出國報告 (出國類別：研究實習）

法國國立南特獸醫大學 Laberca 實驗室食品殘留物及污染物檢驗訓練
服務機關：行政院衛生署藥物食品檢驗局
姓名職稱：鄭維智 薦任技正
出國地區：法國國立南特獸醫大學 Laberca 實驗室
出國期間：98 年 10 月 02 日至 10 月 18 日
報告日期：98 年 12 月 18 日
目次
摘     要  -------------------------------------------------------------------------------
1

1、 目的 -------------------------------------------------------------------------------
2

2、 過程 -------------------------------------------------------------------------------
3
3、 研習心得 -------------------------------------------------------------------------
4
4、 建議事項 -------------------------------------------------------------------------
21
5、 收集之資料 ----------------------------------------------------------------------
22
摘           要
此次奉派自 98年 10月 2 至 10 月 18 日前往法國國立南特獸醫大學 (National Veterinary School of Nantes) Laberca 實驗室，參加 SARAF (School for Advanced Residue Analysis in Food, SARAF) 課程，研習食品殘留物及污染物檢驗，本次係 Laberca 所辦理的第 15 次國際研習課程，計有比利時等 12 個國家 18 人參加，我國由本局鄭維智技正及標準檢驗局張菊香技正參加。

研習期間共計兩週，內容涵蓋歐盟法規簡介、風險評估、化合物監測種類、樣品製備方法、進階篩檢法簡介、質譜分析技術、分析準則、代謝物、持久性有機污染物、分析方法確效、品質管理等課題，並包括實習課程，研習過程理論與實務互相配合，內容豐富多元，收穫頗多。研習會後並有測驗，我國參與學員成績優異，表現良好。
壹、目          的
一、至法國國立南特獸醫大學 Laberca 實驗室，研習食品中殘留物及污染物檢驗技術。
二、吸收歐洲在食品殘留物及污染物之法規發展、檢驗技術及品質管理，提供國內食品安全系統建構參考。
三、建立與法國國家參考實驗室聯繫及學習管道。
貳、過         程
此行於法國國立南特獸醫大學 Laberca 實驗室研習「食品殘留物及污染物檢驗 (SARAF)」，時間為 98 年 10 月 02 日至 10 月 18 日，行前透過亞洲貿易促進會駐巴黎辦事處吳嘯吟秘書協助報名及聯繫，得以順利參加研習，在此特致謝意，研習內容如表一。
表一、赴法國國立南特獸醫大學 Laberca 實驗室研習內容
	日期
	研習內容

