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-1 Einleitung -

1  Einleitung und Zielsetzung

Laut Schatzungen der Food and Agriculture Organization (FAO) sind weltweit
etwa 25% aller Lebensmittel mit Mykotoxinen kontaminiert. Mykotoxine sind
sekundare Stoffwechselprodukte von Schimmelpilzen. Die Kontamination mit
Mykotoxinen kann auf allen Stufen der Getreideproduktion, d.h. vom Anbau des

Getreides bis zu dessen Lagerung, erfolgen.

Fusarien gehéren zu den wichtigsten Toxin bildenden Schimmelpilzen unserer
Breiten. Zu den bedeutendsten Mykotoxinen, die von dieser Gattung produziert
werden, zahlen das zu den B-Trichothecenen gehérende Deoxynivalenol (DON)
und das meistens zugleich gebildete Zearalenon (ZON). DON und ZON werden
vorwiegend von den Schimmelpilzen Fusarium culmorum und Fusarium
graminearum produziert. Zu den haufig mit DON kontaminierten Getreidearten
zéhlen Weizen, Mais, Gerste, Hafer und Roggen [SCF, 2002]. In Europa weisen
besonders Mais aber auch Weizen, Hafer und Sojabohnen hohe ZON
Konzentrationen auf [ZINEDINE et al., 2007; EFSA, 2004].

Die HOhe der Mykotoxinkonzentration kann sehr unterschiedlich sein.
Feuchtwarme Witterung wahrend der Blihperiode des Getreides, die
Bodenbearbeitung sowie die Fruchtfolge haben einen Einfluss auf die

Produktion der Fusarientoxine.

Zur Bestimmung der Mykotoxingehalte in Lebensmitteln wurden bereits
verschiedene Methoden entwickelt. Trotz des Einsatzes selektiver
Trenntechniken und empfindlicher Detektoren ist die Bestimmung von Spuren
von Mykotoxinen in Lebens- und Futtermitteln in vielen Fallen nur mdglich,
wenn zuvor das zu analysierende Mykotoxin angereichert und stérende
Matrixkomponenten entfernt werden.

Eine der selektivsten und leistungsfahigsten Probenvorbereitungsmethoden ist
die Immunaffinititschromatographie (IAC). Man nutzt dabei die starke

Wechselwirkung zwischen Antikdrpern und Antigenen aus. Die Immobilisierung

- 13-
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des Antikorpers erfolgt in den meisten Fallen durch kovalente Bindung an ein
festes Tragermaterial. Diese herkdmmliche Immobilisierungsmethode bringt
jedoch einige Nachteile mit sich. Sie fohrt héaufig 2zu einer
Konformationsénderung der Antikérper, welche wiederum die Affinitdt der
AntikGrper zum Analyten herabsetzt.

In der Arbeitsgruppe von Frau Cichna-Markl wird die Sol-Gel Methode zur
Immobilisierung von Biomolekullen verwendet. Die Biomolekile werden dabei in
den Poren einer Glasmatrix eingeschlossen [CICHNA-MARKL, 2007]. Diese
Immobilisierungsmethode ist wesentlich weniger arbeitsintensiv als die
kovalente Immobilisierung. Da die Sol-Gel Immunaffinitatssdulen (IAS)
mehrmals wiederverwendet werden kénnen, ist die Probenaufarbeitung mit Sol-
Gel IAS Okonomischer als die Verwendung von herkdmmlichen
Immunaffinitdtssaulen. Weiters kénnen Sol-Gel IAS ohne Zusatz eines
Bakteriostatikums einige Monate lang gelagert werden.

Im Rahmen einer Dissertation wurde eine auf der Sol-Gel
Immunaffinitdtschromatographie basierende Probenvorbereitungsmethode zur
gleichzeitigen Isolierung von DON und ZON entwickelt [BRENN-
STRUCKHOFOQOVA, in Vorbereitung].

Das Ziel dieser Diplomarbeit war, Sol-Gel IAS auf ihre Anwendbarkeit zur
Aufarbeitung von verschiedenen Lebensmitteln zu untersuchen. Weiters sollte
die Anwendbarkeit der Sol-Gel IAS zur Isolierung von DON und ZON aus
Schlempe Uberpruft werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass es sich bei
Schlempe um eine auBerst schwierig aufzuarbeitende Matrix handelt.

In einer aktuellen Publikation wurde darauf hingewiesen, dass eventuell auch
Umweltproben mit Mykotoxinen belastet sein kénnen [BUCHELI et al., 2008].
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, zu prifen, ob Sol-Gel
IAS auch zur lIsolierung von DON und ZON aus Wasser- und Bodenproben
eingesetzt werden kénnen.

Weiters sollten im Rahmen der Diplomarbeit Vorversuche durchgefihrt werden,
um die Mdglichkeit der on-line Kopplung von Sol-Gel IAS mit der
Hochleistungsflissigkeitschromatographie zu untersuchen.

- 14 -
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Mykotoxine

Mykotoxine sind sekundare Stoffwechselprodukte von Schimmelpilzen, welche
aufgrund ihrer vielfaltigen chemischen Strukturen sehr unterschiedliche
Auswirkungen auf den tierischen und menschlichen Organismus haben kdnnen.
Die Funktion der Mykotoxine fur die Schimmelpilze ist noch nicht vollstédndig
geklart. Moglicherweise schitzt die Toxinbildung den Schimmelpilz vor
natdrlichen Feinden.

Es ist oft schwer, eine klare Abgrenzung zwischen Mykotoxinen und anderen
Sekundarmetaboliten, welche als Antibiotika bezeichnet werden, zu treffen, da
viele Mykotoxine antibiotisch aktiv sind (z.B. Citrinin), aber auch Antibiotika
toxische Nebenwirkungen aufweisen kénnen (z.B. Streptomycin) [MUCKE und
LEMMEN, 2004].

Mykotoxine werden entweder am Feld oder wahrend der Produktion, dem
Transport, der Verarbeitung oder bei der Lagerung von Lebensmitteln gebildet.
Sie werden haufig in der spaten Wachstumsphase auf nahrstoffreichem
Substrat gebildet und verbleiben entweder in den Myzelien und Sporen oder
werden an das umliegende Substrat abgegeben. Viele physikalische Faktoren
wie Temperatur, Feuchte, Zeit, pH-Wert und Atmosphéare haben einen Einfluss
auf die Toxinbildung. Die Gefahr der Toxinbildung ist umso gréBer, je héher die
Feuchtigkeit der Lageratmosphare ist und je langer der Verschimmelungs-
prozess in Futter- und Lebensmitteln anhalt [MUCKE und LEMMEN, 2004].

- 15 -
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2.2 Allgemeiner Uberblick

Derzeit sind etwa 200 Schimmelpilzarten, welche unter bestimmten
Bedingungen Toxine bilden konnen, bekannt. Die bedeutendsten
Mykotoxinproduzenten sind unter den Aspergillen, Fusarien und Penicillien zu
finden, welche die Toxine Aflatoxin, Fumonisin, Ochratoxin, Trichothecene
(Deoxynivalenol/Nivalenol), Patulin und Zearalenon bilden [KUMAR et al.,
2008].

Eine einfache Einteilung der Mykotoxine nach Art und Vorkommen ist in Tabelle
1 zu finden.

Die Mykotoxine Deoxynivalenol (DON) und Zearalenon (ZON) werden

detaillierter in den Kapiteln 2.3 und 2.4 beschrieben.
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Tabelle 1: Mykotoxine, die entlang der Nahrungskette eine wichtige Rolle spielen.

Deoxynivalenol

Mykotoxin Schimmelpilz Struktur Vorkommen Wirkung
o fettreiche
0
_ _ pflanzliche
Aflatoxine (B4, B, My, | Aspergillus flavus, .
, » o Produkte, hepatotoxisch
Mz, Gi, G2) Aspergillus parasiticus .
0] OCHg Futtermittel,
HO. 0
@\I 0 OH
_ Aspergillus- und N o Futtermittel, nephrotoxisch,
Ochratoxine o H ] _ . .
Penicillium-Arten “cu, | Fleisch, Milch hepatotoxisch
Cl
Ochratoxin A
H H oM dermatotoxisch,
ch B ___\‘\
_ neurotoxisch,
. _ Getreide, ) _
Trichothecene Fusarien-Arten 0" . hamorrhagisch,
OH : CH; Futtermittel
Ho-CHe teratogen,

immunsuppressiv




HoOC
COOH
o
CHy OH

(o] HO. OH
. o Fusarium moliniforme, we ) ) . Mai nephrotoxisch,
umonisine e T ais
Fusarium prolifertum ngi\L hepatotoxisch
COOH
Fumonisin B;
T mutagen
Fusarium graminearum, 0 _ T
Zearalenon = Getreide wahrscheinlich
Fusarium culmorum Ho ©
Zearalenon kanzerogen
-0 braunfaules
0
. Penicillium expansum, O == Obst, Apfelsaft o o
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2.3 Deoxnivalenol

2.3.1 Bildung und Vorkommen

Trichothecene werden bevorzugt von Fusarium-Arten, aber auch unter anderem
von Vertretern der Gattung Stachybotrys gebildet und umfassen mehr als 180
strukturverwandte Sesquiterpene. Die genannten Pilze infizieren h&ufig
Getreide wie Weizen, Gerste oder Mais sowie deren landwirtschaftliche
Produkte [PESTKA, 2007]. Die Mykotoxine T-2-Toxin, HT-2 Toxin,
Diacetoxyscirpenol, Scirpentriol, Neosolaniol, Deoxynivalenol (DON, Vomitin),
Nivalenol und Fusarenon X sind h&ufig auf natlrlichen Substraten zu finden.
Kaltes feuchtes Wetter begunstigt den Erntebefall und die Toxinbildung.
Fusarium-Pilze sind Ahren- und Feldpilze und kénnen einerseits das Getreide in
der Keimphase befallen, wo sie ihre Toxine wéahrend der Reifung im
Korninneren produzieren, andererseits kdnnen die Mykotoxine erst wahrend
einer unsachgemafBen Lagerung gebildet werden [MUCKE und LEMMEN,
2004].

DON, auch als Vomitin bezeichnet, ist das h&ufigste in sehr hohen
Konzentrationen (ppm Bereich) von F. graminearum und F. culmorum gebildete
Mykotoxin. F. graminearum wéchst optimal bei einer Temperatur von 25 °C und
bei einer Wasseraktivitat Gber 0,88. Die ideale Temperatur fir das Wachstum
von F. culmorum liegt bei 21 °C, die Wasseraktivitat sollte héher als 0,87 sein.
Die geographische Verteilung der zwei Arten scheint mit der Temperatur zu
korrelieren [JECFA, 2001].

2.3.2 Chemische und physikalische Eigenschaften von DON
Chemisch gesehen zahlen alle Trichothecene zu den tetracyklischen

Sesquiterpenen und weisen ein 12, 13-Epoxy-trichothec-9-en-Ringsystem auf.
,Einfache” Trichothecene haben eine tetracyklische Struktur mit einem Epoxid-
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Ring, makrozyklische Trichothecene enthalten ein weiteres groBes Ringsystem
[MUCKE und LEMMEN, 2004].

Trichothecene kdnnen auf Grund ihrer charakteristischen funktionellen Gruppen
in vier Klassen (A bis D) eingeteilt werden. Typ A Trichothecene haben
Isovaleryl-, Wasserstoff- oder Hydroxylgruppen an der Cg Position (z.B. T-2
Toxin). Typ B Trichothecene besitzen eine Carbonylgruppe an der Cg Position
(z.B. DON). Die Struktur von DON ist in Abbildung 1 dargestellt. Typ C
Trichothecene sind durch eine zweite Epoxid-Gruppe an C; und Cg
charakterisiert. Typ D Trichothecene, oder auch makrocyklische Trichothecene
genannt, haben einen Ring mit zwei oder drei Estergruppen, der die C-Atome
C4 und Cy5 miteinander verbindet (z.B. Satratoxin G) [PESTKA, 2007].

<OH

Abbildung 1: Chemische Struktur von Deoxynivalenol (DON).

Kurzformen: DON, Vomitin
Summenformel: C15H2006
Molare Masse: 296,3 g/mol
CAS-Nummer: 51481-10-8

Deoxynivalenol kristallisiert zu farblosen, nadelférmigen Kristallen und hat einen
Schmelzbereich von 151-153 °C. DON absorbiert ultraviolette Strahlung (UV)
mit kurzer Wellenldnge, jedoch ist das UV-Spekirum von DON nicht
charakteristisch. Da DON zum Typ B der Trichothecene gehért, ist es in Wasser
und in polaren organischen L&sungsmitteln wie Methanol, Acetonitril und
Ethylacetat 16slich. DON ist in organischen Lésungsmitteln stabil, Ethylacetat
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und Acetonitril (ACN) sind die flr eine Langzeitaufbewahrung am besten
geeigneten Lésungsmittel [JECFA, 2001].

Trichothecene sind bis zu einer Temperatur von 120 °C stabil, die Stabilitat
lasst bei Temperaturen ab 180 °C nach. Sie zerfallen innerhalb von 30 bis 40
min bei 210 °C [JECFA, 2001].

Verschiedene Studien zeigen, dass Lebensmittelverarbeitungsprozesse sehr
unterschiedliche Auswirkungen auf die Anwesenheit von Mykotoxinen haben.
Temperaturen von 160 °C und héher sowie die Anwesenheit von Glukose
fihren zu einer drastischen Mykotoxinreduktion in  Nahrungsmitteln
[BULLERMAN und BIANCHINI, 2007].

