZ2 .88 249 = 159.9

5 . 3%ea
[T

Source: course Micromass
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Variatie in kolomtemperatuur

Linuron 10pgful {(Column & 40°C})

Linurgh10s8 MM Of 1 Channel ES+
100 285 249 = 159.9
] 4 58284
=%| Kolom @ 40°C
0 S T T T T T T T T T T T T IR UL LS RN I B
Linurgn106 MEM of 1 Channel ES+

100 3.15 248 = 15929

Kolom @ 30°C

100 497, dava
IKolom @ Kamertemperatuur
]
R

Source: course Micromass
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HPLC kolom

* De keuze van LC flow wordt bepaald door de
analytische kolom en de ionisatiemode

— 0.5-2 ml/min 3.9-4.6 mm i.d.
— 0.1-0.3 ml/min 2.1 mm i.d.
— 40 - 50 pl/min 1 mmi.d.
— < 10 pl/min Capillaire kolom
« APcl 0.2 -2 ml /min
- ESI 5 =300 pl/min routinematig (1 ml/min mogelijk)

Lo *



HPLC kolom

Linuron 10pgful Z.1mm Column)

Linurghil 15 FRER OF 1 Channel ES+
1004 =AM PtP=834.73 TIZ
. 8. 74ea
*50mm Waters S try C
_ 1.0 * 50mm Waters Symmetry C,,
'D_:,-"D_
El""|""|""!|"'"'|'"'|"""'|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|""|'
Linuran1 15 MRER Of 1 Channel ES+
1004 SN PtP=B32.09 249 = 15949
] 5. 6424

. 2.1 * 50mm Waters Symmetry C,

a |

Linurmn119 MRER Of 1 Thannel ES+
1004 SN PtP=3202.54 249 = 159.9
] 2.17ed

4.6 * 50mm Waters Symmetry C,q

A L I I I A I S R S I I R R R e s s ns N L1
]

Source: course Micromass
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HPLC Condities

« Mobiele fase
— A: Water:Acetonitrile:Mierenzuur (95:5:0.1 v/v/v)
— B: Acetonitrile:Water:Mierenzuur (95:5:0.1 v/v/v)

 (Gradient Tabel
Time (mins) A (%) B (%)

0.0 90 10
2.0 10 90
5.0 10 90
5.1 90 10
10.0 90 10
 Flow rate 0.2 ml/min
 Injectie volume 10 pl
 Kolom Waters XTerra Cyg 2.1 * 100mm, 3.5 um

ILVOa,



LC-MS voor kwantitatieve analyse

Mixed Std 100pgful

LHE&E G aa rRRM OF 168 Channels E‘?l-'(_:
Totaal lonen
| Chromatogram voor een
] ~mengsel van
componenten

Source: course Micromass
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LC-MS voor kwantitatieve analyse

Piek scheiding bekomen door selectiviteit van massa

Mixed Std 100pgiul Mixed Std 100pgiul
LMEET ] MREM Of 16 Channels ES+ LMEETH MRM of 16 Channels ES+
2492 = 160 6.56.. 216 > 174
1004 1.36e6 100+ 1.81e7
m % 9,
D L L L D L DL L R LR LR L D LN B B B B B L B L B L I
LNEBD1 MRM Of 16 Channels ES+ LMEED] MRM of 16 Channels ES+
B.43 2421 > 186 6.89.. 2073 = 721
100 1.05e8 1004 5.535e6
% 0,
o0 t-+-r-rrrr—rrr—rrrrrr L e
LKEBER1 MRM Of 16 Channels ES+ LKEBER1 MREM of 16 Channels ES+
B.43 241 > 214 .49 2023 = 146 1
1005 9 7586 100+ 6.66E6
%] %]
D L L L L L O D D L L D LN B B B B B L B B B B L B I
LMEBE 1 MREK of 16 Channels ES+ LMEBET MREM af 16 Channels ES+
B.94.. 2331 =721 B.35 202.2 = 124 1
100 1.59e6 1004 56686
%] " %
D L L L D L DL L R LR LR L D LN B B B B L B B B B B L B I
LNEBD1 MRM Of 16 Channels ES+ LMEED1 MRM of 16 Channels ES+
2303 = 1741 .49 202.3 = 1461
1004 4.2487 1004 6 .66E6
% 07,
AL B o e s L o o o o o e o R
LMNEEE1 MR of 16 Channels ES+ LMNERE1 WMEM of 16 Channels ES+
576 2261170 213 173.9 > 96
1004 5.2587 100+ £.90e5
% %]
_ 6.9 P _
o t—rrrrrrrr—r - Time R o o o o Ny
2.00 4.00 &.00 g.00 2.00 4.00 .00 5.00