	98.10.02
	啟程赴法國南特

	98.10.05
	歐盟及各國食品法規介紹、風險評估、監測化合物

	98.10.06
	樣品製備簡介及實習，包括Quechers, MycoSep®, SEP Screen Dau 及分子拓印高分子技術等淨化方法。

	98.10.07
	進階篩檢法技術及實習，包括生物感測器、酵素結合免疫吸附法、DNA 結合法篩檢持久性有機污染物等。

	98.10.08
	質譜儀介紹 (離子化、偵測及數據擷取) 及實習，包括化學結構解析、氣相及液相層析質譜儀最佳化及維護。

	98.10.09
	氣相層析質譜儀/液相層析質譜儀及實習，包括皮質類固醇、全氟化物、生長激素、芬普尼等污染物之分析應用。

	98.10.10-11
	整理資料

	98.10.12
	歐洲分析方法準則及實習，包括液相層析串聯質譜儀資料分析、新儀介紹


	98.10.13
	代謝物簡介、實習 (氣相層析串聯質譜儀資料分析、合成類固醇等)、新儀介紹

	98.10.14
	方法確認、多變量統計學 (Multivariate statistics) 於污染物研究之應用及實習

	98.10.15
	分析方法的確效、實習及新儀介紹

	98.10.16
	測驗、品質管理、食品及獸醫辦公室 (FVO) 對第三國家的要求、閉幕

	98.10.17-18
	返國


參、研  習  心  得

此次研習內容涵蓋歐盟法規及各國食品安全法規、風險評估、化合物監測種類、樣品製備方法、快速篩檢法簡介、質譜分析技術、分析準則、代謝物、持久性有機污染物、分析方法確效、品質管理等課題，並包括實習課程，理論與實務互相配合，課程內容豐富多元。
一、Laberca 實驗室簡介
Laberca 實驗室係法國重要的分析實驗室，1990年於法國獸醫大學成立，鄰近法國南特 Erdre 河畔 (River Erdre)，如圖一。有鑑於食品安全分析之重要，2001 年開始舉辦食品殘留物及污染物檢驗 (School for Advanced Residue Analysis in Food, SARAF) 研習課程，課程主要目提供歐盟及其他第三國家學員學習歐盟食品中殘留物及污染物的法規、增進分析化學知識、品質管理與保證、實物操作及與各國合作的網絡。Laberca 每年提供各國名額至該實驗室學習，目前為止，包括台灣在內，已經有超過 74 個國家 (歐盟 20 個國家及其他 54 個國家)，200 位以上學員參加該課程，對於提升各國在食品中殘留物及污染物之分析技術上有很大的幫助，並且建立良好溝通平台，有助於各國交流與互動。
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圖一、法國南特國立獸醫大學 Laberca 實驗室 (http://www.saraf-educ.org/)
該實驗室具有尖端的分析儀器，包括液相層析儀 (LC) 1台、氣相層析質譜儀 (GC-MS) 3台、氣相層析串聯質譜儀 (GC-MS/MS) 2台、液相層析串聯質譜儀 (LC-MS/MS) 4台、氣相層析高解析度質譜儀 (GC-HRMS) 3台、液相層析高解析度串聯質譜儀 (LC-HRMS) 1台及氣相層析時間飛行式質譜儀 (GC-TOF/MS) 1台，如圖一。該實驗室在許多分析項目中為法國國家參考實驗室等級，包括乙型受體素 (β-agonist)、類固醇 (Steroids)、皮質類固醇 (Corticosteroids) 等殘留物及戴奧辛 (Dioxin)、多氯聯苯 (PCBs)、多元芳香族碳氫化合物 (PAHs) 等污染物。生長激素 (Growth hormone)、溴化阻燃劑 (BFR) 以及全氟化物 (Perfluorinated compounds) 的分析將納入國家參考實驗室的目標。
[image: image2.emf]
圖二、LABERCA 實驗室主要設備 (Le Bizec 2009)
二、課程研習內容重點
(一) 國際食品法規簡介
本節中主要介紹世界貿易組織 (World Trade Organization, WTO) 之「食品安全檢驗與動植物防疫檢疫措施協定 (Agreement on the Application of Sanitary and Phytosanitary Measures (SPS)」以及各國 (包括日本、中國、印度、美國以及歐盟) 的食品法規現況。
SPS 為國際間通行的重要措施，係為保護人類、動物或植物的生命或健康，可採取或執行必要檢驗與防檢疫措施。為防範 SPS 措施對國際農產品貿易造成限制性的影響，前關稅暨貿易總協定 (General Agreement on Tariffs and Trade, GATT) 之會員國經協商後制定 SPS 協定，並列入 1995 年 WTO 成立協定之一。該協定的主要目的包括降低 WTO 會員國因實施 SPS 措施所形成的貿易障礙，以促進國際間的自由貿易，其次，協助各國保護自己，以避免因為貿易而受到衛生安全上的危害。
由於食品安全的重要性，各國近年為應付日趨複雜的食品安全問題密集大幅制修相關法令，自 1995 年以來，日本政府對食品衛生法之修正次數達十餘次，並於 2003 年制定食品安全基本法，且於同年7月成立食品安全委員會，2006年 5 月 29 日則實施的日本的正面表列系統 (Positive list system)；2006 年印度實施的食品安全及標準法 (Food Safety and Standards Act)；2009年 6 月 1 日中國實施食品安全法 (Food Safety Law)。美國聯邦食品藥物管理局 (FDA) 新任局長韓波 (Margaret A. Hamburg, M.D.) 醫學博士在其「維護美國家庭安全：重建食品安全系統」(2009 年) 演講中指出：「食品安全為公共衛生的核心議題」，顯見食品安全的重要性已成為已開發國家重要的指標之一。現任美國總統歐巴馬亦承諾改善美國食品安全，2009 年 3 月美國歐巴馬總統聲明保護食品及藥物的安全是政府應該有的最基本的責任之一，歐巴馬總統並且設立跨部會的總統食品安全小組 (President’s Food Safety Working Group)，由衛生福利部和農業部長擔任主席，負責協調政府各部門更新並落實食品安全法。該小組並於 2009 年 7 月 7 日提出 21 世紀的食品安全系統，以優先預防 (Prioritizing prevention)、強化監測與落實執法 (Strengthening surveillance and enforcement) 等三個核心原則做為美國未來在食品安全管理工作之重點。2009年11月18日，美國國會健康、教育、勞動及保障委員會全票通過美國食品安全強化法 (Food Safety Enhancement Act)。
90年代歐洲爆發串嚴重危害食品安全事故，如英國之狂牛症（1996年）及比利時之戴奧辛雞毒事件（1999年），嚴重影響消費者對食品之信心，促使歐盟當局全面重新檢視其食品安全體系與政策，於2000年頒布了「食品安全白皮書（White Paper on Food Safety）」，以建立從農場到餐桌全面性的食品安全政策，2002年成立歐盟食品安全局 (European Food Safety Authority, EFSA)，主管歐盟食品安全風險評估，EFSA 係一獨立性的科學機構，該機構的任務與目標主要是負責獨立性風險評估，並以其科學意見為基礎，一方面提供歐盟執委會從事風險管理的參考，另外一方面也提供消費者科學性的資訊，使能達到獨立分析與選擇之能力。歐盟至今已先後頒布了許多的新法規，這些法規所形成的架構，為歐盟的食品安全訂定了具體的標準與監管程序，提升消費民眾對於食品安全的信賴度，如圖三，相關食品安全法規如下：
1. 178/2002/EC：歐洲議會和歐盟理事會2002年1月28日第178號規章，明定食品法之一般原則和要求、成立歐盟食品安全局及明定有關食品安全事宜之程序。
2. 852/2004/EC：歐洲議會和歐盟理事會2004年4月29日第852號有關食品衛生規章