2.3.3 Toxikokinetik von Trichothecenen

Trichothecene, welche Uber kontaminierte Nahrungsmittel aufgenommen
werden, gelangen in den Gastrointestinaltrakt und werden zu toxischen
Metaboliten umgewandelt [MUCKE und LEMMEN, 2004].

In Schweinen betragt die Plasma-Eliminationshalowertszeit fir DON vier
Stunden  [SCHLATTER, 2004]. Trichothecene sind lipophile und
amphiphatische Molekile und konnen dadurch besonders leicht in das
Cytoplasma der Zellen gelangen, wo sie die ribosomale Proteinsynthese
hemmen. Die Epoxid-Gruppe ist der reaktive Teil des Molekuls und wird bei der
kovalenten Bindung an SH-Gruppen eines Rezeptors der 60-S-Einheiten
gedffnet [MUCKE und LEMMEN, 2004]. DON und dessen Metabolite werden zu
65% Uber die Faeces und zu 25% Uber den Urin ausgeschieden [SCHLATTER,
2004].
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2.3.4 Toxizitat von DON

Nach derzeitigen wissenschaftlichen Erkenntnissen haben die Trichothecene
eine dermatotoxische, neurotoxische, hamorrhagische, teratogene und
immunsuppressive Wirkung [MUCKE und LEMMEN, 2004].

Die erhebliche Toxizitat von DON liegt in der Hemmung der Proteinsynthese.
Durch die Bindung an den Ribosomen kommt es zu einer Stérung der RNA-
und DNA-Synthese, welche sich durch eine Schadigung im Bereich der
Zellmembran auBert. Weiters kann dies zu einer Apoptose im Bereich des
hamatopoetischen und lymphatischen Gewebes fuhren. Studien haben gezeigt,
dass DON das Immunsystem beeintrachtigen kann [SCF, 2002].

Die akute und subakute Toxizitat von DON auBert sich bei Tieren in Form von
Erbrechen, einer Reduktion der Futtermittelaufnahme, Gewichtsverlust und
Durchfall. Erbrechen und Anorexie werden durch Irritationen des serotonergen
Systems im Zentralnervensystem oder an den peripheren Serotoninrezeptoren
ausgeldst [SCHLATTER, 2004].

Bereits geringe Dosen von 50 bis 200 pg DON/kg Kérpergewicht kénnen bei
Schweinen zum Erbrechen fihren. Die Aufnahme von héheren DON Dosen
steht im Zusammenhang mit Verédnderungen des Gewebes und der Bildung von
Nekrosen im Bereich des Gastrointestinaltraktes, des Knochenmarks und des
lymphatischen Systems [SCHLATTER, 2004].

Eine akute DON Intoxikation beim Menschen kann sich innerhalb von 30 min in
Form von Ubelkeit, Diarrhoe, Unterleibsschmerzen, Kopfschmerzen, Schwindel
und Fieber auBern und ist nur schwer von einer durch eine mikrobielle Infektion
mit Bazillus cereus hervorgerufene gastrointestinale Erkrankung zu
unterscheiden. In Verbindung mit F. graminearum konnten akute Intoxikationen
in China, Indien und Japan beobachtet werden [JECFA, 2001].

Verschiedene in-vitro Kurzzeitstudien an Tieren weisen auf eine gentoxische

und karzinogene Wirkung von DON hin. Bei in-vivo Langzeitstudien an Tieren
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wurden jedoch verschiedene, nicht miteinander vergleichbare Ergebnisse
erzielt, da die einzelnen Studien sehr unterschiedlich aufgebaut waren.
Epidemiologische Studien an Menschen kdénnen ebenfalls nur auf eine
kanzerogene Wirkung von DON hinweisen, diese aber nicht bestatigen [MA und
GUO, 2008].

DON ist im Zusammenhang mit chronischen Krankheiten wie Osophaguskrebs,
Magenkrebs, Leberkrebs und einer Form der Osteoarthritis untersucht worden.
Ein direkter Zusammenhang mit der chronischen Aufnahme von DON und der
Entstehung dieser Krankheiten kann nur vermutet werden [JECFA, 2001].

Auf Grund der toxischen Wirkung von DON setzten das European Commission
Scientific Committee on Food (SCF) und das Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA) Grenzwerte fir DON in Lebens- und
Futtermitteln fest.

Zur Berechnung des DON Héchstwerts wurden die Ergebnisse eines
zweijdhrigen Futterungsversuchs an Mausen herangezogen. Der NOEL (No
Observed Effect Level) wurde mit 100 pg/kg Kdérpergewicht pro Tag festgelegt.
Unter Einberechnung eines Sicherheitsfaktors von 100 wurde schlieBlich ein
TDI (Tolerable Daily Intake) von 1 pg/kg Korpergewicht berechnet, das heiBt,
dass es bei einer taglichen DON Aufnahme von 1 pg/kg Kérpergewicht nach
dem derzeitigen Stand der Wissenschaft zu keiner Schadigung des
Immunsystems, des Wachstums oder der Reproduktion kommt [SCHLATTER,
2004; JECFA, 2001].
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2.4 Zearalenon

2.4.1 Bildung und Vorkommen

Zearalenon (ZON), friher auch als F2-Toxin bezeichnet, wird von
verschiedenen Fusarium-Arten gebildet. Die Hauptproduzenten von ZON bilden
zu meist auch die Mykotoxine Nivalenol und Deoxynivalenol [MUCKE und
LEMMEN, 2004].

F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. crookwellense und F.
semitectum sind Bodenpilze, welche besonders in kiihl-gemaBigten Klimazonen
vorkommen. Fusarium graminearum gilt als einer der Hauptproduzenten von
ZON und infiziert weltweit fast alle Getreidearten bereits auf dem Feld. Die
Toxinproduktion erfolgt entweder vor oder nach der Ernte am noch
unbehandelten und nicht getrockneten Erntegut. In Europa ist besonders Mais
mit hohen ZON Konzentrationen belastet, aber auch Weizen, Hafer und
Sojabohnen sowie deren Produkte weisen teils hohe ZON Werte auf
[ZINEDINE et al., 2007; EFSA, 2004].

ZON und die epimeren Metabolite a- und B-Zearalenol sind die wichtigsten
6strogen wirksamen Mykotoxine, welche von Schweinen, Schafen und Rindern
mit dem kontaminierten Futtermittel aufgenommen werden und auch
unverandert in die Milch von Kihen Ubergehen kdnnen [MUCKE und LEMMEN,
2004; ZINEDINE et al., 2007].

2.4.2 Chemische und physikalische Eigenschaften von ZON
ZON ist ein Makrolid sowie ein Resorcylsaure-Derivat und wird als 3,4,5,6,9,10-

Hexahydro-14,16-dihydroxy-3-methyl-1H-2-benzoxacyclotetradecin-1,7(8 H)-
dion bezeichnet [SCF, 2000].

_24 -



- 2.Theoretische Grundlagen -

In Saugetieren erfolgt eine Reduktion der Ketogruppe an der C; Position,
wodurch die stereoisomeren a- und B-Metabolite gebildet werden. [ZINEDINE
et al., 2007]. Abbildung 2 zeigt die chemische Struktur von ZON und dessen
Metabolite.
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Abbildung 2: Chemische Struktur von Zearalenon (ZON) und seinen
Metaboliten [aus SCF, 2000].

Kurzformen: ZON, ZEA, F2-Toxin
Summenformel: C18H2205

Molare Masse: 318,36 g/mol
CAS-Nummer: 17924-92-4
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ZON ist eine weiBe, kristalline Substanz mit einem Schmelzbereich von 164 -
165 °C, das UV-Absorptionsmaximum von ZON liegt bei 236 nm. ZON ist in
Wasser nicht I6slich, jedoch gut 16slich in alkalischen, wassrigen Lésungen und
organischen Ld&sungsmitteln (z.B. Acetonitril, Methanol, Ethanol, Aceton)
[EFSA, 2004].

ZON st eine sehr stabile Verbindung, die sich wahrend der Lagerung nicht
verandert. Verarbeitungsprozesse wie das Kochen zerstéren es kaum, beim
Mahlen von Getreide kommt es zu einer Aufkonzentrierung in der Glutenfraktion
[SCF, 2000].

Extrusionsprozesse zur Herstellung von Cerealien und Snacks, bei denen hohe
Temperaturen in Kombination mit einem hohen Druck eingesetzt werden,
bewirken eine deutliche Reduktion von Zearalenon [BULLERMAN und
BIANCHINI, 2007].

2.4.3 Toxikokinetik von ZON

In den einzelnen Spezies wird ZON sehr unterschiedlich metabolisiert. So wird
ZON nach oraler Aufnahme von Schweinen und Menschen sehr rasch
absorbiert, und kann dann durch Konjugation mit Glucuronsadure in den
Intestinalzellen in die stereoisomeren a- und B-Metabolite umgewandelt werden
[ZINEDINE, 2007; KUIPER-GOODMAN et al., 1987].

Die Hohe der Absorptionsraten ist jedoch auf Grund der starken bilidren
Exkretion nicht leicht festzustellen. Die Absorption scheint aber bei Ratten,
Hasen und beim Menschen hoch zu sein [SCF, 2000].

Bei Ratten und M&usen passiert ZON nach der biliaren Exkretion den entero-
hepatischen Kreislauf. Bei Schweinen und Hasen erfolgt die Ausscheidung
durch den Urin. Auch beim Menschen wird eine Uberwiegende Ausscheidung
durch den Urin vermutet [SCF, 2000].
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2.4.4 Toxizitat von ZON

ZON ist ein Mykotoxin mit geringer akuter Toxizitat. Der LDsy Wert bei der Maus
liegt bei einer oralen Aufnahme zwischen 2 000 und 20 000 mg/kg Kdérper-
gewicht [ZINEDINE, 2007].

ZON und dessen Metabolite sind keine Steroide, sie kdnnen aber an
intrazellulare Ostrogenrezeptoren von Uterus, Hypothalamus und Hypophyse
binden. Die dadurch verursachte 6strogene Wirkung kann vor allem in juvenilen
Tieren zu Symptomen wie Hyperdstrogenismus, verbunden  mit
Uterushypertrophie, Entziindungen im Genitalbereich und Fertilitdtsstérungen,
fihren [MUCKE und LEMMEN, 2004].

ZON hat vor allem bei Ratten und Schweinen eine teratogene Wirkung, welche
sich durch Stérungen der Knochenneubildung duBert [MUCKE und LEMMEN,
2004].

Die Auswirkung einer ZON Exposition auf den Menschen ist noch nicht
vollstandig geklart. In manchen Regionen wird bei Madchen eine frihzeitige
Entwicklung der weiblichen Brust (Thelarche) beobachtet [MUCKE und
LEMMEN, 2004].

Das Scientific Committee on Food (SCF) und das Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA) der Européischen Union kamen zu dem
Entschluss, zur Berechnung der Héchstmengen an ZON in Lebensmitteln jene
experimentell ermittelte Dosis heranzuziehen, welche keine hormonellen
Effekte in Schweinen oder in anderen empfindlichen Spezies ausldst. In einem
15-Tage-Futterungsversuch an Schweinen wurden ein LOED (Lowest
Observed Effect Level) von 200 pg/kg Koérpergewicht und ein NOEL (No
Observed Effect Level) von 40 pg/kg Korpergewicht erhalten. Nach
Einberechnung eines sehr hohen Sicherheitsfaktors von 200 wurde ein
vorubergehender TDI (Tolerable Daily Intake) von 0,2 ug/kg Koérpergewicht
bestimmt. Der TDI wurde auf Grund der sehr unterschiedlichen Datenlage
zeitlich begrenzt [SCF, 2000].
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3  Probenvorbereitungsmethoden zur Bestimmung
von DON und ZON

Die Analyse von DON und ZON beginnt mit der Probenahme. Es folgt das
Homogenisieren der Probe, die Extraktion und die Aufreinigung der Probe.
Danach werden die Analyte entweder mit einer instrumentellen Methode oder
einer Screeningmethode bestimmt.

Dass die Auswahl einer geeigneten Analysenmethode eine wichtige Rolle
spielt, zeigen die Ergebnisse eines Interlaborversuchs zur Bestimmung von
DON und ZON in landwirtschaftlichen Produkten [JOSEPHS et al., 2001]. An
dieser Studie nahmen 28 Labors aus zwdlf unterschiedlichen Landern teil. Sie
sollte Informationen Gber die neuesten DON und ZON Analysenmethoden
liefern und unterstitzte den Wissens- und Erfahrungsaustausch zwischen den
Teilnehmern. Acht unterschiedlich mit DON- und ZON-Standardldsungen
gespikete, natlrlich kontaminierte, und ,blank® Weizen- und Maisproben wurden
von den Labors untersucht. Die Trennung und Quantifizierung wurde mittels GC
(Gaschromatographie), HPLC (Hochleistungsflissigkeitschromatographie), TLC
(Dinnschichtschromatographie) und ELISAs (enzyme linked immunosorbent
assays) durchgefuhrt. Zur Bestimmung von ZON wurden die Proben in acht
Labors mittels der Flissig-Flussig-Extraktion, in einem Fall mittels
Festphasenextraktion und in zehn Labors mittels der
Immunaffinitdtschromatographie aufgereinigt. Die Quantifizierung erfolgte in 18
Labors mit HPLC und Fluoreszenzdetektion (FLD), ein Labor entschied sich fir
die HPLC-MS-Detektion, finf Teilnehmer wahlten den ELISA als Methode,
weitere zwei Laboratorien wendeten die TLC an und ein Labor entschied sich
fir die GC-MS zur Bestimmung von ZON.