Source: course Micromass

ILVO




Methodenontwikkeling

« Algemene procedure

aankoop standaarden

l

keuze en aankoop geschikte inwendige standaard

A 4

optimalisatie van massaspectrometrische condities

|

optimalisatie van vloeistofchromatografische condities

A 4

’ optimalisatie opzuivering matrix

solid phase extraction (SPE)

extractie met organisch solvent
Immunoaffiniteits chromatografie (IAC)

ILVOa, MIPs R



Solventextractie

B-lactam antibiotica

4 mlmelk + I.S.
6 ml acetonitrile
vortex mixen
ultrasoon bad
centrifugatie

iIndampen van
supernatant onder
stikstof tot 4 ml

filtratie
injectie van 40 pl e

YV VV VYV V V

YV VYV

ILVOa,

A\

YV VV VY V V

A\

Coccidiostatica

10 g gemixt ei + I.S.
10 ml acetonitrile
vortex mixen
ultrasoon bad
centrifugatie

iIndampen van supernatant

onder stikstof tot 4 ml
filtratie
Injectie van 40 pl




Instrumenten :
LC : Kontron
MS : LC Quattro with Z-spray

cone en baffle na 15 stalen :
v" geen vermindering van signaal

v dagelijkse reinigingsprocedure
van 30 minuten

v door eluent te splitten naar
waste, vermindering van
vervuiling

ILVOa,




Vaste fase extractie (SPE)

zacht mengen; 1 min. vortex mixen

8 ml melk 5 min. in ultrasoon bad
+ 50 pg/kg 1.S. centrifugatie : 15 min./ 1500 rpm
+8 ml aceton

hexaan laag in buis overbrengen
herhaal extractie met 8 ml hexaan
combineer hexaan lagen

+8 ml hexaan

conditioneer met 5 ml hexaan
breng hexaan extract op kolom
SPE (silica) ______was met 5 ml hexaan
Elueer met 5 ml acetonitrile en 5 ml aceton

damp extract droog onder stikstof
los op in 3 keer 200 pl acetonitrile
injecteer 20 ul in het LC-MS/MS systeem

m'. 9}%



Vaste fase extractie (SPE)

» Tetrayclines (melk, eieren, viees)
— deproteinisatie met TCA
— SPE met OASIS HLB
— elutie met methanol
— droogdampen
— oplossen in mobiele fase en injecteren

ILVOA, R



iImmunoaffiniteitschromatografie

|IAC
> gel capaciteit : 200 ng HFG/m|
extractie » eluens : EtOH/H,O pH 3 : 80/20
> 5 g gemixt ei > Equilibreer de gel : 5 ml PBS; 5 ml
> 5 ml acetonitrile eluens; 5 ml H,O; 5 ml PBS; 3*5 ml H,O
> vortex mixen > breng staal op : 1 ml H>O + staal
> ultrasoon bad —— | » was:5mlHxO + 5 ml MeOH/H,0:10/90
~  centrifugatie > elueer met 15 ml eluens
. droogdampen van supernatant > Tussen stalen: 10 ml H,O; 5 ml eluens; 5
onder stikstof tot 1 mi ml H0; 5 ml PBS; 3°5 ml H,0
~ toevoegen van 9 ml PBS buffer > Concentreer het elugat tot een volume
_ filtratie van 5 ml onder N, bij 60°C ; injecteer
10ul in het LC-MS/MS system