3. 853/2004/EC：歐洲議會和歐盟理事會2004年4月29日第853號規章，明定動物性食品之特殊衛生規則。

4. 854/2004/EC：歐洲議會和歐盟理事會2004年4月29日第854號規章，明定供人類食用動物性產品之官方監管組織之特殊規則

5. 882/2004/EC：歐洲議會和歐盟理事會2004年4月29日第882號規章，有關實施官方監管以確保遵循飼料與食品法、動物衛生及福利規則。
6. 2073/2005/EC：歐洲議會和歐盟理事會 2005年11月15日第 2073 號規章，明定食品微生物的標準法規。

7.  2074/2005/EC：歐洲議會和歐盟理事會 2005年11月15日第 2073 號規章，根據歐洲議會和歐盟理事會 853/2004/EC 及854/2004/EC、882/2004/EC 規章對某些產品和官方管理機構制定實施措施。

8. 2075/2005/EC：歐洲議會和歐盟理事會 2005年12月5日第 2075 號規章，規定肉中旋毛蟲官方控制特定規則的法規。
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圖三、歐盟食品安全法規架構 (André 2009)
(二) 風險評估及管理

風險評估架構分為四大部份：危害鑑定 (Hazard identification）、危害特徵描述 （Hazard characterization）、暴露評估（Exposure assessment）及風險特性（Risk characterization）。本節由風險評估設定最高限量的角度探討殘留物及污染物的管制，以了解風險評估與管制的關係。透過獸醫用藥的管理以及污染物暴露的評估，可以降低該類化合物的暴露。在風險管理上，自我管理以及透過政府在獸醫用藥殘留量及使用的管制、監視及鑑定獸醫用量的污染，可以有效控制污染物或殘留物含量。
(三) 監控物質
食品中殘留物 (Residues) 及污染物 (Contaminants) 之定義不同，殘留物係經有意的處理 (Intentional treatment) 後所殘留於食物中的藥物 (Parent drugs) 或其代謝物 (Metabolites)，例如動物用藥、飼料添加物、植物中的農藥殘留等，依據 96/23/EC 之定義，殘留物係指用藥後之殘留物質、代謝物及其他殘留在動物產品內可能對人類健康有危害之物質；污染物係指非故意的 (unintentionally) 在食品製造或販售過程中，經由飼料或水源進入食物中之化合物稱為污染物，例如環境污染物戴奧辛、多氯聯苯、重金屬、動物體內的農藥等。

有關歐盟 96/23/EC 附件 I 之監控物質如下：。

1. A 類化合物 (Group A)：係指具同化效應 (Anabolic effect) 之物質及未許可之物質
(1) 對稱二苯代乙烯、對稱二苯代乙烯衍生物及其鹽和酯

(2) 抗甲狀腺製劑 (Antithyroid agents)

(3) 類固醇 (Steroids)
(4) Resorcylic acid lactone，包括玉米赤黴醇 (Zeranol) 

(5) 乙型受體素 (Beta-agonists)