18 Studienteilnehmer analysierten DON, wobei die Extraktion in einem Labor
mit reinem Wasser und in 15 Labors mit Wasser und Acetonitril, Methanol oder
Polyethylenglycol 8000 durchgefiihrt wurde. Die Proben wurden mit Hilfe der
Festphasenextraktion oder mittels MycoSep™Saulchen aufgereinigt. Zwei
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Labors entschieden sich fur die Immunaffinitaitschromatographie (IAC) als
Probenaufarbeitungsmethode. Die Bestimmung von DON erfolgte entweder
mittels GC-ECD (electron capture detection) (funf Labors), GC-MS (zwei
Labors), HPLC-UV (sechs Labors), HPLC-FLD (ein Labor) oder mit einem
ELISA (vier Labors).

Die Variationskoeffizienten der von den verschiedenen Labors produzierten
DON-Konzentrationen lagen zwischen 32 und 38%. Mit ELISAs wurden
signifikant héhere DON-Konzentrationen ermittelt als mittels HPLC oder GC.
Die Variationskoeffizienten der von den verschiedenen Teilnehmern
produzierten ZON-Konzentrationen betrugen 28 bis 41%. Die Abweichungen in
den Analyseergebnissen wurden auf die unterschiedlich durchgeflhrten
Bestimmungsmethoden  zurlckgefuhrt. Natdrlich  kontaminierte  Proben
bereiteten generell gréBere Schwierigkeiten als gespikete Proben [JOSEPHS et
al., 2001]

3.1 Allgemeine Probenaufarbeitungsmethoden

Die verschiedenen Probenaufarbeitungsmethoden dienen der Auf-

konzentrierung der Analyte und der Entfernung von Matrixkomponenten.

DON ist sehr polar, darum werden meist bidestilliertes Wasser oder neutrale
Pufferlésungen als Extraktionsmittel eingesetzt. Zur Extraktion von ZON eignen

sich organische Lésungsmittel wie Acetonitril, Ethylacetat und Methanol.

Bei der Flussig-Flussig-Extraktion werden gel6éste Stoffe aus einer Ldésung
durch Ausschutteln mit einer zweiten, nicht mischbaren FlUssigkeit entfernt. Mit
Hilfe eines Scheidetrichters werden die beiden Phasen getrennt. Durch
Wiederholen des Ausschuttelns wird eine hohe Effizienz erreicht [MORTIMER
und MULLER, 2003].
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Um Matrixbestandteile abzutrennen, wird haufig die Methode der Festphasen-
Extraktion angewendet. Der Extrakt wird auf eine Glas- oder Kunststoffsdule
aufgegeben, welche mit einem geeigneten Sorbensmaterial gepackt ist.
Stdérende Matrixbestandteile werden durch Waschen der Saule entfernt. Der
Analyt verbleibt in der Saule und wird im Anschluss mit einem geeigneten
Lésungsmittel von der Saule eluiert [OTTO, 2000].

3.2 Auf AG-AK Wechselwirkungen basierende Probenauf-
arbeitungsmethoden

3.2.1 Aufbau von Antikérpern

Antikérper (AK), auch Immunglobuline (Ig) genannt, sind aus zwei leichten und
zwei schweren Polypeptidketten zusammengesetzt. Die Ketten sind durch
Disulfidbriicken miteinander verknUpft. Die Struktur ahnelt einer Y-Form (siehe
Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der linearen Struktur eines
Immunglobulin-Molekdils in Y-Form [aus AIGNER und NEUMANN, 1997].
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Die leichten und schweren Ketten lassen sich in weitere strukturelle
Untereinheiten, die sogenannten Domanen, unterteilen. Sie bestehen aus ca.
110 Aminosduren und sind in ihrer Sequenz sehr &hnlich. Das N-terminale
Ende des Y-férmigen Molekils bildet die variable Region der leichten bzw.
schweren Kette, an der die Bindung mit dem Antigen erfolgt. Die
auBerordentliche Vielfalt der Aminosauresequenzen in der variablen Region
fuhrt zur hohen Spezifitdt der Antigenbindungsstelle am Antikérper. Es kdnnen
daher nur bestimmte Antigene nach dem ,Schllissel-Schloss-Prinzip“ binden
[AIGNER und NEUMANN, 1997].

Auf Grund der schweren Ketten werden Immunglobuline in fiinf Hauptklassen
unterteilt. Sie haben neben ihrer unterschiedlichen Struktur auch sehr
verschiedene chemische, physikalische und biologische Eigenschaften bzw.
Funktionen:

Immunglobulin A (IgA) wird im Plasma und in Kérpersekreten nachgewiesen
und soll das Eindringen von Antigenen verhindern. Die Funktion von
Immunglobulin D (IgD) und Immunglobulin E (IgE) ist noch nicht vollstandig
geklart, gesichert ist die Beteiligung von IgE an allergischen Reaktionen.
Immunglobulin G (IgG) ist die am besten untersuchte Antikdrperklasse. 1gG
zirkulieren in héheren Konzentrationen frei im Blut. Immungloblin M (IgM) wird
im Verlauf einer Immunantwort als erstes produziert [AIGNER und NEUMANN,
1997].

3.2.1.1 Polyklonale Antiseren

Antigene besitzen einen oder mehrere immunogene Bereiche, diese werden als
Epitope oder auch antigene Determinanten bezeichnet. Jedes einzelne Epitop
kann eine Antikorper-Bildung hervorrufen, das heiB3t, es kdnnen gegen ein
Antigen mehrere Antikdrper gebildet werden. Polyklonale Immunogenitat

bedeutet, dass in einem Tier jedes einzelne Epitop mehrere antikdrperbildende
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Zellen aktiviert. Das Serum des entsprechenden Tieres weist daher ein
Gemisch verschiedener Antikdrper, welche gegen eine Substanz gerichtet sind,
auf (wird als polyklonales Antiserum bezeichnet) [AIGNER und NEUMANN,
1997].

Durch aktive Immunisierung des Versuchstiers (meist Kaninchen, Ziege oder
Schaf) werden unterschiedliche B-Lymphozyten aktiviert. Es findet eine
Primarimmunisierung statt, in der vorwiegend IgM Immunglobuline gebildet
werden. Nach einer erneuten Injektion des Antigens wird die viel rascher
einhergehende Sekundarreaktion ausgelést. Durch die Antigen-Antikdrper-
Reaktion an der Zelloberflache werden B-Gedachtniszellen aktiviert. Auf diese
Weise kann durch Verabreichung kleiner Antigenmengen eine umfangreiche
Produktion von spezifischen Antikérpern angeregt werden [AIGNER und
NEUMANN, 1997].

3.2.1.2 Monoklonale Antikorper

Mittels Hybridomtechnik erzeugte monoklonale Antikérper stammen aus
genetisch identischen Immunzellen und weisen, sofern diese aus einem Ansatz
stammen, die gleichen Eigenschaften auf.

In diesem Verfahren werden Myelomzellen mit B-Zellen bzw. Plasmazellen
verschmolzen. Dabei entstehen mehrkernige Hybridzellen (Hybridome).
Myelomzellen besitzen zwei fur diese Technik sehr wichtige Fahigkeiten. Zum
einen lassen sie sich unbegrenzt teilen, zum anderen kénnen sie Antikérper
produzieren. Far die in-vitro-Produktion von Antikdrpern sind ausschlieBlich
Tochterzellen, die die Merkmale beider Elternzellen tragen, geeignet. Durch
eine nachfolgende Selektion des richtigen Zellklons aus dem polyklonalen
Zellgemisch erhalt man eine Reinkultur, die die gewinschten Antikdrper
produziert [AIGNER und NEUMANN, 1997].
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3.2.2 Immunfiltration

In unserer Arbeitsgruppe wurde im Rahmen einer Diplomarbeit eine
Immunfiltrationsmethode zur Probenvorbereitung bei der Bestimmung von ZON
in Mais entwickelt. Bei der Immunfiltration werden Antikdrper in Ldsung
eingesetzt, d.h. es erfolgt keine Immobilisierung der AntikGrper an ein festes
Tragermaterial. Die Probelésung und die Antikbrper werden miteinander
versetzt, wahrend einer Inkubationszeit findet die Antigen-Antikdrperreaktion
statt. Nicht gebundene Komponenten werden anschlieBend durch
Zentrifugation abgetrennt. Es folgt ein Waschschritt, um unerwlnschte
Matrixkomponenten abzutrennen. Der Analyt wird mit Hilfe eines geeigneten
Elutionsmittels durch erneutes Zentrifugieren eluiert und befindet sich dann im
Filtrat [PALLE, 2007].

3.2.3 Immunaffinitatschromatographie (IAC)

Die  Immunaffinititschromatographie  (IAC) ist eine leistungsfahige
Probenvorbereitungsmethode, bei der man sich ebenfalls die
Wechselwirkungen zwischen Antigenen und Antikbrpern zu nutze macht. Im
Unterschied zur Immunfiltration wird der AK an ein festes Tragermaterial
gebunden. Mittels der IAC koénnen Proben aufgereinigt und der Analyt
gleichzeitig aufkonzentriert werden. Diese Methode der Probenvorbereitung
umfasst nur wenige Schritte:

Ein Probenaliquot wird auf die Immunaffinitatssaule (IAS) aufgebracht, es folgt
ein Waschschritt, um nicht gebundene Matrixkomponenten zu entfernen. Die
Elution des Analyten erfolgt durch Anderungen der Reaktionsbedingungen (z.B.
durch Anderung des pH-Werts oder Anderung des L&sungsmittels), wodurch
der Analyt aus dem Antigen-Antikdrper-Komplex freigesetzt wird [CICHNA-
MARKL, 2007].
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Cahill et al., 1999 beschrieben eine einfache, auf der IAC basierende Methode
zur Isolierung und Quantifizierung von DON in Weizen. Es wurden
Weizenproben mit Wasser extrahiert, der Extrakt zweimal filtriert und das Filtrat
auf eine DON-IAS aufgegeben. Es folgte ein Waschschritt zur Abtrennung
ungewulnschter Matrixbestandteile, DON wurde mit Methanol eluiert. Es wurden
28 nattrlich kontaminierte und mit DON gespikete Weizenproben mittels HPLC
und UV-Detektion analysiert. Die Absicherung der Analysenergebnisse erfolgte
mittels GC-ECD (electron capture detection). Die Analysenergebnisse, welche
mittels HPLC ermittelt wurden, korrelierten gut mit denen, welche mittels GC-
ECD erhalten wurden (R= 0,982). Die Nachweisgrenze fir DON lag bei 0,10
ug/g, der Mittelwert der Wiederfindungen lag bei 90%, die relative
Standardabweichung betrug 8,3%.

3.2.3.1 Immobilisierung von Antikorpern mittels der Sol-Gel-Methode

Die Immobilisierung der Antikérper st ein kritischer Schritt der
Immunaffinitdtschromatographie. Die Immobilisierungsreaktion darf zu keiner
Verédnderung der Antikérper fuhren, das heiBt, es darf keine
Konformationsanderung oder Denaturierung des Bioliganden erfolgen. Das
+Ausbluten des Antikérpers muss verhindert werden, da das S&ulenmaterial
sonst instabil ist. Eine sehr schonende wund einfach anwendbare
Immobilisierungsmethode ist der Einschluss des Antikbérpers in einem pordsen
Sol-Gel Glas [CICHNA-MARKL, 2007].

Die Sol-Gel Immobilisierung ist gegenlber der bisher haufig angewendeten
kovalenten Bindung von Biomolekilen an ein Tragermaterial eine sehr
preisgunstige und weniger arbeits- und zeitintensive Methode. Das Risiko der
Konformationsénderung des Bioliganden ist auf Grund der milden Bedingungen
minimiert [CICHNA-MARKL, 2007].
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3.2.3.2 Herstellung von Sol-Gel Immunaffinitatssaulen (Sol-Gel I1AS)

Zur Herstellung der Sol-Gel Glasmatrix werden meist Alkoxysilane (z.B.
Tertramethoxysilan) verwendet, welche unter saurer oder alkalischer Hydrolyse
ein wassriges Sol (eine Suspension kolloider Teilchen) bilden. Diesem Sol wird
eine definierte Menge an in Puffer gelosten Antikdrpern beigemischt. Die
einsetzenden Kondensationsreaktionen fuhren zu einer Quervernetzung der
Hydrolyseprodukte und ein viskoses Gel wird gebildet. Im Laufe der Reaktion
verdampft das L&sungsmittel und das Sol-Gel Glas, in dessen Poren die

- 3. Probenvorbereitungsmethoden zur Bestimmung von DON und ZON -

Antikérper eingeschlossen sind, entsteht [CICHNA-MARKL, 2007].

In Abbildung 4 ist das Reaktionsprinzip der Sol-Gel Glasherstellung dargestellt.

EllR Hydirofyse 'le'H
RO ~5i-0R +H,0 HO—8i-0R + ROH R = CHa, CoHs
OR OR Sol
OR OF  Alkoholondensation QR oR
HD—Sli-DH + HD—Sli-CIH RO—Eli—CI—Eii—C'R + ROH
OR oR Or  OR
OR OR Wagserhondensation  OR  OR
HD—Sli-DH + HD—Sli-CIH RCI—Sli—CI—Sli—GH + HZD
0OR OR orR OR
N
?
—s{—0 Alterung
e o~
0-Si-0—8i-0—%i-0— Kondensationsreaktionen
/ (‘) \ \ —> . . >
| N Verdampfen des Ldsungsmittels Sol-Gel Glas
0—S§i-0
/ N

Gel

Schrumpfen des Gels

Abbildung 4: Prinzip der Sol-Gel Methode.
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Uber die Dauer des Alterungsprozesses des Gels kann die PorengréBe der
Glasmatrix auf die ProteingréBe abgestimmt werden. Auf Grund der engen
Poren koénnen die Sol-Gel IAS ohne Bakteriostatikum gelagert werden
[CICHNA-MARKL, 2007].