T H IR IRIE Y
\
= F El B =] "_J‘

ILVOgq,



ei belast aan 2 pg/kg HFG :
a) eenvoudige extractie met ACN
b) immunoaffiniteitschromatografie

250303m
100 —

b (area ic = 4081 8)

/

a (area 1ic = 6767)




MIP’S: Principe bereiding

remplate melecule

llonemeren

Polymeernetwerl

ILVOa,



MIP’S: enkele foto’s




MIP’S: resultaten bindingscapaciteit (PEN G)

BINDINGS-

EXPERIMENTEN

Bindings- | Opname | Opname | Opname | Opname
duur (%)MIP | (%) NIP | (%) MIP | (%) NIP
(uren) (batch1) | (batch1) | (batch 2) | (batch 2)
1 64.4 26.5
2 67.7 30.1
3 69.4 22.7
4 69.1 25.3
8 72.7 37.3
16 72.5 24.7
20 69.5 36.2 65.7 29.8
24 75.5 49.5
28 76.7 24.5

ILVOa,

« Significant verschil
opname MIP en NIP

» Reproduceerbaarheid
MIP batches

» Opname constant
(geen significant
verschil) onafhanke-
lijk van tijdsduur



MIP’S: ijklijn in melk

6,00000
y=0,0787x + 1,4116
R2=0,9849 5,30608
5,00000 /
4,00000
3,00000 © Elueren

Linear (Elueren )

© 227339

200000 P
,62469

1,00000 © 1.07855

0,00000 T T . . . . . . .

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

MISPE experimenten

» Elutie van verschillende concentraties (blanco, 2, 4, 8 en 50 ppb)
benzylpenicilline: lineair met goede correlatie

» Bepaling (screening) van concentraties in routinestalen mogelijk

Y-
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Opbouw analysereeks

« Standaardmengsel: controle van de werking van het toestel
« Blanco melkstaal: enkel toevoeging van inwendige standaard

« Controlemonster (eerstelijnscontrole): melkstaal met toevoeging
van antibiotica aan MRL-niveau + inwendige standaard

* Onbekend monster (tweedelijnscontrole): melkstaal belast met
één of meerdere antibiotica + inwendige standaard

« Te analyseren monsters: enkel toevoeging van inwendige
standaard

« Inwendige standaard: in elk monster aan dezelfde concentratie;
controle op het verloop van de analyse; correctie voor recovery

Lo *



2002/657/EG : LC/MS-MS

 Bij voorkeur toevoeging van inwendige standaard
« Analyse van een negatief en positief controlestaal
« Relatieve retentietijd : afwijking van 2,5 % voor LC
« MRM : multiple reaction monitoring
= signaal/ruis : > 3:1 voor elk diagnostisch ion
» relatieve intensiteiten van de geselecteerde ionen

 |dentificatie punten : 4 voor verboden substanties, 3 voor MRL-
substanties
= minimum 1 ion verhouding
= alle relevante ionen moeten voldoen aan de criteria

= maximum 3 afzonderlijke technieken kunnen gecombineerd
worden

= vb. 1 precursor ion en 2 product ionen : 4 punten

« Nieuwe begrippen : CCa, CCB, MRPL, ...
« Validatie

Lo *



Relatieve retentietijd

12-Jan-2005 19:25:40 positief controlemonster: 4 ug/l ampi-, amoxi- en benzylpenicilline + 5 pg/l IS Quattro LC
20050112_012 4: MRM of 1 Channel ES+

100 aeiez RT LS. = 10,29 min

]

RT comp. = 8,87 min

T T T T T T T T T 1
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
20050112_012 : MRM of 3 Channels ES+

o # RRT = RT comp/RT
S.