(6) 1990年6月26日(EEC) No 2377/90 理事會法規附件 IV所列之化合物，包括：
(a) 馬兜鈴屬及其製備 (Aristolochia spp. and preparations thereof)
(b) 氯黴素 (Chloramphenicol)
(c) 氯丙嗪 (Chlorpromazine) 

(d) 秋水仙素 (Colchicine)
(e) 氨苯礬癩 (Dapsone)
(f) 待美嘧唑 (Dimetridazole) 
(g) 甲硝唑（Metronidazole）
(h) 硝基呋喃類（Nitrofurans）包括富來頓（Furazolidone）
(i) 羅力嘧唑（Ronidazole）
(註) 2377/90 (EEC) 已被 470/2009 (EC) 取代。

2. B 類化合物 (Group B) ：係指獸醫用藥和污染物，又細分為 B1, 2B2, 及 B3 類化合物。
(1) B1 類：抗菌物質 (Antibacterial substances)，包括 β-lactams, Tetracyclines, Macrolides, Aminoglycosides, Amphenicols, Polypeptides 等。另外屬於化學合成抗菌物質 (Chemotherapeutics) 包括 Sulfonamides, Quinolones, Nitrofurans, Nitroimidazoles。
(2) B2 類：其他獸醫用藥 (Other veterinary drugs)
(a) 驅蟲劑 (Anthelmintics)
(b) 包括nitroimidazoles在內之抗球蟲藥 (Anticoccidials)
(c) 氨基甲酸酯和除蟲菊 (Carbamates and pyrethroids)
(d) 鎮靜劑 (Sedatives)
(e) 非類固醇抗炎藥 (Non-steroidal anti-inflammatory drugs , NSAIDs)
(f) 其他具藥效物質 (Pharmacologically active substances)
(3) B3 類：其他物質及環境污染物 (Other substances and environmental contaminants)
(a) 有機氯化合物 (Organochlorine compounds)，包括多氯聯苯(PCBs)。
(b) 有機磷化合物 (Organophosphorus compounds)
(c) 化學元素 (Chemical elements)，如鎘、鉛、汞及砷。
(d) 黴菌毒素 (Mycotoxins)，如黃麴毒素類 (Aflatoxins)、嘔吐毒素 (Deoxynivalenol, DON，又稱為 Vomitoxin)、伏馬鐮孢毒素 (Fumonisins)、T-2 毒素 (T-2 Toxin)、赭麴毒素A (Ochratoxin A)、棒麴毒素 (Patulin)。
(e) 染料 (Dyes)，如孔雀石綠 (Malachite green)。
(f) 其他

 (四) 樣品製備
1. 簡介：建立一個分析方法時，在樣品製備方面，需了解三個關鍵的問題 。

(1) 待測物溶質特性，考慮其分子量、分子式、沸點等物理化學特性、極性 (包括揮發性、溶解度、吸附性、logP 值、官能基)、熱安定性以及發色基團之與否，以選擇適合的分析儀器。
(2) 樣品基質特性，考慮其揮發性、酸鹼值、鹽濃度、水分含量等，以瞭解基質的複雜程度。
(3) 分析濃度，考慮儀器偵測器的感度、檢液注射量等，以選擇合適的樣品製備方法，配合分析儀器，如圖四。
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圖四、溶質特性與層析選擇 (David 2009)