3.2.3.3 Eigenschaften von Sol-Gel Immunaffinitatssaulen

Es gibt bestimmte Faktoren, die einen Einfluss auf die Qualitat von Sol-Gel IAS

haben:

Die Bindungskapazitat von Sol-Gel IAS ist vor allem von der Menge der in der
Saule eingeschlossenen Antikérper abhangig, daher kann diese durch
Erhdhung der Antikdrpermenge meist verbessert werden [CICHNA-MARKL,
2007].

Brenn-Struckhofova et al. entwickelten 2007 eine selektive Probenauf-
arbeitungsmethode, bei der Sol-Gel IAS zur Isolierung von DON aus Lebens-
und Futtermitteln  eingesetzt wurden. Aus Versuchen mit DON-
Standardlésungen wurde eine Bindungskapazitat fir DON von 1 000 ng/mg
Anti-DON-AK ermittelt. Bei den Versuchen mit Realproben betrug die
Bindungskapazitat dieser S&ulen fir DON nur mehr 500 ng/mg Anti-DON AK.
Um hohe Wiederfindungsraten zu erzielen, wurden daher fir Versuche mit
Realproben Saulen mit einer gréBeren Antikdérpermenge verwendet [BRENN-
STRUCKHOFOVA et al., 2007]

Die Selektivitat einer Sol-Gel IAS héangt von der Kreuzreaktivitat des
Antikdrpers ab, aber auch vom AusmalB der unspezifischen Bindung von
Matrixkomponenten an der Glasmatrix. In vielen Fallen kénnen unspezifisch

gebundene Verbindungen durch Zugabe einer geringen Menge eines
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organischen Ldsungsmittels (z.B. ACN) zur Waschlésung entfernt werden
[CICHNA-MARKL, 2007].

Die PorengréBe des Sol-Gel Glases hat einen wesentlichen Einfluss auf die
Stabilitat der IAS. Wie bereits erwahnt, kann die Gr6Be der Poren durch die
Dauer des Alterungsprozesses wahrend der Herstellung auf die GroBe des
Bioliganden abgestimmt werden. Studien zeigen, dass im Fall von Antikérpern
eine optimale Porengr6Be dann erreicht ist, wenn 50% der urspringlichen
Masse der Sol-Gel Matrix im Laufe der Kondensationsreaktionen verloren
gegangen ist [CICHNA-MARKL, 2007].

Sol-Gel IAS zeichnen sich durch eine gute Lagerfahigkeit aus. Brenn-
Struckhofova et al. stellten fest, dass Sol-Gel IAS 19 Wochen lang in PBS
gelagert werden konnten, ohne dass die Wiederfindung fiir DON herabgesetzt
wurde. Wurden bereits sehr haufig verwendete IAS, mit denen nur noch
niedrige Wiederfindungsraten far DON erzielt wurden, 20 Wochen bei 4 °C in
PBS gelagert, so konnten die Wiederfindungsraten fir DON deutlich verbessert
werden [BRENN-STRUCKHOFOVA et al., 2007].

Kommerziell erhaltliche |AS kbénnen auf Grund der sehr drastischen
Elutionsbedingungen nicht mehrmals verwendet werden. Brenn-Struckofova et
al. zeigten, dass die Sol-Gel IAS durch die Auswahl eines geeigneten
Elutionsmittels (ACN:H»O, 40:60, v/v) bis zu 20 mal wiederverwendet werden
kdnnen [BRENN-STRUCKHOFOVA et al., 2007].
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4 Instrumentelle Analysenmethoden zur Bestimmung
von DON und ZON

Die Methoden zur Bestimmung von DON und ZON lassen sich in zwei groBe
Kategorien unterteilen:

Zum einen werden sehr haufig nstrumentelle Analysen® mittels
Gaschromatographie (GC) [KOTAL et al., 1999] oder Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie (HPLC) und anschlieBender UV-Detektion [CAHILL et al.,
1999; MATEO et al., 2002], Fluoreszenzdetektion (FLD) [KLOTZEL et al., 2005]
oder massenspektrometischer Detektion (MS) [RAZZAZI-FAZELI et al., 2003;
BISELLI und HUMMERT, 2005] durchgefihrt. Zum anderen kommen haufig
aufgrund ihrer einfachen und schnellen Durchfihrung Radio- (RIAs) und
Enzymimmunoassays (enzyme linked immunosorbent assays, ELISAs) zum
Einsatz [KOCH, 2004].

4.1 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Chromatographie ist ein physikalischer Trennprozess, bei welchem die
Trennung durch Verteilung der Substanzen zwischen einer stationaren

(unbeweglichen) und einer mobilen (beweglichen) Phase erfolgt.

Die stationdre Phase ist eine feste oder aus flussigkeitsbelegten Tragern
bestehende Oberflache, an der die mobile Phase im chromatographischen Bett
vorbeistrémt [MEYER, 2004].
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4.1.1 Der chromatographische Trennvorgang

Eine Mischung aus verschiedenen Komponenten wird in das
chromatographische System eingebracht. Die mobile Phase durchstromt die
stationare Phase. Der Trennvorgang ist eine Abfolge vieler Adsorptions- und
Desorptionsschritte. Stoffe, die sich bevorzugt in der mobilen Phase aufhalten,
wandern schneller durch das Trennsystem als solche, die sich vermehrt in der
stationaren Phase aufhalten [MEYER, 2004].

Der Verteilungskoeffizient (K) ist ein MaB fur die bevorzugte Tendenz eines
Stoffes, sich in der mobilen oder in der stationaren Phase aufzuhalten [MEYER,
2004]. Er wird durch folgende Gleichung definiert:

CS tat

K=
Cmob

Cstat: Konzentration des Stoffes X in der stationaren Phase
Cmob: Konzentration des Stoffes X in der mobilen Phase

Um eine Trennung der in einer Mischung enthaltenen Substanzen zu
gewahrleisten, muissen die einzelnen Komponenten unterschiedliche
Verteilungskoeffizienten aufweisen [MEYER, 2004].

Aufgrund der Mobilitatsunterschiede kénnen die einzelnen Probenkomponenten
zeitverzdgert eluiert werden. Wird am Ende einer Trennstrecke ein Detektor
angebracht, so kann das Auftreten der Analyte erfasst und mit einem
entsprechenden Auswerteprogramm die erhaltenen Signale in Form von
unterschiedlichen Peaks aufgezeichnet werden. Das daraus resultierende
Chromatogramm (siehe Abbildung 5) liefert qualitative und quantitative
Informationen [SKOOG und LEARY, 1996].
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A Substanz 1 Substanz 2

-

Detektorsignal

F'rob.enaufgabe

Abbildung 5: Das Chromatogramm und seine KenngréBen [aus BOCKER,
1997]. t,: Totzeit des Systems; tg: Brutto-Retentionszeit; t'r: Netto-
Retentionszeit.

4.1.2 Auswertung eines Chromatogrammes

Qualitative Auswertung

Anhand der Retentionszeit (tg) wird die qualitative Auswertung durchgefthrt.
Die Retentionszeit definiert jene Zeit, die ein Analyt nach der Injektion bis zum
Erreichen des Detektors bendétigt. Eine Komponente weist bei gleichbleibenden
chromatographischen Bedingungen immer die gleiche Retentionszeit auf. Sie
ist abhangig von der Lange der Trennséule, dem Durchmesser der S&ule, der

Temperatur, der Zusammensetzung und der FlieBgeschwindigkeit der mobilen
Phase.

Die Wanderungsgeschwindigkeit eines Analyten in einer Saule kann auch durch
den Kapazititsfaktor (k') beschrieben werden. Dieser ist im Unterschied zur
Retentionszeit unabhdngig von den Séaulendimensionen und der
FlieBgeschwindigkeit der mobilen Phase:
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_ tR—1to
fo

K’

K" Kapazitatsfaktor der Substanz

tp: Retentionszeit der Substanz

to: Retentionszeit des Ldsungsmittels; entspricht der Zeit, die die mobile
Phase zum DurchflieBen des Trennsystems bendtigt

Quantitative Auswertung

Die quantitative Auswertung erfolgt Uber die Peakflache oder die Peakhdhe.
Beide sind proportional zur Konzentration des Analyten. Ob die Hohe oder die
Flache zur Auswertung herangezogen wird, hangt von der Peaksymmetrie und
der Auflosung ab. Die Peakhohe soll dann zur Auswertung herangezogen
werden, wenn sich Peakpaare Uberlappen, das heiBt, wenn diese nicht

basisliniengetrennt sind.

Die Auflésung (R) zweier Peaks wird durch folgende Gleichung definiert:

frR2 —1R1

Wi+ W2

trs: Retentionszeit der Substanz 1

tro: Retentionszeit der Substanz 2

W : Basisbreite des Peaks der Substanz A

W : Basisbreite des Peaks der Substanz B

Bei einer Auflosung von 1,5 sind zwei Peaks anndhernd von einander
basisliniengetrennt. Durch Verlangerung der Saule kann die Auflésung

verbessert werden. Durch diese MaBnahme wird die Anzahl der Trennstufen
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erhéht und somit eine bessere Trennung des Substanzgemisches gewahrleistet
[SKOOG und LEARY, 1996; MEYER, 2004].

Mit der Bodenzahl (N) (= Trennstufenzahl) und der Bodenhdhe (H) lasst sich
die Effizienz einer chromatographischen Saule beschreiben. Beide Kennzahlen
stehen mit der Lange der Saule (L) wie folgt im Zusammenhang:

N=LH

Die Effizienz der Saule nimmt mit steigender Bodenzahl (Zahl der theoretischen
Bdden) und abnehmender Bodenhéhe zu [SKOOG und LEARY, 1996].

Die Bodenhéhe (H) (= Trennstufenhdhe) ist das Verhélinis zwischen der
Verbreiterung der Peaks und der Retentionszeit. Sie entspricht jener Strecke
der Saule, in der sich das chromatographische Gleichgewicht véllig einstellt
[SCHWEDT, 1994; MEYER, 2004].

4.1.3 Das HPLC-System

Von allen chromatographischen Verfahren ist die Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie (HPLC) die am haufigsten eingesetzte Trenntechnik. Bei der
HPLC wird die mobile Phase mit Hilfe einer Pumpe durch das Trennsystem
beférdert. Es werden zumeist Kurzhub-Kolbenpumpen eingesetzt, die einen
konstanten, pulsationsfreien Losungsmittelfluss gewahrleisten [MEYER, 2004].

Abbildung 6 zeigt den schematischen Aufbau einer HPLC-Apparatur, wobei die

einzelnen Komponenten individuell zusammengesetzt werden kdnnen.
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241
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5

Abbildung 6: Schema einer HPLC-Apparatur [aus MEYER, 2004]. 1. GefaB3 mit
mobiler Phase, 2. Pumpe, 3. Probenaufgabe, 4. Sdule, 5. Detektor, 6. Aus-

wertesystem.

Die Saule

Die Trennsaule ist die wichtigste Komponente des Systems. Sie ist meist in
einen Thermostaten eingebaut, wodurch temperaturkontrollierte Trennvorgange
gewahrleistet werden. Die aus Stahl bestehenden Saulen haben einen
Innendurchmesser von 2 bis 5 mm und eine Lange von 5 bis 30 cm. Im Inneren
der Séaule befindet sich das Adsorbens, welches meistens aus pordsen

Partikeln mit kleiner KorngréBe zusammengesetzt ist.

Das Phasensystem
In der HPLC werden zwei verschiedene Phasensysteme unterschieden. In der

Normalphasenchromatographie besteht die stationdre Phase aus einem
polaren Material (z.B. Kieselgel), wahrend die mobile Phase unpolar ist (z.B.

Chloroform, Dichlormethan).
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Die weitaus haufigere, und auch im Rahmen dieser Arbeit eingesetzie
Umkehrphasenchromatographie (Reversed Phase-HPLC, RP-HPLC) besteht
aus einer eher unpolaren stationaren und einer polaren mobilen Phase. Die
unpolare stationdre Phase besteht meist aus Siloxanen, an denen
unterschiedlich lange Alkylgruppen (8 C-Atome: Cg RP 8; 18 C-Atome: C1g RP
18) chemisch gebunden sind. Fir die mobile Phase werden polare
Lésungsmittel wie Wasser, Methanol oder Acetonitril in verschiedenen
Volumsverhéltnissen (v/v) verwendet [MEYER, 2004].

In der RP-HPLC wird haufig eine Gradientenelution durchgefiihrt. Besonders
bei der Analyse von komplexen Mischungen werden unter isokratischen
Bedingungen breite, schlecht aufgetrennte Peaks erhalten, welche die
Interpretation der Chromatogramme erschweren. Bei einer Gradientenelution
wird die Lo&sungsmittelzusammensetzung so variiert, dass stark retentierte
Substanzen in kirzerer Zeit eluiert und gut aufgeléste Chromatogramme
erhalten werden [MEYER, 2004].

Der Detektor

Der Detektor erfasst durch unterschiedliche Messtechniken die eluierten
Substanzen am Ende der S&ule und wandelt die registrierten Verédnderungen
der Zusammensetzung der mobilen Phase in elekirische Signale um, welche an
ein  Auswertesystem  weitergeleitet werden.  Konzentrationsabhangige
Detektoren erfassen Konzentrationsunterschiede und leiten ein Signal, welches
proportional zur Probenkonzentration ist, weiter. Stoffstromabhangige
Detektoren erzeugen ein zur Anzahl der Probenmoleklle (pro Zeiteinheit)
proportionales Signal [MEYER, 2004].