7.1

512 6.00 669 10.4110.55

%

0 T T T T T T T T T T T T T 1
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12,00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 RRT = 0.862
20050112_012 1: MRM of 3 Channels ES+ ’
8.87 335.3> 160
10% 1.24e3
| Afwijki 5 %
o] wijking max. 2,5 %
] = 0,02155
T T T T T T T T T T T T T 1
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
20050112_012 1: MRM of 3 Channels ES+
1004 335.3>113.9 T I .
] = |oegelaten marge:
. 0,84045-0,88355
0 T T T T T T T T T T T T T 1 Time
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
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Signaal/ruis verhouding : minimum 3 voor elke

transitie

12-Jan-2005 19:25:40 positief controlemonster: 4 pg/l ampi-, amoxi- en benzylpenicilline + 5 pg/l IS Quattro LC
20050112_012 1: MRM of 3 Channels ES+
100+ S/N:PtP=11.55 335.3>176.1
952
2 512 6,00 669
O T T IS T L L L L A B L B B B B A L B R
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
20050112_012 1: MRM of 3 Channels ES+
100+ S/N:PtP=9.22 335.3 > 160
1.24e3
0\07
o T T T T T T T T T T T 1
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
20050112_012 1: MRM of 3 Channels ES+
100 S/N:PtP=8.11 335.3>113.9
965
| B
0 T T T T T T T T T T T 1 Time
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
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Ing ionen

12-Jan-2005 19:25:40 positief controlemonster: 4 pg/l ampi-, amoxi- en benzylpenicilline + 5 pg/l IS Quattro LC I n 1 7 - 1 : 2
20050112_012 1: MRM of 3 Channels ES+ L]
10 8.87. 335.3 > 176.1
102 952
Area
6.00 6:69
lon 160 : 136
.
T T T T T T T T T T T T T 1
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
20050112_012 1: MRM of 3 Channels ES+
335.3 > 160 -
- =2  lon 114 : 88
Area -
®- 21
' lon 176/ion 160 = 0,75
, 0 io 7
O T T T T T T T T T T T T T J
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
20050112_012 1: MRM of 3 Channels ES+
10 35.3 > 113.9
965
“ lon 114/ion 160 = 0,65
J
ES
[0 T T T T T T T T T T T T 1 Time
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
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Maximaal toelaatbare marges voor de relatieve
ilonenintensiteiten voor LC

Relatieve intensiteit Toelaatbare marge
(% van hoofdpiek)

>50 % +20 %
> 20 % tot 50 % +25%
>10 % tot 20 % +30 %
<10 % + 50 %



Berekeningen marges

lon 176 : 102

lon 160 : 136

lon 114 : 88

lon 176/ion 160 = 0,75 marge 20 % (0,15) 0,6-0,9
lon 114/ion 160 = 0,65 marge 20 % (0,13) 0,52-0,78

Lo *



Kwantificatie

« |ljklijn in matrix: stijgende concentratie component +
constante hoeveelheid |.S.

benzylpenicilline in melk
3,5
3 y = 0,0194x - 0,0111
0 R2=0,9986
P25
g 2
=
Q
g 15
S 1
g8 05
o
0
05 0 50 100 150 200
concentratie in pg/l
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Kwantificatie

+ signal suppression/enhancement (SSE)

CPA

DON

>

peak area MT/peak area
IS

N~

500 1000

conc (ppb)

1500

«© 7 00062 ©
QO y=0:0062x
E 6 R2-09921 2 %
© 5 x
o
S 4 g
E - y=0.0039x = liquid standard E @ ® liguid standard
g R2=0.9976 © standard in matrix s ® standard in matrix
© ©
3 §
e 0 500 1000 1500 e 0 2000 4000 6000
conc (ppb) conc (ppb)
Aflatoxin G1