其次選擇儀器分析時，需要考慮以下因子：
(1) 溶質的揮發性及熱穩定性，以決定採用氣相層析法或液相層析法分析。
(2) 考慮儀器偵測器解析度 (Resolution)、敏感度 (Sensitivity) 及選擇性 (Selectivity)，以質譜的選擇性而言，由小至大依序為一段四極柱質譜儀、離子阱質譜儀、三段四極柱質譜儀、飛行時間式質譜儀、四極柱飛行時間式質譜儀、磁場式質譜儀。
(3) 考慮如何區分待測物與基質，例如採用分子量差異、化合物之極性差異或者是揮發特性的差異。
(4) 考慮萃取方法、濃縮方法、淨化方法、區分方法或者是衍生化方法等處理。
在樣品製備自動化部份，主要介紹線上(On-line) 及多維(Multidimensional) 層析技術在樣品製備上的應用。為了能夠儉省空間、人力及溶劑使用量，許多樣品製備方法已朝向線上自動化方向設計，例如 SPE-LC-MS 系統，係採用自動化固相萃取匣淨化後，再以 LC-MS 分析痲痹性貝毒 (Paralytic Shellfish Poisoning, PSP)；der-SPME-GC-MS系統係採用自動化衍生化反應，再以固相微萃取方式注入 GC-MS 分析有機錫化合物 (Organotin compounds)，如圖五。此外，目前在層析上的應用，也朝向多維搭配的方式進行，例如採用二維分析模式，將兩支極性不同的分析管柱串聯搭配飛行式質譜儀 (GC×GC-TOF-MS)，可以進行更完整的多重成份分析 (例如同時分析106 種農藥及多氯聯苯等環境污染物) 及去除基質的影響。搭配不同相的多維層析法，可應用於不同需求的分析，如 LC-LC 系統可提升選擇性；LC-GC系統可提升選擇性及解析度；GC-GC 系統可提升解析度。
樣品製備的未來趨勢是朝向自動化、溶劑使用量低、微型化 (Miniaturization)、高生產力以及資料處理多元化的方向努力，在資料處理部份，尤其針對代謝物的解析是特別受到重視。
[image: image5.emf]
圖五、der-SPME-GC-MS系統 (David 2009)
2. 實習：分別介紹 QuECHERS 淨化方法、Mycosep® 固相萃取匣、陰離子交換固相萃取匣、分子拓印高分子 (Molecular imprinted polymers, MIP) 淨化樣品等。
(1) 以蜂蜜為檢體示範 QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Rugged, Safe) 淨化方法，該淨化方法係由 Anastassiade 等 (2003) 所開發，應用於食品中農藥殘留之多重分析，具有快速、簡單、便宜、耐用、安全等優點，為國際廣為使用的前處理方法，目前本局亦採用相同的前處理方式淨化蔬菜檢體，用以分析蔬果中農藥殘留量。

(2) 黴菌毒素屬於 96/23/EC 指令附件 I 之其他物質及環境污染物 (Group B3d)，採用 Mycosep® 固相萃取匣淨化青儲飼料 (ensilage) 檢體，藉以分析青儲飼料中的黴菌毒素，如 Zeranol, Taleranol, α-Zeralanol, β-zeralanol, Zearalenone 等。該方法亦具有快速及簡單操作之優點。
(3) 採用MIP技術所製造的固相萃取匣淨化牛奶樣品，分析牛奶中綠黴素 (Chloramphenicol)。MIP是一種利用非生物性材料所製成具有辨識特定物質能力的技術，係模板 (Template) 與官能基單體進行共價 (Covalent) 或非共價反應 (Non-covalent interactions)，然後添加交鏈劑、起始劑等進行聚合反應，之後移除模板後，可製成具有高選擇性及專一性之 MIP，應用於樣品的淨化，如圖六。
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圖六、分子拓印技術 (Dias et al., 2008)

(4) β-受體素 (β-agonist) 是 96/23 EC 指令中所禁用的生長促進劑(growth promoters)，屬於 Group A5 監測物，實習內容係以動物尿液為檢體，採用逆相及陰離子交換固相萃取匣淨化。
 (五) 進階篩檢技術
1. 簡介：篩檢方法為食品中污染物或殘留物檢驗方法之一，係屬定性方法，應用於鑑定樣品中是否含有藥物或其代謝物之殘留等檢驗，使用篩檢方法的目的為求快速、簡單且能因應需求，因此篩檢方法須具備高效率及低偽陰性。經常採用的篩檢技術包括抗體檢測法 (Antibody-based assays)、電化學生物感測器 (Electrochemical biosensors)、細胞感測器 (Cell-based biosensors) 等。篩檢方法亦可應用於戴奧辛類化合物 (PCDD/Fs 或 PCBs) 之分析，利用 PCDD/Fs 或 PCBs 具有活化AhR 及 AhR 訊號傳導 (AhR signal transduction) 的特性，來偵測檢體中的戴奧辛含量，例如 BioDetection System B.V. 公司所發展的 DR CALUX (Dioxin Response-Chemically Activated LUciferase eXpression) 戴奧辛生物篩檢法，係利用遺傳工程的方法，將螢火蟲體內之冷光酵素基因 (Luciferase gene) 接在老鼠肝癌細胞株 (H4IIE) 之戴奧辛反應元素 (DRE) 基因上，當戴奧辛化合物進入該細胞時，細胞內之 AhR 會與之結合，然後進入細胞核內，活化 DRE 基因，啟動先前所植入之冷光酵素基因，進行轉錄及轉譯工程，於細胞質中製造出冷光酵素。因此只要加入適合該酵素之受質，如冷光素 (luciferin)，便可反應而發出冷光，利用冷光儀儀器偵測可測定戴奧辛含量。從許多確效研究顯示，生物篩檢法已經具備快速分析、正確性高以及經濟的優點，並可作為許多基質中戴奧辛相對含量定量用的篩檢方法。
2. 實習：分別介紹酵素結合免疫吸附法 (Enzyme-linked immunosobent assay, ELISA) 及生物感測器及等技術。
(1) 酵素結合免疫吸附法：ELISA 廣泛使用於醫藥、環境、研發、食品品質及安全之檢測，於 1980 年代開始發展，其原理係利用抗體對於分析物的高特異性來進行偵測，並利用競爭性反應 (competition reaction) 的強弱來分析待測物的濃度，如圖七。ELISA 可應用於分析類固醇、β-受體素、抗生素、黴菌毒素或戴奧辛等環境污染物之檢測，ELISA 具有很好的分析感度，已有許多商用的 ELISA 篩檢套組。本節實習內容係以 ELISA 方法篩檢檢體中是否含有黴菌毒素，方法快速且簡單容易操作。
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圖七、ELISA 篩檢技術示意圖 (Elliott 2009)