Im Rahmen dieser Arbeit kamen sowohl ein UV-Detektor, ein
Fluoreszenzdetektor als auch ein massenspekirometrischer Detektor zum
Einsatz.
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4.1.3.1 UV-Detektor

Der UV-Detektor ist ein universeller Detektor, er erfasst alle Substanzen, die
ultraviolettes Licht absorbieren.

Die Abschwachung eines Lichtstrahls beim Durchtritt durch die Detektorzelle
hédngt von der Konzentration (c) der Substanz, von ihrem molaren
Extinktionskoeffizienten (¢) und von der Ldnge der Zelle (d) ab. Das Produkt
aus den drei GréBen ist die Extinktion (E):

E=¢cd
Der molare Extinktionskoeffizient (¢) ergibt sich aus den photochemischen und
photophysikalischen Eigenschaften der absorbierenden Substanz [MEYER,

2004].

Der Aufbau eines UV-Detektors ist in Abbildung 7 dargestellt.

Gitter Fotodiode

DI

/ﬁD

Blende Quarzglasplatie [I Fotodiode

Zelle

Abbildung 7: Bauprinzip eines UV-Detektors [aus MEYER, 2004].

Spiegel

Uber ein Gitter kann nur Licht mit einer gewissen Wellenlange in den
Strahlengang gelangen. Uber Spiegel und Blendensysteme gelangt der Strahl
zur Quarzglasplatte, wo ein kleiner Teil des Lichts auf eine Referenz-Fotodiode
reflektiert wird. Der gréBte Teil des Strahls wird durch die Zelle zur Fotodiode
geleitet [MEYER, 2004].
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4.1.3.2 Fluoreszenzdetektor

Die Empfindlichkeit eines Fluoreszenzdetektors ist bis zu tausendmal héher als
die eines UV-Detektors. Der Fluoreszenzdetektor ist selektiv und erfasst nur
fluoreszierende Substanzen. Licht mit einer bestimmten Wellenldnge wird auf
die Zelle gestrahlt und das emittierte Licht mit groBerer Wellenlange senkrecht
zur Einstrahlrichtung durch die Fotodiode aufgefangen [Meyer, 2004].

Das Bauprinzip eines Fluoreszenzdetektors ist in Abbildung 8 dargestellt.

Fotodiode ‘ |

Emissionsfilter

Anregungs-
Lampe filter

Zelle

L
Abbildung 8: Prinzip eines Fluoreszenzdetektors [aus MEYER, 2004].

Gemessen wird die Fluoreszenzintensitat (Ig), die durch folgende Gleichung im
Zusammenhang mit der Konzentration des Analyten steht:

lF=k.lp€.c.d

Ir: Intensitat der Fluoreszenz

k: Fluoreszenzausbeute

lo: Intensitat des eingestrahlten Lichts

€, C, d: siehe Lambert-Beer-Gesetz (Kapitel 4.1.3.1)
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4.1.3.3 Massenspektrometrischer Detektor

Theoretische Grundlagen

Ein Massenspektrometer erzeugt aus einer Probe einen gasférmigen
lonenstrahl, dieser wird nach dem Masse zu Ladungsverhaltnis (m/z)
aufgetrennt, wodurch ein entsprechendes Massenspekirum entsteht. Mit Hilfe
eines Massenspektrometers kdnnen qualitative und quantitative Analysen von
Einzelsubstanzen oder von Substanzgemischen durchgefihrt werden. Die
erhaltenen Massenspektren liefern Informationen Uber die Struktur, Gber die
relative Haufigkeit (Konzentration) und Uber die molekularen Massen des
gemessenen Analyten [BUDZIKIEWICZ und SCHAFER, 2005].

lonen sind positiv oder negativ geladene Atome oder Molekile. Als lonenstrom
werden alle in einer Zeiteinheit gebildeten lonen bezeichnet. Durch die Summe

der lonenstréme erhalt man den Totalionenstrom (TI) [BUDZIKIEWICZ und
SCHAFER, 2005].

Durch lonisierung der Analyte werden je nach lonisierungsmethode
unterschiedliche Arten von lonen gebildet:

a) lonisierung durch ElektronenstoB3 lonisation (El):

Durch Herausschlagen eines Elekirons entstehen positiv geladene
Molekulionen und viele positiv geladene oder neutrale Fragmentionen.
M+e M +2e

M+ F1+ + Fz

Fragmentionen entstehen, wenn einem Molekul Gber das lonisierungspotential

hinaus weiter Energie zugefihrt wird und dadurch ein Molekdl in Bruchsticke
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zerfallt. Fragmentionen werden bei der El in groBer Anzahl gebildet und kbénnen

wichtige Strukturinformationen liefern.

b) lonisierung durch Oberfldchen-, Spray- und Laserdesorptionsverfahren:
Bei diesen Techniken lagern sich an ein Molekdl ein oder mehrere Protonen
oder Kationen (Na*, K*) an.

M+H" [M+HT

M+K" [M+KT

M+nH  [M+nH]™

Durch diese sehr milden lonisierungsmethoden entstehen keine oder nur sehr
wenige Fragmentionen [BUDZIKIEWICZ und SCHAFER, 2005].

Apparative Grundlagen

Das Massenspekirometer besteht im Wesentlichen aus finf Teilen (siehe
Abbildung 9):

Einlass |y | lonen- | | Massen- |, | Detektor
systern gquels analysator

v

Augwerte-
system

Abbildung 9: Blockdiagramm eines Massenspektrometers.
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Das Einlasssystem

Eine Probe kann auf drei verschiedene Arten in das Massenspekirometer
eingebracht werden. Eine unpolare bis maBig polare Probe bis zu einer
Molmasse von 1 000 g/mol wird vor der lonisation verdampft. Polare Proben mit
einer Molmasse von 2 500 g/mol (bei FAB: Desorption/lonisation durch Fast-
Atom-Bombardment) bis zu 1 000 000 g/mol (bei MALDI: Matrix assisted laser
desorption/ionisation) werden aus einer kondensierten Phase in die Gasphase
dbergefuhrt. Handelt es sich um eine zu analysierende Probeldsung, kann
diese mittels Spray-Verfahren zerstdubt werden, wodurch am Ende dieses
Sprayvorganges das Analytmolekul in voéllig desolvatisiertem Zustand vorliegt
[BUDZIKIEWICZ und SCHAFER, 2005].

Die lonenquelle

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurde ein Electrospray Interface
verwendet. Bei der Elekiro Spray lonisation (ESI) wird aus der Probenlésung in
einem elektirischen Feld am Ende der Sprihkapillare ein Flissigkeitskonus
gebildet. Entsprechend der Polung der Spraynadel liegen durch Ansammlung
von lonen positiv oder negativ geladene Tropfchen vor. Die Anzahl der
Ladungen, die ein Molekdl tragt, ist vor allem von dessen GrdBe abhangig
[BUDZIKIEWICZ und SCHAFER, 2005].

Der Massenanalysator

Die in der lonenquelle gebildeten lonen werden aus der lonenquelle Gber eine
Potentialdifferenz  zum Massenanalysator hin beschleunigt. In einem
Massenanalysator werden die gebildeten lonen nach dem Masse zu
Ladungsverhéltnis (m/z) aufgetrennt. Zur Trennung der lonen stehen
Magnetfeldgerate, Flugzeit-Massenanalysatoren, Quadrupol-Analysatoren und
lonenfallen zur Verfiigung [BUDZIKIEWICZ und SCHAFER, 2005].
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Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Massenspektrometer hatte eine
lonenfalle als Massenanalysator eingebaut.

lonenfallen, oder auch loneneinfanganalysatoren genannt, sind sehr robuste
und kostenglnstige Massenanalysatoren. Durch die bestimmte Anordnung der
Elektroden sowie durch Anlegung einer Hochfrequenzspannung kreisen lonen
mit einem bestimmten m/z-Wert in geschlossenen Bahnen. Wird die
Hochfrequenzspannung erhdht, werden schwere lonen stabilisiert, die leichten
lonen werden in ihrer Bahn abgelenkt und an den Elektroden entladen. Durch
kontinuierliche Veranderung der Elekirodenspannung k&énnen die lonen
nacheinander aus der ,Falle” entlassen werden [SKOOG und LEARY, 1996].

Die Auflbsung (R) ist die wichtigste GréBe zur Beschreibung der
Leistungsfahigkeit eines Massenanalysators. lonenstrahlen unterschiedlicher
Masse, welche sich nicht oder nur wenig Uberlappen, kdnnen getrennt von
einander registriert werden [BUDZIKIEWICZ und SCHAFER, 2005]:

m: Masse

Am: Massendifferenz

Der Detektor

Im Detektor erfolgt die Umwandlung des lonenstrahls in ein elekirisches Signal,
welches an das Auswertesystem weitergeleitet wird. Es gibt verschiedene Arten
von Detektoren, wobei der Elektronenvervielfacher am besten flr gangige
Analysen geeignet ist [SKOOG und LEARY, 1996]. Das Signal ist in einem
bestimmten Konzentrationsbereich proportional zur Konzentration des Analyts.
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5 Material und Methoden

5.1 Reagenzien

Acetonitril, HPLC Gradient Grade (VWR)
Anti-DON Antikérper, in PBS (Singapur)
Anti-ZON Antikdrper, in PBS (Singapur)
Deoxynivalenol, in ACN (Biopure)
Dinatriumhydrogenphosphat, p.A. (Merck)
H>O bidestilliert

Methanol, HPLC Gradient Grade (VWR)
Natriumdihydrogenphospat, p.A. (Merck)
Natriumchlorid, p.A. (Merck)

Stickstoff verdichtet, Standardqualitat, technisch (Air Liquide Austria GmbH)
Salzsaure, rauchend, 37%, p.A. (Merck)
Tertramethoxysilan, p.A. (Fluka)
Zearalenon (Biopure)

5.2 Gerate

5.2.1 HPLC-Apparatur

5.2.1.1 DON-Bestimmung (HPLC-System 1)

Pumpe: Hitachi L-7100 (Merck)

Saule: Synergri 4u Polar RP, 80A, 250 x 4,6 mm, 5 pm

(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)
Vorsaule: C 18, 4.0 mm x 3.0 mm (Phenomenex)
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Saulenthermostat: Model bfo-04 dt (W.O. electronics, Langenzersdorf,
Osterreich)

Detektor: UV-Detektor, Hitachi L-4200 (Merck)

Auswertesystem: McDacq Software (Bischoff, Leonberg, Deutschland)

5.2.1.2 ZON-Bestimmung (HPLC-System 2)

Pumpe: Hitachi L-6200 (Merck)

Saule: ACE 3 C18, 150 x 3 mm, 3 um, 100 A (Advanced
Chromatography Technologies)

Vorsaule: C 18, 4.0 mm x 3.0 mm (Phenomenex)

Saulenthermostat: Hitachi column oven 655 A-52 (Merck)

Detektor: FL-Detektor, Hitachi L-4000 (Merck)

Auswertesystem: Stratos Software (Polymer Laboratories GmbH,

Deutschland)

5.2.1.3 LC-MS (HPLC-System 3)

Entgaser: Hewlet Packard Series 1100

Pumpe: Hewlet Packard Series 1100

Autosampler: Hewlet Packard Series 1100

Dosierschleife: 30 ul

Saule: ACE 3 C18, 150 x 2 mm, 3 um, 100 A (Advanced
Chromatography Technologies)

Detektor: UV-Detektor, Agilent VDW G1314A

MS: Bruker Daltonics HTC Plus
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lonenquelle: ESI

No-Versorgung: Dominick Hunter — Nitrox-UHPLCMS 18
Pressluft: Junair

Vacuumpumpe: Edwards 18

Auswertesystem: Bruker Daltonics

5.2.1.4 On-line-Kopplung (HPLC-System 4)

Pumpe A: Hitachi Elite LaChrom L-2130 (VWR)
Pumpe B: Hitachi Elite LaChrom L-2130 (VWR)
VICI (Valco Instruments Co. Inc.) (VWR)
Kartusche far IAS: 25 x 4 mm (Merck)
Analytische-Saule: ACE 3 C18, 150 x 2 mm, 3 um, 100 A (Advanced
Chromatography Technologies)
Saulenthermostat: Hitachi column oven L-2300 (VWR)
Detektor: FL-Detektor, Hitachi L-2485 (VWR)
UV-Detektor, Hitachi L-2400 (VWR)
Auswertesystem: EZ chrom Elite

5.2.2 Sonstige Gerate

Analysenwaage: Sartorius, TE 214S

Festphasen-

extraktionsapparatur: Millipore, Sep-Pak, Waters Vacuum Manifold
Kugelmuhle: Retsch, MM 2 000
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Magnetrihrgerat:
Pipetten:

Schittler:
Vakuumpumpe:
Ultraschallbad:
Zentrifugen:

5.2.3 Sonstige Gegenstande

Achatreibschale

Becherglaser

Blaubandfilter
Borosilicatglasfritte, Porositat 5
Eppendorfaufsatz 50 mL
Eprouvetten

Erlenmeyerkolben

Fritten

Hamiltonspritze

Tokyo Kagakusngyo, Co, LTD, MS-16 B
Gilson, 20-200 pL

Eppendorf, 100-1 000 uL

Eppendorf, 1 000-5 000 uL

IKA, MTS 4 electronics

Millipore

Bandelin Sonorex Super RX103H

Sigma, Modell 4 K 10, 5 500 rpm Rotor,
Einsatze fur 15 mL Zentrifugenréhrchen
Eppendorf, Modell 5424, 10 000 rpm Rotor,
Einsatze fur 1,5 mL EppendorfgefaBe

Millipore, Amicon® Ultra-4 Filtrationseinheit, regenerierte Cellulose, 50 kDa

Nylon 66 Membran (PorengréBe: 0,45 um x 47 mm)

Parafilm
Pasteurpipetten
RUhrkern
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Saugflasche

Kunststoffsaulchen: Lange: 6 cm , Durchmesser: 1 cm
Schwarzbandfilter

Vials 1,5 mL

Zentrifugenréhrchen 15 mL

5.3 Proben

Die verwendeten Lebensmittelproben wurden in lokalen Supermarkten gekauft.
Die Futtermittel Schlempe und Mais wurden von Prof. Razzazi-Fazeli vom
Department fir Lebensmittelwissenschaften und Offentliches Gesundheits-
wesen, Institut fir Erndhrung an der Veterindrmedizinischen Universitat Wien,
zur Verfugung gestellt. Die Bodenproben stammten aus einem
Uberschwemmungsgebiet in Oberdsterreich. Die Wasserproben wurden aus
einem Donauarm bei Klosterneuburg gezogen.