25 y=0.022x y=0.022x

o0 - R2= 29‘927/‘ R2=0.9912

15 ® liquid standaard M t . ff t

10 - & standard in matrix a rIX e eC



Kwantificatie in voeder

e ijklijn in matrix
» probleem: voeders met verschillende

samenstelling (verschillend matrix
effect); geen correcte kwantificatie

» oplossing: standaardadditie

ILVOA, R



standaardadditie

-

Lasalocid in voeder /
//
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Proficiency study for the analysis of beta-lactam residues in raw milk

2007 — organised by AFFSA Fougeres, Community Reference Laboratory

* beta-lactam antibiotics
« penicillins/cephalosporins
e used for bacterial infections

« study in 2003 at ILVO: 181 samples positive at 10 analysed with groups
specification methods and LC-MS/MS

* 79 % non synthetic penicillins (penicillin G, ampicillin,
amoxicillin)

* 8 % synthetic penicillins (cloxacillin, ceftiofur, cephalonium, ..)

* 4 % combination beta-lactam and non-beta-lactam

* 9 % non beta-lactam

» presence of residues: allergic reactions, influence on production of
certain milk products, antibiotic resistance

« European legislation: a lot of MRLs are defined in milk

Lo *



Proficiency study for the analysis of Beta-lactam residues in raw milk 2007 —

organised by AFFSA Fougeres, Community Reference Laboratory

« six samples were delivered by AFSSA: quantification + decision
compliant/non compliant

« method used for analysis
* 4 ml milk + internal standard
6 ml acetonitrile, vortexing
 centrifugation
» evaporation of supernatant to 4 ml under nitrogen at 40°C

 filtration

* injection of 50 ul into LC-MS/MS
» Alliance 2695
» Quattro LCZ

e compounds looked for in method: penicillin G, ampicillin,
cloxacillin, oxacillin, dicloxacillin, amoxicillin, ceftiofur, cefalexin,
cefazolin, cefacetrile, cephapirin, cefquinome, cefalonium,
cefoperazone

Lvau *



prepare dilutions freshly




pipetting samples + control samples




addition internal standard + spiking of control
samples

ILVOa,



addition acetonitrile, gently shaking, vortexing




centrifugation + supernatant in graduated tube




evaporation under nitrogen at 40°C

ILVOa,



transfer extract in filter
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LC-MS/MS

ILVOa,

Compound

penicillin G 4
ampicillin 4
amoxicillin 4
cloxacillin 30
dicloxacillin 30
oxacillin 30
ceftiofur 100
cefquinome 20

4,7
4,8
5,5
32,0
33,7
32,0
110,5
24,5

5,4
8,8
6,0
34,0
38,0
35,0
129,0
31,3

repeat. (%)
(3 levels)

<17
<24
<20
<7
<8
<7
<8

<15

AP
N



proficiency test beta-lactams 2007

Compound ESTIMATED concentrations DECISION
confirmed (ug/kg)**
Tick the appropriate box keyboarding € or NC
Sample Code *
(Important to track back
samples ! ) 1% analysis 2" analysis Compliant (Negative) Non-Compliant
(Positive)
45 Cefquinome 50,00 48,00 NC
81 cloxacilline 36,00 35,00 NC
234 cefalonium 15,00 18,00 Compliant (Negative)
342 penicillin 6 6,00 5,00 NC
526 penicillin 6 6,00 5,00 NC
no compound . .
552 detected Compliant (Negative)

m'. %



Proficiency test beta-lactams 2007

ILVOa,

cloxacillin in milk

1,8
16 y = 0,0794x - 0,0006

’ R? = 0,995 (3
1,4

2

IS

ea comp./area

20

cccccc tration pg/kg

25

S



28-Nov-2007 19:20:30 ijklijn: 12 ppb benzylpenicilline, 35 ppb cloxacilline + 5 ppb IS nafcilline