(2) 生物感測器：是結合傳統化學分析與生化分析的一項分析技術，係使用固定化的生物分子結合電子傳導元件，用來偵測生體內或生體外的環境化學物質或與之特異性交互作用後產生回應的一種裝置。本節實習內容係操作電化學免疫感測器分析黴菌毒素，如圖八，圖中的褐色鐵珠 (2.8 μm) 覆蓋著抗體與抗原，並進行競爭性反應，當加入含有酵素的第二級抗體及基質 1-naphtyl phosphate 後，在酵素的作用下會氧化為 1-naphtol，產生電化學訊號，藉以偵測黴菌毒素含量。
[image: image8.emf]
圖八、電化學生物免疫感測器 (Meneely & Use 2009)
(六) 質譜分析、儀器維護
1. 簡介：
質譜為目前化學分析的重要儀器，具有定性及定量能力，因此質譜原理也是本次研習的重點。內容包括低解析度的氣相層析質譜儀、氣相層析串聯質譜儀、離子阱質譜儀、時間飛行式質譜儀、傅立葉轉換質譜儀 (Orbitrab)及電場磁場式質譜儀，其中對於傅立葉轉換質譜儀印象特別深刻，在代謝質譜學上的應用很廣。
以 LC/MS/MS 為例說明質譜之原理及應用，該質譜儀為三段四極柱質譜分析器 (Quadrupole analyzer)，由兩組四極柱質量分析器及一組碰撞室 (Collision cell) 所組成。檢液由液相層析分離後或以標準品直接進樣模式通過通有高壓正電之毛細管探針，此高壓電場會誘使毛細管探針尾端的液體表面形成電荷聚集 (Charge accumulation)，當毛細管探針達到起始電壓 (Onset voltage) 時，因壓力大於液體之表面張力，使位於毛細管探針前端的液體由液滴的形狀轉為泰勒錐 (Taylor cone)，續而破裂形成小液滴，隨後小液滴在去溶劑氣體與加溫的協助下，其表面的液態溶劑被氣化而導致皺縮 (Shrink)，當分析物間的庫倫斥力 (Repelling coulombic force) 大於其凝聚力 (Cohesion force) 時，小液滴遂以類似瀑布狀噴灑的方式繼續破裂，產生更多更小的小液滴，而當液滴表面的電場足夠大時，液滴表面的離子會脫附 (Desorption) 形成游離的正電離子，此游離方式稱為電灑游離 (Electronspray ionization, ESI)。帶電離子在電場吸引下，被吸引通過樣品錐進入質量分析器，第一段質量分析器 (即第一段四極柱) 選擇所需要的前驅離子，該前驅離子隨後進入碰撞室 (即第二段四極柱) 中與氬氣 (Argon gas) 在適合的碰撞能量下經由碰撞誘導解離 (Collision induced dissociation, CID) 方式裂解成為產物離子片段，最後由第二段質量分析器 (即第三段四極柱) 掃描分析各種碎片離子或選擇所需要的碎片離子，利用多重反應監測 (Multiple reaction monitoring, MRM) 模式偵測不同的轉移質量 (Transition mass)，利用此模式偵測分析物之選擇性高，因背景值較低，因此訊雜比 (Signal to noise ratio, S/N) 相對提高。
除了目前普遍使用的 LC-MS/MS 之外，強調搭配更高效益之液相層析儀的質譜儀也在近年受到注目，如超高效液相層析串聯質譜儀 (UPLC-MS/MS)，該超高效液相層析系統採用粒徑 1.7 μm分析管柱，在更高壓 (15,000 psi) 的條件下進行層析，具有提高解析度、縮短滯留時間及提高感度的優點，比 LC-MS/MS 節省約一倍以上的時間，對於大量分析食品檢體，具有節省時間提升效率的功能。此外，為提高分析的準確度，質譜分析時會添加同位素內部標準品，校正實驗過程中的誤差，所選用的內部標準品必須與樣品本身的特性相似或使用物性化性皆相同的同位素內部標準品。