5.4 Probenaufarbeitung

5.4.1 Homogenisieren
Die im Rahmen der Diplomarbeit verwendeten Proben wurden vor der
Extraktion je nach Konsistenz in einer Kugelmihle oder mit einem Mérser

zerkleinert.
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5.4.2 Extraktion von DON aus Lebensmitteln, Futtermitteln und
Bodenproben

5 g der homogenisierten Probe wurden mit 40 mL HOgp versetzt. Die
Probensuspension wurde 10 min gerGhrt. Danach wurden 20 mL der
Suspension 10 min bei 4 000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde durch eine Borosilicat Fritte (Porositat 5) filtriert. Triibe
Lésungen wurden nicht durch eine Borosilicat Fritte, sondern durch ein
Blaubandfilter filtriert und danach 5 min bei 10 000 rpm zentrifugiert.

5.4.3 Extraktion von DON und ZON aus Lebens- und Futtermitteln

25 g der homogenisierten Probe wurden in einen 250 mL Erlenmeyerkolben
eingewogen. Die Probe wurde mit 100 mL Acetonitri:Wasser (60:40, v/v)
versetzt und der Kolben mit Parafilm luftdicht verschlossen. Zum Lichtschutz
wurde der Kolben mit Alufolie umwickelt. Die Probensuspension wurde eine
Stunde am Schuttler extrahiert. AnschlieBend wurde die Lésung durch ein
Blaubandfilter filtriert.

5.4.4 Extraktion von ZON aus Bodenproben

Es wurden 5 g der Probe eingewogen, mit 20 mL Acetonitril:-Wasser (60:40, v/v)
versetzt. Die Probensuspension wurde eine Stunde unter Lichtausschluss am
Schuttler extrahiert. Der erhaltene Extrakt wurde durch ein Blaubandfilter

filtriert.
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5.4.5 Spikeversuche
Zur Ermittlung der Wiederfindung in Lebensmitteln, Futtermitteln, Boden- und

Wasserproben wurden Spikeversuche mit DON und ZON durchgefihrt:

Lebensmittel und Futtermittel:

Spikelevel fir DON: 500 ng DON/g Probe
5 000 ng DON/g Probe
Spikelevel fir ZON: 50 ng ZON/g Probe

100 ng ZON/g Probe

Spikelevel fur DON und ZON: 500 ng DON/g Probe und 50 ng ZON/g Probe
5 000 ng DON/g Probe und 100 ng ZON/g
Probe

Die homogenisierten, eingewogenen Proben wurden gespiket und wie in Kapitel
5.4.2 und 5.4.3 beschrieben extrahiert. Je nach Spikelevel wurden 5 mL
(niedriger Spikelevel) oder 1 mL (hoher Spikelevel) des Filtrats auf die IAS
aufgegeben.

Bodenproben:

Die eingewogene Bodenprobe (5 g) wurde mit DON (500 ng/g Probe) oder ZON
(50 ng/g Probe) gespiket und eine halbe Stunde stehen gelassen. Danach
erfolgte die Extraktion wie in Kapitel 5.4.4 beschrieben. 5 mL des filtrierten
Extrakts wurden auf die IAS aufgegeben.

Wasserproben:
20 mL der Wasserprobe wurden mit DON (100 ng/mL) oder ZON (100 ng/mL)
gespiket und eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln stehen gelassen.

AnschlieBend wurde die Lésung durch eine Nylon-Membran (PorengréBe: 0,45
um x 47 mm) filtriert. 5 mL des Filtrats wurden auf die IAS aufgegeben.
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5.5 Immunaffinitatschromatographie

5.5.1 Antikérper

Die Antikdrper stammten aus Singapur und wurden in Fraktionen a 0,5 mL PBS
gelagert. Die Konzentrationen der Anti-DON AK L&sung betrug 4 mg/mL, die
der Anti-ZON AK Lésung 2 mg/mL.

5.5.2 Herstellung von Sol-Gel Inmunaffinitatssaulen

Im Rahmen der Diplomarbeit kamen drei verschiedene Sol-Gel IAS zum
Einsatz. Es wurden IAS, in welche 2 mg Anti-DON AK gebunden waren (DON-
IAS), solche in welche 1 mg Anti-ZON AK eingeschlossen waren (ZON-IAS)
und solche, in denen 2 mg Anti-DON AK und 1 mg Anti-ZON AK immobilisiert
waren (DON-ZON IAS), verwendet.

5.5.2.1 Herstellung des Hydrolysats

Zur Herstellung des Hydrolysats wurden 0,2 mL 0,04 M HCI, 0,75 mL H2Ogp
und 3,4 mL TMOS (Tetramethoxysilan) in ein Becherglas pipettiert. Das
Becherglas wurde geschwenkt und mit Parafilm luftdicht verschlossen. Das

Hydrolysat wurde fir 30 min unter Eiskthlung ins Ultraschallbad gestellt.

5.5.2.2 Herstellung der IAS

Um DON- bzw. ZON-IAS herzustellen, wurde in ein Becherglas, das zuvor
abgewogen worden war, 0,5 mL der entsprechenden AK-L&sung und 0,5 mL
Hydrolysat pipettiert.

Wurden DON-ZON-IAS hergestellt, so mussten die AK-L6sungen mit Hilfe einer
Ultrafiltrationseinheit auf ein Volumen von 0,25 mL reduziert werden. Danach
wurden beide Lésungen zum Hydrolysat pipettiert.

Im Anschluss wurde das Becherglas geschwenkt und erneut abgewogen. Das
Becherglas wurde bei Zimmertemperatur offen stehen gelassen. Sobald das
Gemisch 50% seines Gewichtes verloren hatte, wurde das entstandene Glas in
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einer Achatreibschale gemahlen. Das gemahlene Sol-Gel Glas wurde in eine 3
mL Kunststoffsaulche gefillt, in welche zuvor eine Fritte eingelegt worden war.
Die Saule wurde mit 20 mL PBS gespult. Nach dem Entfernen eventuell
entstandener Luftblasen mit Hilfe eines Spatels (durch Aufwirbeln) wurde eine
Fritte auf die Glasmatrix gesetzt. Die Saulen wurden mit einem Plastikstopfen
verschlossen und im Kuihlschrank aufbewahrt. Die Schritte der Sol-Gel IAS

Herstellung sind in Abbildung 10 zusammengefasst.

>
Zusatz des Kondensations-
TMOS Biomolekdls in PBS reaktionen
Sol Gel
- -

—Si-OCH, + H,0 —>= —Si-OH + CH,OH
1 Alterung

——_—
= 4=
Manuelles Zermahlen qa»

des Glases 7
Abbildung 10: Ablauf der Herstellung einer Sol-Gel Immunaffinitdtsséule.

5.5.3 Probenaufgabe

5.5.3.1 DON-IAS

Im Fall von ungespiketen Proben wurden 5 mL des filtrierten Extrakis
(Lebensmittel- Futtermittel und Bodenproben) bzw. 5 mL der filtrierten
Wasserprobe auf die DON-IAS aufgegeben.

Im Fall von niedrig gespiketen Lebensmittel-, Futtermittel und Bodenproben
(Spikelevel 500 ng DON/g Probe) wurden 5 mL und von hoch gespiketen
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Proben (Spikelevel 5 000 ng/g) 1 mL des filtrierten Extrakts auf die DON-IAS
aufgegeben. Von gespiketen Wasserproben (Spikelevel 100 ng/mL) wurden

5 mL des Filtrats aufgegeben. Die Aufgabegeschwindigkeit betrug jeweils 0,5
mL/min. Danach wurde die Saule mit 10 mL MeOH:H>Ogp (10:90, v/v) ge-
waschen und DON mit 4 mL ACN:H.Ogp (40:60, v/v) eluiert.

ACN wurde im Stickstoffstrom entfernt und das Eluat mit H.Ogp auf 5 mL

aufgefullt. Die IAS wurde mit 20 mL PBS regeneriert.

5.5.3.2 DON-ZON-IAS

Um die Retention von DON und ZON in der DON-ZON-IAS zu garantieren,
durfte der Anteil an ACN im Extrakt 3% (v/v) nicht Gbersteigen. Da die
gemeinsame Extraktion von DON und ZON mit ACN:Wasser (60:40, v/v)
durchgefuhrt wurde, musste der erhaltene Probenextrakt verdinnt werden. Bei
ungespiketen Proben bzw. bei einem niedrigen Spikelevel (500 ng DON/g
Probe und 50 ng ZON/g Probe) wurde 1 mL des filtrierten Extrakts mit PBS auf
50 mL verdlnnt. Bei einem hohen Spikelevel (5 000 ng DON/g Probe und 100
ng ZON/g Probe) wurden 0,5 mL des filtrierten Extrakis mit PBS auf 25 mL
verdinnt.

Der verdinnte Extrakt wurde mit Hilfe eines Eppendorfaufsatzes drucklos auf
die DON-ZON-IAS aufgebracht. Danach wurde die Saule mit 5 mL
MeOH:H.Ogp (10:90, v/v) gewaschen und DON und ZON mit 4 mL ACN:H>Ogp
(50:50, v/v) eluiert. ACN wurde im Stickstoffstrom entfernt und das Eluat
anschlieBend auf 5 mL mit H,Ogp aufgeflllt. Die IAS wurde danach mit 20 mL
PBS regeneriert.

5.5.3.3 ZON-IAS

Um die Retention von ZON in der IAS zu ermdbglichen, wurde 1 mL des
Probenextrakts mit PBS auf 50 mL verdinnt. Im Fall von ungespiketen und
gespiketen Bodenproben (Spikelevel 100 ng/g) wurden 5 mL des verdlinnten

Extrakts auf die ZON-IAS aufgegeben. Bei ungespiketen und gespiketen
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Wasserproben wurden 5 mL der filtrierten Probe aufgegeben. Die Saule wurde
mit 5 mL MeOH:H>Ogp (10:90, v/v) gewaschen und ZON mit 4 mL ACN:H2Ogp
(50:50, v/v) eluiert. ACN wurde im Stickstoffstrom weggeblasen und das
Endvolumen mit H,Ogp auf 5 mL eingestellt. Die IAS wurde mit 20 mL PBS

regeneriert.

5.6 HPLC

5.6.1 Herstellung von DON- und ZON-Standardlésungen

DON- bzw. ZON-Standardlésungen wurden durch Verdinnung einer DON-
Urlésung (100 pg/mL) und einer ZON-Urlésung (100 pg/mL) mit Wasser
hergestellt. Die Konzentrationen der DON-L6sungen lagen im Bereich von 25
bis 1 000 ng/mL, die der ZON-L&sungen im Bereich von 1 bis 600 ng/mL.

5.6.2 Bestimmung von DON mittels HPLC-UV-Detektion (HPLC-System 1)
Das Injektionsvolumen betrug 100 pL. Als mobile Phase wurde
ACN:MeOH:H,Ogp im  Verhéltnis 10:10:80 (v/v/v) verwendet. Die
FlieBgeschwindigkeit betrug 1 mL pro Minute. Die Detektion erfolgte mit einem
UV-Detektor bei einer Wellenlange von 220 nm. Die Auswertung wurde mit der
McDacq Software durchgefihrt.

5.6.3 Bestimmung von ZON mittels HPLC-Fluoreszenzdetektion (HPLC-
System 2)

Es wurden jeweils 100 uL Aliquote der Standard- bzw. Probelésungen injiziert.

Als mobile Phase wurde ACN:H-Ogp im Verhaltnis 45:55 (v/v) verwendet. Die

FlieBgeschwindigkeit betrug 0,4 mL pro Minute. Die Detektion erfolgte mit

einem Fluoreszenzdetektor bei einer Anregungswellenlange von 330 nm und
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einer Emissionswellenldange von 460 nm. Die Auswertung wurde mit der Stratos

Software durchgefihrt.

5.6.4 LC-MS (HPLC-System 3)

Das Injektionsvolumen betrug 10 pyL. Es wurde eine Gradientenelution
durchgefihrt (siehe Tabelle 2), die FlieBgeschwindigkeit der mobilen Phase
wurde auf 0,4 mL/min eingestellt. Die Einstellungen der ESI und der lonenfalle
sind in Tabelle 3 aufgelistet. Die Auswertung der erhaltenen Spektren erfolgte
mittels der Software Bruker Daltonics.

Tabelle 2: Gradientenelution im LC-MS System mit H-Ogp (A) und ACN (B) als
mobile Phase.

t [min] A [%] B [%]
0 95 5
5 90 10
13 20 80
17 20 80

Tabelle 3: ESI- und lonenfalleneinstellungen zur Detektion von DON und ZON
mittels LC-MS.