Quattro LC 28-Nov-2007 22:51:45 staal nr. 2007/007333

Quattro LC
20071128_007 Sm (Mn, 1x1) 3: MRM of 2 Channels ES+ 20071128 012 Sm (Mn, 1x1) 3:MRM of 2 Channels ES+
10.13 illi 436.2 > 160.2 HIN 436.2 > 160.2
100, : cloxacillin 100, cloxacillin
RRT: 0,9774 1078 e RRT: 0,9774 OK 1% o
rea rea
S/N>3
32 LB
10.79 11.81
2 4
G““\““\““““\““““\““““\““\““\““\““\‘“‘““\““““\““““\““““\ G““““\““““\““\““\“““ T R A R A A |
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 0.00 2.00 4.00 6.00 1 0 00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
20071128_007 Sm (Mn, [P 3MRMof20hannelsES+ 20071128_012 Sm (Mn, [P 3: MRM of 2 Channels ES+
o0 i6n ratio: 1021 accepted margin: 20°%272 i6h ratio: 1020 t862>2772
13717 14e4 15545 4.94e4
0’78508 + 0’157016 Area 0’76777 OK S/N > 3 Area
632 735 859 112'3?1 111'39 6.61735 859
HH\HH\HHHH\HHH‘w‘s‘e‘w‘gg“\“2‘7‘\””\””\””\‘Hw‘”w””HH\HHHH\HHHH\ IR RERS AR R R ER RN N 24104 47 R B B I I I R B IR
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 0.00 2.00 4.00 6.00 1 0 00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
20071128_007 Sm (Mn, 1x1) 2: MRM of 1 Channel ES+ 20071128_012 Sm (Mn, 1x1) 2: MRM of 1 Channel ES+
10.40 415.2>199.1 10.40 415.2>199.1
100] 9083 .S. 30364 ] 10162 .S. 35164
Area Area
| ) -
5.23 6.23 6‘.‘569 7é332 5;6 6.0 6659 761 92? 1215
183 . 114 46 55 )
R R R O R B R B S R L R BN A A R AR RS R 11[-} IRERAEERSE AR RARRAR RN IRARAREERARERRE T T e Time
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 0.00 2.00 4.00 6 00 8.00 10 00 12 00 14.00 16.00 18.00 20.00




14 laboratories

Table 13. Raw data and z-scores for material 2 containing 6 pg/kg of peniciilin G —

Lab code 1st value 2nd value 1st value 2nd value Mean sD Za-score  Zr-score

ng/kg neke peke pgkg  pekg  pefke (0=129) (c=0.64)
XV-MC- .30 7.00 6.60 7.60 738 074 1.18 1.15
XV-MD- 5.80 6.10 6.00 631 605 021 0.16 0.33
XV-MF- 5.00 5.10 5.80 5.80- 543 043 0.33 0.68
XV-MG- 4.90 5.30 3.90 4.20 458  0.64 0.99 0.99
XV-MH- 6.00 5.00 6.00 500 550 0.58 027 0.90
XV-MJ- 5.30 6.00 5.70 5.50 573 0.33 -0.10 0.48
X V-MM- 5.90 6.09 5.72 6.06 594 017 0.07 0.26
X V-MN- 7.50 7.70 8.30 8.20 7.93 039 1.61 0.60
XV-MP- 6.20 5.80 6.30 5.50 605 024 0.15 0.37
NV-MR- 5.50 5.20 5.40 4.90 525  0.26 -0.47 0.41
XV-MV- 7.40 7.50 7.20 7.10 730  0.IR 1.12 0.28
NV-MX- 5.70 5.70 570 0.00 -0.12 /"
XV.PA- 2.02 3.18 270 0865 245 1.49
XV-PI- 6.00 7.10 5.70 6.10 523 061 0.29 0.94

* 7r-score was not evaluated for laboratory MX because no data reported for material 2 {sample2b)

Global mean = 5.83 pg/kg
Standard deviation = 1.41 pg/kg
Relative standard deviation = 24.1 %