2. 實習：分別介紹液相層析質譜儀、氣相層析質譜儀在各種污染物分析之應用。
(1) 全氟化合物：全氟化物是廣布於環境及食品污染物，該類化合物包括全氟辛烷硫磺酸 (Perfluorooctane sulphonates, PFOS)、全氟辛酸 (Perfluorooctanoic acid, PFOA)、全氟烷基羧酸酯 (Perfluoroalkyl carboxylic acids, PFCA) 等，如圖九。全氟化物可作為表面劑 (Surfactants) 及表面保護劑 (Surface protector)，使用於紙張、食品容器、皮革、地毯、半導體工業、攝影工業等應用。該類化合物已於 2009 年列入斯德哥爾摩公約中的持久性有機污染物，動物體內具累積性，人體內長存 4～5年 (PFOA) 或甚至 8～9 年 (PFOS)，可能造成發育的影響，對於人類健康具有潛在的危險。Labreca 實驗室目前已經建立牛乳及魚肉中 全氟化物分析方法，樣品經蛋白質沈澱、萃取及淨化 (Envi-Carb 及 Oasis® HLB 固相萃取匣) 處理 後，檢液以 LC-MS/MS (ESI-) 分析，並採用 PFOA 13C4 及 PFOS13C4 同位素標準品校正定量，的確於食品中發現全氟化物。

[image: image9.emf]
圖九、PFOS 及 PFOA 之化學結構 (Monteau 2009)
(2) 皮質類固醇激素 (Corticosteroid hormones)：皮質類固醇具有抗發炎的特性，早年使用於治療用，如表一，一些更有效的皮質類固醇，如合成的糖質類固醇 (Glucocorticoids) 則使用在人類及獸醫醫藥上。此外，在低劑量使用下或合併 β-agonists 或同化類固醇 (Anabolic steroids) 使用，皮質類固醇具有生長促進的效果。由於該類化合物因為具有極性及熱不穩定性，因此不適合採用 GC-MS 分析，一般採用 LC-MS/MS 分析。
表一、皮質類固醇

[image: image10.emf]
(Antignac 2009)
(3) 芬普尼 (Fipronil)：芬普尼係一種使用於土壤的殺蟲劑 的分析，該農藥具有於不易破壞，持久性污染環境的特性，因此可能在動物性的產品如雞蛋或牛奶副產物中檢出，屬於食品中污染物，由於該污染物的濃度很低，且其理化特性，需要採用 GC-MS 分析。此節中除了學習 GC-MS 分析及撞擊能量對產物離子碎片的影響，也學習由化學結構的特性，推測該化合物受到電子撞擊後可能產生的脆片，因該化合物中共振結構的 β 鍵結容易斷裂，因此 CF3 結構容易斷裂為碎片，其次，在兩個共振結構下也容易斷裂，如圖十箭號處。再者，為了符合 2002/657/EC 分析準則，無論以 GC 或 LC 分析時，記錄一個波峰的點數至少需要 10～15 點，為了達到這個要求，分析時需要注意參數駐留時間 (Dwell time) 的設定，如果以寬度為 8 秒的波峰為例，要求 12個點數完成一個波峰，同一時間，儀器記錄 3 個轉移離子，則駐留時間為 0.21 秒。此原則影響分析波峰峰形及定量之準確性，因此特別受到重視。
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圖十、芬普尼之結構及撞擊碎片之推測 (Bichon 2009)
(4) 生長激素 (Growth hormone, GH)：GH為一種蛋白質，係由 191 個胺基酸分子組成，分子量 2,2000 Da，GH 可促進動物和人的發育以及細胞增殖，由垂體中的生長激素細胞合成、存儲和分泌。如圖十一。