Parameter DON und ZON
Kapillare +4 200V

End Plate Offset -500V
Nebulizer [psi] 40

Dry Gas [L/min] 10

Dry Temp [°C] 300

Polarity Negativ

Smart Target 25 000
Max.Accu Time [ms] | 20

Scan [m/z] 100-400
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6 Ergebnisse und Diskussion

Die in der vorliegenden Diplomarbeit angewendeten Immunaffinitats-
chromatographiemethoden wurden von Fr. Brenn-Struckhofova im Rahmen
ihrer Dissertation entwickelt. Sie stellte Sol-Gel IAS her, in welche entweder

2 mg Anti-DON AK, 1 mg Anti-ZON AK oder 2 mg Anti-DON AK und 1 mg Anti-
ZON AK gemeinsam eingeschlossen wurden. Sie optimierte die Aufgabe-,
Wasch-, und Elutionsbedingungen und entwickelte auBerdem HPLC-Methoden
zur Bestimmung von DON und ZON. Die entwickelten Methoden wurden auf
ihre Anwendbarkeit zur Bestimmung von DON und ZON in Weizen, Mais und
Vollkornnudeln getestet [ BRENN-STRUCKHOFOVA, in Vorbereitung].

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Anwendbarkeit der Sol-Gel
Immunaffinitdtschromatographie zur Aufarbeitung von weiteren Lebensmittel-

matrizes, Futtermitteln sowie Umweltproben zu testen.

6.1 HPLC

6.1.1 Erstellung von Kalibrierfunktionen von DON und ZON

Zur Erstellung der Kalibrierfunktionen wurden DON- bzw. ZON-
Standardlésungen mit unterschiedlichen Konzentrationen hergestellt (siehe
Kapitel 5.6.1). Aliquote der DON-L&sungen wurden in die HPLC-Systeme 1, 2
und 3 injiziert und die erhaltenen Peakflachen ermittelt. Die HPLC Bedingungen
sind in den Kapiteln 5.6.2, 5.6.3 und 5.6.4 zusammengefasst.

Die erhaltenen Peakflachen [mV.s] wurden gegen die Konzentrationen ¢
[ng/mL] aufgetragen. In den Abbildungen 11 bis 14 sind typische Kalibrier-
funktionen fir DON und ZON dargestellt.

-63 -



- 6. Ergebnisse und Diskussion -

80

70

60

50

area

30

20

10

0 200 400 600 800 1000 1200
¢ (ng/mL)

Abbildung 11: Kalibrierfunktion fiir DON (HPLC-System 1).
Gleichung: y= 0,0665x — 0,2697, Korrelationskoeffizient: R?= 0,9995
Die Nachweisgrenze (Signal/Rauschen = 3) fiir DON betrug 18 ng/mL.
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Abbildung 12: Kalibrierfunktion fir ZON (HPLC-System 2).
Gleichung: y= 0,8960x — 1,0776, Korrelationskoeffizient: R*= 0,9993
Die Nachweisgrenze (Signal/Rauschen = 3) fur ZON betrug 1,9 ng/mL.
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Abbildung 13: Kalibrierfunktion fiir DON (HPLC-System 3).
Gleichung: y= 7142,2x + 30404, Korrelationskoeffizient: R?= 0,9978

area

120000000 -

100000000 -

80000000 -
60000000 -
40000000 -

20000000 -

0

0

50 100 150 200 250
c [ng/mL]

Abbildung 14: Kalibrierfunktion fiir ZON (HPLC-System 3).
Gleichung: y= 536030,5x — 1935398,3, Korrelationskoeffizient: R?= 0,9993

Die Nachweisgrenzen (Signal/Rauschen = 3) lagen fir DON und ZON bei

4 ng/mL.
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6.2 Sol-Gel IAS zur Probenvorbereitung bei der Bestimmung
von DON und ZON in Lebensmitteln

Ein groBer Teil meiner Arbeit beschaftigte sich mit der Uberpriifung der
Anwendbarkeit von Sol-Gel Immunaffinitatssaulen zur Probenvorbereitung von
Lebensmitteln. Es wurden Lebensmittel ausgewahlt, welche einen hohen
Weizen- oder einen hohen Maisanteil besaBen.

Ich testete Immunaffinitatssaulen (IAS), in welche 2 mg Anti-DON AK und
solche, in welche 2 mg Anti-DON AK und 1 mg Anti-ZON AK eingeschlossen
worden waren, auf ihre Selektivitdt und ermittelte die Wiederfindungsraten fir
DON bzw. fur DON und ZON in gespiketen Proben. Die Herstellung der IAS ist
im Kapitel 5.5.2 beschrieben.

6.2.1 Anwendbarkeit der DON-IAS auf Lebensmittel mit einem hohen
Weizenanteil

Als Lebensmittel mit einem hohen Weizenanteil wurden Knéackebrot,
Vollkorncornflakes und Vollkornteigwaren (siehe Tabelle 4) verwendet. Bei der
Analyse der ungespiketen Proben konnte in keiner der Matrizes DON
nachgewiesen werden. Die homogenisierten Lebensmittelproben wurden
anschlieBend mit 500 ng DON/g Probe bzw. 5 000 ng DON/g Probe gespiket.
Nach der Extraktion mit Wasser und der Zentrifugation des Extraktes wurden
Aliquote des Uberstands auf vier bzw. fiinf DON-IAS aufgetragen (siehe Kapitel
5.4.2 und 5.5.3.1). Je 100 pL der erhaltenen Eluate wurden in das HPLC-
System 1 injiziert (siehe Kapitel 5.6.2).

Tabelle 4: Produktiibersicht

Produkt Weizenanteil
Vollkornfleckerl 67% Hartweizengrie
Knackebrot Weizen 100% Weizenmehl
Cluster-Mandel-Nuss mit Vollkorn | 63% Vollkornweizen

- 66 -



- 6. Ergebnisse und Diskussion -

Selektivitat der Methode
Ein erhaltenes Chromatogramm ist in Abbildung 15 zu sehen.

10 mV

DON

1 2 3 4 5 6 7 8 9  min
Abbildung 15: Chromatogramm (HPLC-System 1) eines aufgearbeiteten
Extrakts von gespiketem Knéckebrot, Spikelevel 5 000 ng DON/g Probe.

Die Chromatogramme der Probeneluate waren frei von jeglichen Stérpeaks. Sie
bestatigen die hohe Selektivitat der Sol-Gel Immunaffinitdtschromatographie als
Probenvorbereitungsmethode fir Lebensmittel mit einem hohen Weizenanteil.

Ermittlung der Wiederfindung

In Tabelle 5 sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen (S) der
Wiederfindungsraten aus jeweils vier bzw. finf Bestimmungen

zusammengefasst.
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Tabelle 5: Wiederfindung flir DON in gespiketen Lebensmitteln.
Gefundene Mittelwert S

) Spikelevel ) . ) . i
Matrix Konzentration Wiederfindung Wiederfindung

[ng/g]
[ng/g] [%] [%]
Clusters 500 532 107 0,52

530
533
535
537
5000 4290 86 0,58
4332
4258
4314

4318
Kné&ckebrot 500 431 89 2,42

446
465
446
449
5000 4136 80 3,12
4122
3768
3902
4026
Vollkornnudeln 500 534 102 3,09
502
506
501
5000 4624 94 4,29
4471
4741
4980

Die Tabelle 5 zeigt, dass bei beiden Spikelevels fir alle Matrizes gute

Wiederfindungsraten (= 80%) erzielt wurden.

Die Nachweisgrenze der Analysenmethode fiir DON betrug in Clusters 135 ng/g
Probe, in Knackebrot 162 ng/g Probe und in Vollkornnudeln 141 ng/g Probe.
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6.2.2 Elution mit ACN

Bei kommerziell erhaltlichen IAS wird die Elution des Analyten Ublicherweise mit
100% ACN oder 100% MeOH durchgefiihrt. Fir unsere Sol-Gel IAS werden
ACN/Wasser Mischungen verwendet, da die Saulen fir mehrere Aufarbeitungs-
schritte verwendet werden sollen. Im folgenden Versuch sollte jedoch gepruft
werden, ob die Elution im Prinzip mit 100% ACN durchgefthrt werden kann.
Dazu wurde eine Weizenmehlprobe mit DON (5 000 ng/g Probe) gespiket.
Nach der Extraktion mit Wasser und der Zentrifugation des Extraktes wurden

1 mL-Aliquote des Uberstands auf vier DON-IAS aufgebracht. Nach dem
Waschschritt erfolgte die Elution von DON mit 4 mL 100% ACN. Das Eluat
wurde in einer Fraktion zu 2 mL und zwei Fraktionen zu je 1 mL gesammelt
(Tabelle 6).

Obwohl nach dem Einengen der Eluate im Stickstoffstrom und dem Aufflllen
mit H>Ogp eine leichte Tribung festgestellt wurde, wurden Aliquote von 100 pL
in das HPLC-System 1 injiziert (siehe Kapitel 5.6.2).

Ein reprasentatives Chromatogramm ist in der Abbildung 16 dargestellt. Man
sieht, dass trotz der Tribung des Eluats ein gauBBférmiger Peak erhalten wurde.

10mV

1 2 3 4 5 6 7 8 9 min
Abbildung 16: Chromatogramm (HPLC-System 1) eines aufgearbeiteten

Weizenmehlextrakts, Spikelevel 5 000 ng DON/g Probe, 1. Fraktion des Eluats
der IAS.
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Tabelle 6: Konzentration von DON in den gesammelten Fraktionen.
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Elutionsmittel: 100% ACN, Spikelevel 5 000 ng DON/g Weizenprobe.

1. Fraktion 2. Fraktion 3. Fraktion
[2 mL] [1 mL] [1 mL]
Séule Gefundene Gefundene Gefundene
Konzentration Konzentration Konzentration
[ng/q] [ng/g] [ng/q]
1 3525 614 0
2 4109 419 0
3 4359 160 0
4 4399 189 0

Tabelle 6 zeigt, dass DON nur jeweils in den ersten beiden Fraktionen der

Eluate nachgewiesen werden konnte. In Tabelle 7 sind die gefundenen

Gesamtkonzentrationen an DON und die Wiederfindungen in Prozent
angegeben.
Tabelle 7: Wiederfindung von DON in 4 mL Eluat (100% ACN).
Gefundene Mittelwert S
Wiederfindung
Saule Konzentration %] Wiederfindung Wiederfindung
[ng/g] [%] [%]
1 4139 83 89 411
2 4528 91
3 4519 90
4 4588 92

Aus Tabelle 7 geht hervor, dass die DON-IAS mit ACN eluiert werden kénnen
und dass ein Elutionsvolumen von 3 mL 100% ACN ausreicht, um DON zu

eluieren.
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6.2.3 Anwendbarkeit der DON-IAS auf Lebensmittel mit einem hohen
Maisanteil

Als nachstes sollte die Anwendbarkeit der DON-IAS auf Lebensmittel mit einem
hohen Maisanteil geprift werden. Dazu wurden Cornflakesproben mit 90%
Maisanteil aufgearbeitet. Die Analyse der ungespiketen Probe zeigte, dass es
sich um eine nicht kontaminierte Probe handelte. Daraufhin wurde die
homogenisierte eingewogene Lebensmittelprobe mit 500 ng DON/g Probe bzw.
5 000 ng DON/g Probe gespiket. Nach der Extraktion mit Wasser und der
Zentrifugation des Extraktes wurde der Uberstand auf vier DON-IAS
aufgetragen (siehe Kapitel 5.4.2 und 5.5.3.1). Aliquote der erhaltenen Eluate
wurden in das HPLC-System 1 injiziert (siehe Kapitel 5.6.2).

Selektivitdt der Methode

Ein Chromatogramm eines aufgearbeiteten Extrakts von gespiketen Cornflakes
(Spikelevel 500ng/g) ist in Abbildung 17 dargestellt.

10 mV

DON

I 2 3 4 5 6 7 8 9 min
Abbildung 17: Chromatogramm (HPLC-System 1) eines aufgearbeiteten
Extrakts von gespiketen Cornflakes, Spikelevel 500 ng DON/g Probe.
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Das Chromatogramm demonstriert die effiziente Entfernung von Matrix-
komponenten mit der DON-IAS.

Ermittlung der Wiederfindung

Die mit vier DON-IAS erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Wiederfindung fir DON in einem Lebensmittel mit hohem Maisanteil.

Spikelevel Gefundene Mittelwert S
Matrix n/a] Konzentration | Wiederfindung | Wiederfindung
[ng/g] [%] [%]
Cornflakes 500 431 86 0,85
437
427
430
5000 4316 86 1,15
4318
4323
4269

Tabelle 8 zeigt, dass sowohl beim niedrigen als auch beim hohen Spikelevel
der  Mittelwert der Wiederfindung 86%  betrug. Die niedrigen
Standardabweichungen der Wiederfindung demonstrieren die hohe
Reproduzierbarkeit der Methode.

Die Nachweisgrenze der Analysemethode fiir DON in Cornflakes betrug
167 ng/g.
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6.2.4 Anwendbarkeit der DON-ZON-IAS auf Lebensmittel mit einem hohen
Weizenanteil

Zur Herstellung von DON-ZON-IAS wurden Anti-DON AK und Anti-ZON AK in
das Sol-Gel Glas eingeschlossen (siehe Kapitel 5.5.2). Mit Hilfe dieser Saulen
ist es moglich, DON und ZON in einem Aufarbeitungsschritt zu isolieren und
gemeinsam zu eluieren.

Als Proben wurden Lebensmittel mit einem hohen Weizenanteil verwendet. Die
Lebensmittelproben sind in der Tabelle 9 aufgelistet. Bei der Analyse der
ungespiketen Proben konnte in keiner der Matrizes DON oder ZON
nachgewiesen werden. Die homogenisierten Proben wurden daher mit DON
und ZON (500 ng DON/g Probe und 50 ng ZON/g Probe; bzw. 5 000 ng DON/g
Probe und 100 ng ZON/g Probe) gespiket.