ILVO e



15 laboratories
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Table 14. Raw data and z-scores Jor m

aterial 3 containing 40 ug/kg of cloxaciilin

Lab code 15t value 2nd value Mean Za-score
nefikg pe/kg ppfig  (@=7.43)
XV-MB- 43.50 42 60 4325 j.27
X V-vlC- 3380 31.10 32.45 -0.18
NV-MD- 5570 57.80 56.75
NV-NEF- 1870 30.80 24.75 -1.22
MWW 32.60 36.50 34 .55 .10
»v-MH- 36,00 35.00 35.50 0.23
Ny -MJI- 33.30 21.30 32.30 -0.20
XV -MWI- 36.60 40.30 38,45 .63
NV -WIMN- 32.00 31.50 31.75 0,27
XV-MP- 3220 29.90 31.05 -.37
NV-ME- 35,60 34.20 34.90 0.15
Nv-MV- 34.30 35.60 3495 0.16
NV-MX 11.60 10 80 11.20
M -PA- 26.11 26.11 -1.03
XV -PF- 32.60 36.40 34.50 0.10

Global mean = 33.50 pg/kg
Standard deviation = 9.67 ng/kg
Relative standard deviation = 28.9 %



8 laboratories

Table 15. Raw data and z-scores for material 4 containing 50 pg/kg of cefquinome

Lab code I,ignfg h:;,g"e Mean ﬁ-;;'j;;}

X V-MB- 77.70 77.70 77.70 1.93
NV-MD- 63.40 64.80 64.10 0.80
XV-MH- . 5000 . . - 48.00 4900 . 046 7
XV-MN-  52.50 5100 51.75 0.23
XV-MP- 53.20 49 80 51.50 025
NV-MV- 50.10 52.00 51.05 029

X V.PA- 42.10 37.60 39.85 -1.22

X V.PF- 59.70 65.20 62.45 0.66

Global mean = 55.93 pg/kg
Standard deviation = 11.65 pg/kg
Relative standard deviation = 20.8 %



7 laboratories

Table 16. Raw data for material 5 containing 20 pg/kg of cefalonium

S ———————

1st value 2nd value

Lab code we/ke ng/ke Mean

XV-MB- 59,00 56.00 57.50
XV-MD- 28.60 29.10 28.85
XV-MH-. -15.00 . 1800 16.50
XV-MN- 21.00 20.60 20.80
XV-NMP- 20.10 18.10 19.10
NV-MV- 2270 22.50 22.60
XV-PE- 21.20 27.50 24.55

Global mean = 27.13 pg/kg
Standard deviation = 13.96 pg/kg
Relative standard deviation = 51.5 %

ILVOa,



Table 11. Decisions of the laboratories: Compliant and Non Compliant answers

Blank Penicillin-G  Penicillin-G  Cloxacillin Cefquinome Cefalonium
Material 1 Material 22 Material 2h Naterial 3 Material 4 Material 5
MRL (ug/ke) 4 4 a0 20 20
Spiked
concentration 6 & 40 50 20
(ugfkg)
XV-NMEB- C C for ampi C for ampi NC NC NC
XY -MC- ! O WNC i deteoted posilive detected positivo
XV-MD- C N [ MNC NC MC
XV -MF- C NC NC NC st & o C
NV-MG- / NC NC NC ! !
NV -ME- C’ THC . NC NC C s
Xv-ML- C HNC NC NG C C
X v -Mvl- C NC NC NC C C
NV-MN- C NC MNC C NC c
XV-NMP- ! NC NC C NC C
XV-NMR- ! NC NC WNC ! C
XV-MV- C NC NC NC HNC NC
NC and
XY-MX- ¢ NC for_ cl:jxi:ﬁfin NC u}:;cﬁ?ll;n cl?xcm.fﬁ?m
cephalexin

KV-PA- ! C L e MNC /
NV-PF- NC for ampi NC MNC NC NC NC

C: declared compliant (negative)
NC: declared non-compliant (positive}
{: nodatn reported by the participant

ILVO4gq,