[image: image13.emf]圖十一、生長激素 (Pinel 2009)
依據 94/936/EC 及 99/879/EC 指令，生長激素為禁止使用的生長促進劑，由於該化合物在生物體內的殘留量極低，因此需要一種可以確認該化合物的分析方法。GH 的分子量大、耐熱性差且不具揮發性，因此無法採用 GC 分析，適合以 LC 搭配質譜儀分析，如 LC-MSn-HRMS。Labreca 實驗室則採用 LTQ-Obitrap 分析，該款儀器係高解析度質譜儀，可分析化合物之準確質量，如果於分析方法中搭配酵素將 GH 分解為小分子的種肽類 (Peptides)，則可以提高分析感度，如圖十二，甚至區別重組生長激素 (Recombinant growth hormone, rGH)，該款質譜儀為近年來受注目的高解析度質譜儀，搭配適當的軟體，可應用於獸醫用藥之代謝物種類分析。
[image: image14.emf]
圖十二、以酵素處理生長激素提高儀器分析感度 (Pinel 2009)
(七) 品質管理

此節介紹實驗室品質管理，以 Labreca 實驗室為例，說明其歷年之品質管理執行情形及未來目標，包括取得測試與校正實驗室能力一般要求認證（ISO/IEC 17025: 2005）及品保系統認證 (ISO 9001: 2000 及 ISO 9001: 2008)，如圖十三。顯示 Labreca 實驗室對於分析品質之重視與持續努力。研習內容還包括認證組織 (Accreditation organization)、認證 (Accreditation)、稽核 (Audit) 及驗證 (Certification) 介紹。
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圖十三、Laberca 實驗室之品質管理系統 (Caparros & Pnel 2009)
(八) 食品及獸醫辦公室對第三世界國家的要求
由於參與訓練的國家主要為非歐盟國家之第三國家，需要瞭解歐盟有關食品安全之相關法規，包括 SPS 協定、歐盟食品法 (178/2002/EC)、第三國家條件 (2004/432/EC, 2006/208/EC)、監控及管制計畫 (96/23/EC) 等，以協助第三國家能夠順利進口食品，一方面避免因為貿易而受到衛生安全上的危害，另外一方面降低 WTO 會員國因實施 SPS 措施所形成的貿易障礙，促進國際間的自由貿易。因此本節中介紹歐盟於 DG SANCO 的食品及獸醫辦公室 (Food and Veterinary Office, FAO) 對第三國家出口動物源食品至歐盟的評估方式，希望有助於他國對於輸歐產品之相關規定。

依據 178/2002/EC 歐盟食品法中第 11 條及第 12 條有關輸入共同體之食品和飼料之規定，其基本精神是市場上不能出現不安全的食品。因此出口動物源食物至歐盟的國家，都必須符合動物健康、公共健康、獸醫驗證 (Veterinary certification) 及殘留物需求 (Residues requirements) 的要求。有關自第三國之進口產品，96/23/EC 指令第 29 條中規定：「在歐盟法規中列出並保留經核准會員國進口該指令涵蓋之動物及動物源產品之第三國清單，應視相關第三國是否提交監控計畫，保證對附件 I 所列之殘留物及物質種類進行監控」。此外，第三國家之監控系統還必須符合 96/22/EC 指令第 11 條第 2 款有關符合歐盟要求的規定。
肆、建  議  事  項

一、建議擬定逐年目標，建立食品中殘留物及污染物之分析技術及品質管理系統，使達國家參考實驗室水準。
二、建議本局投入篩檢方法、高解析度質譜分析及藥物代謝物之研究，增設硬體設備及人員訓練，提升快速分析及主動檢測之能力。
三、建議參考歐盟食品法規之研擬及架構，納入食品安全管理觀念及預防機制國內之食品法規，以增進國人食品安全及健康。
四、建議協助民間實驗室依據各實驗室之 資源、特點及能力，培養其對食品中殘留物及污染物之檢驗能力，使其能與政府相關檢驗單位形成檢驗分析網絡。 
伍、收集之資料

此次於法國研習期間，除參加訓練課程及實習之外，同時收集許多技術資料，包括專家之研究論著、著作等，如下所示：
1. Dias ACB, Figueiredo EC, Grassi V, Zagatto EAG, Arruda MAZ. 2008. Molecularly imprinted polymer as a sold phase extractor in flow analysis. Talanta 76: 988-966.
2. André F. 2009. International food regulation (particular case of EU). PowerPoint Slide. 

3. David F. 2009. Sample preparation. PowerPoint Slide.
4. Elliott C. 2009. Advanced screening technologies: Antibody-based assays. PowerPoint Slide. 
5. Antignac JP. 2009. Particular case of application: corticosteroids. PowerPoint Slide.
6. Caparros M, Pnel G. 2009. Quality management. PowerPoint Slide. 
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