Die Extraktion von DON und ZON erfolgte mit ACN:H.Ogp (60:40, v/v).
Aufgrund dieser hohen ACN Konzentration war es nicht mdglich, den
Probenextrakt direkt auf die DON-ZON-IAS aufzugeben. Der Extrakt musste
daher verdinnt werden (siehe Kapitel 5.5.3.2). Zur gemeinsamen Elution von
DON und ZON wurde ACN:H»Ogp (50:50, v/v) verwendet. Aliquote der Eluate
wurden in die HPLC-Systeme 1, 2 und 3 injiziert (siehe in den Kapiteln 5.6.2 bis
5.6.4).

Tabelle 9: Ubersicht (iber die verwendeten Lebensmittel.

Produktname Weizenanteil

Nuss-Musli, aus 6kolog. Landwirtschaft 35% Weizenvollkornflocken
Cluster-Mandel-Nuss, mit Vollkorn 63% Vollkornweizen
Corny-Snack, Schoko/Banane 13% Weizen
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Selektivitit der Methode

Die hohe Selektivitat der Probenvorbereitungsmethode konnte durch die

erhaltenen Chromatogramme (siehe Abbildung 18 und 19) bestatigt werden.

10mV

DON

1 2 3 4 5 6 7 8 9  min
Abbildung 18: Chromatogramm (HPLC-System 1) eines aufgearbeiteten
Extrakts von Clusters-Mandel-Nuss, Spikelevel 5 000 ng DON/g Probe und
100 ng ZON/g Probe.
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Abbildung 19: Chromatogramm (HPLC-System 2) eines aufgearbeiteten
Extrakts von Corny-Snack, Spikelevel 5 000 ng DON/g Probe und 100 ng
ZON/g Probe.
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Ermittlung der Wiederfindung

Aus den gefundenen DON- und ZON-Konzentrationen wurden die Mittelwerte
und die Standardabweichungen der Wiederfindung fir DON und ZON
berechnet (siehe Tabelle 10 und 11).

Tabelle 10: Wiederfindung fir DON in mit DON und ZON gespiketen

Lebensmitteln mit hohem Weizenanteil.

Matrix

Spikelevel
DON

[ng/g]

Gefundene

Konzentration

[ng/g]

Mittelwert
Wiederfindung
[%]

S
Wiederfindung
[%]

Clusters

Corny

Musli

500

5000

500

5000

500

5000

508
521
509
524
3628
3621
3732
3647
477
471
513
471
3569
3600
3653
3603
439
377
398
3087
3075
2237

103

73

97

72

81

56

1,65

1,02

4,09

0,70

6,31

9,75

Die Nachweisgrenze fir DON lag in Clusters bei 350 ng/g Probe, in Corny bei

371 ng/g Probe und im Musli bei 444 ng/g Probe.
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Tabelle 11: Wiederfindung fir ZON in mit DON und ZON gespiketen

Lebensmitteln mit hohem Weizenanteil.

Spikelevel Gefundene Mittelwert S

Matrix ZON Konzentrationen Wiederfindung Wiederfindung
[ng/g] [ng/g] [%] [%]
Clusters 50 51 103 3,44

50
53
53
100 99 100 1,33
98
100
101
Corny 50 56 111 2,97
56
53
56
100 101 100 1,18
100
98
101
Musli 50 52 103 1,52
52
51
50
100 106 104 1,12
103
104

Die Nachweisgrenzen der Analysenmethode flir ZON betrug in Clusters 36 ng/g
Probe, in Corny 33 ng/g Probe und im Misli 36 ng/g Probe.

Beim niedrigen Spikelevel lagen die Wiederfindungsraten fir DON zwischen 81
und 103%, wobei hingegen fur die hoher gespiketen Proben nur
Wiederfindungsraten von 56 bis 73% erhalten wurden. Im Unterschied dazu
waren die Ergebnisse fiur ZON sehr gut. Bei beiden Spikelevels wurden

Wiederfindungsraten um 100% erhalten.
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6.25 LC-MS Messung einer mit DON und ZON gespiketen
Lebensmittelprobe mit hohen Weizenanteil

Zur Absicherung der mittels HPLC-UV und HPLC-FL Detektion erhaltenen
Ergebnisse wurde eine mit DON und ZON gespikete Cluster-Mandel-Nuss
Probe (Spikelevel 500ng DON/g Probe bzw. 50 ng ZON/g Probe oder 5 000 ng
DON/g Probe und 100 ng ZON/g Probe) aufgearbeitet (siehe Kapitel 5.4.3 und
5.5.3.2) und mittels LC-MS (HPLC-System 3) (siehe Kapitel 5.6.4) im negativen

Modus analysiert.

Selektivitat der Methode
In Abbildung 20 ist ein reprasentatives Chromatogramm eines mit DON und

ZON gespiketen Extrakts von Cluster-Mandel-Nuss im Scan-Modus zu sehen.

Signal T T
=x10° I I
o] ! ! »~ ZON
| |
0-8 1] | |
0.6 - | |
| |
0.4 | |
| |
0.2 1 [ [
|
0.0 1 e
5
x10
37 DON
»
5 ]
1]
N AN
0 et gttt T T
5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225 Zeit [min]

Abbildung 20: Chromatogramm (HPLC-System 3) eines aufgearbeiteten
Extrakts von Cluster-Mandel-Nuss, Spikelevel 500 ng DON/g Probe und 50 ng
ZON/g Probe.

Abbildung 21 und 22 zeigen die Massenspekiren fir DON und ZON. Das

Hauptsignal [M-H] von DON lag bei m/z 295 und von ZON bei m/z 317, bei den
restlichen Signalen handelte es sich um Fragmentionen von DON und ZON.
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Signal
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Abbildung 21: Massenspektrum fiir DON (EIC, m/z=295) eines aufgearbeiteten
Extrakts von Cluster-Mandel-Nuss, Spikelevel 500 ng DON/g Probe und 50 ng
ZON/g Probe.
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Abbildung 22: Massenspektrum ftir ZON (EIC, m/z=317) eines aufgearbeiteten
Extrakts von Cluster-Mandel-Nuss, Spikelevel 500 ng DON/g Probe und 50 ng
ZON/g Probe.

An Hand der Retentionszeiten (tg DON: 12,6 min; tg ZON: 17,4 min) und der
molekularen Massen [M-H] von DON (m/z=295) und ZON (m/z=317) konnte
eine exakte ldentifizierung der beiden Verbindungen erfolgen.
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Ermittlung der Wiederfindung:

Die quantitativen Ergebnisse der LC-MS Messungen sind in Tabelle 12 A und B

zusammengefasst.

Tabelle 12: Quantitative Bestimmung von DON und ZON in einer Cluster-
Mandel-Nuss Probe mittels LC-MS (HPLC-System 3).

A. DON
Gefundene Mittelwert
Spikelevel . Wiederfindung _ .
Konzentration Wiederfindung
[ng/g] [%] .
[ng/g] [%]
500 484 97 96
480 96
5000 4986 100 100
5005 100
B. ZON
Gefundene . _ Mittelwert
Spikelevel . Wiederfindung _ .
Konzentration Wiederfindung
[ng/g] [%] .
[ng/g] [%]
50 51 102 103
52 105
100 125 125 123
120 120

Die Wiederfindung fir DON lag bei 100%, fir ZON wurde eine etwas hbéhere

Wiederfindung erhalten.

Die Nachweisgrenze der Analysenmethode fir DON lag bei 83 ng/g Probe und
fir ZON bei 78 ng/g Probe. Somit konnte durch die LC-MS Messungen die

hohe  Leistungsfahigkeit Sol-Gel IAS

und  Selektivitat

Probenvorbereitungsmethode bestatigt werden.
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6.2.6 Anwendbarkeit der DON-IAS auf Babynahrung

Die européische Gesetzgebung sieht im Bezug auf die Hochstmenge von DON
in Babynahrung (200 pg/kg in verarbeiteten S&uglings- und Kindernahrungs-
produkten) eine sehr strenge Regelung vor [R-BIOPHARM, 2007; STROKA et
al., 2006]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Babykekse analysiert,
um die Selektivitat der IAC, die Wiederfindung und die Nachweisgrenze der
Methode zu bestimmen.

Bei der vorangegangenen Analyse der ungespiketen Probe konnte DON nicht
nachgewiesen werden. Die Probe wurde daraufhin homogenisiert, eingewogen,
gespiket (Spikelevel 500 ng DON/g Probe oder 5 000 ng DON/g Probe)
extrahiert und der Extrakt anschlieBend auf die DON-IAS aufgebracht. Die
Durchflhrung ist in den Kapiteln 5.4.2 und 5.5.3.1 beschrieben. Aliquote von
100 pL wurden in das HPLC-System 1 injiziert (siehe Kapitel 5.6.2).

Selektivitit der Methode

In Abbildung 23 ist das Chromatogramm eines aufgearbeiteten Extrakts von mit
5 000 ng DON/g gespiketen Babykeksen zu sehen.

10 mV

DON

—

1 2 3 4 5 6 7 8 9  min
Abbildung 23: Chromatogramm (HPLC-System 1) eines aufgearbeiteten
Extrakts von Babykeksen, Spikelevel 5 000 ng DON/g Probe.
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Das Chromatogramm ist frei von Peaks von stérenden Matrixkomponenten und
demonstriert die hohe Selektivitat der Aufarbeitung mit der DON-IAS.

Ermittlung der Wiederfindung

Die Extrakte der gespikten Probe wurden auf je vier DON-IAS aufgetragen. Die
Mittelwerte und die Standardabweichungen der Wiederfindungsraten sind in

Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Wiederfindung fir DON in mit DON gespiketen Babykeksen.

Gefundene Mittelwert S
. Spikelevel . . . . .
Matrix ng/a] Konzentrationen | Wiederfindung | Wiederfindung
ng/g
[ng/q] [%] [%]
Babykekse 500 493 98 0,93
490
490
500
5000 4834 96 0,50
4815
4839
4784

Der Mittelwert der Wiederfindung fir DON betrug beim niedrigen Spikelevel
98% und beim hohen Spikelevel 96%.

Als Nachweisgrenze der Analysenmethode wurde fiir DON in Babykeksen

147 ng/g Probe ermittelt.
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6.2.7 Anwendbarkeit der DON-ZON IAS auf Babynahrung

GemanB der europaischen Gesetzgebung betragt die Héchstmenge fir ZON in
verarbeiteten Sauglings- und Kindernahrungsprodukten 20 upg/kg [R-
BIOPHARM, 2007; STROKA et al., 2006]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden die in Tabelle 14 angegebenen Produkte analysiert, um die
Anwendbarkeit der DON-ZON IAS zur Aufarbeitung von Babynahrung prifen zu
kénnen.

Bei der Analyse der ungespiketen Babynahrungsproben konnte DON oder ZON
nicht nachgewiesen werden. Ich arbeitete homogenisierte, mit DON und ZON
(500 ng DON/g Probe und 50 ng ZON/g Probe; bzw. 5 000 ng DON/g Probe
und 100 ng ZON/g Probe) gespikete Babynahrungsmittel auf. Die Extraktion
wurde mit ACN:H.Ogp (60:40, v/v) durchgeflihrt (siehe Kapitel 5.4.3). Nach dem
Verdinnen des Probenextrakts wurde ein Aliquot auf die DON-ZON IAS
aufgetragen und beide Analyte gemeinsam mit ACN:H>Ogp (50:50, v/v) (siehe
Kapitel 5.5.3.2) eluiert. Aliquote wurden in das HPLC-System 1 und 2 injiziert
(siehe Kapitel 5.6.2 und 5.6.3).

Tabelle 14: Ubersicht iiber die analysierte Babynahrung.

Produktname Weizenanteil

Aptamil-Milch-Getreidebrei 31,5% Weizengriel3
Babykekse 34% Weizenmehl
Milupa-Kinderzwieback 72,2% Weizenmehl

Selektivitat der Methode
Die erhaltenen Chromatogramme (siehe Abbildung 24 und 25) zeigen die hohe
Selektivitat der DON-ZON IAS.
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10 mV

DON

i 2 3 4 5 6 7 8 min
Abbildung 24: Chromatogramm (HPLC-System 1) eines aufgearbeiteten
Extrakts von Kinderzwieback, Spikelevel 500 ng DON/g Probe und 50 ng
ZON/g Probe.

mw 4.0 o
3,5
3,0
2.5
2,0
1,8 4

1,III—_ ZON
] [} b

0,8 -

0,0

Abbildung 25: Chromatogramm (HPLC-System 2) eines aufgearbeiteten
Extrakts von Babybrei, Spikelevel 500 ng DON/g Probe und 50 ng ZON/jg
Probe.
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Ermittlung der Wiederfindung

Die Tabelle 15 fasst die gefundenen Konzentrationen, die Mittelwerte und die
Standardabweichungen der Wiederfindungsraten von mit DON und ZON
gespiketen (Spikelevel 500 ng DON/g Probe und 50 ng ZON/g Probe; bzw.

5 000 ng DON/g Probe und 100 ng ZON/g Probe) und mittels vier DON-ZON
IAS aufgearbeiteten Babynahrungsproben.

Bei einem Spikelevel von 500 ng DON/g Probe wurden Wiederfindungsraten
von = 95% erzielt. Bei dem héheren Spikelevel (5 000 ng DON/g Probe),
welcher um einen Faktor 25 hoher lag als die in Babynahrung erlaubte
Hochstmenge (200 ng DON/g), wurden jedoch nur Wiederfindungsraten von 64
bis 68% erhalten. Fir ZON wurden sowohl beim niedrigen (Spikelevel 50 ng
ZON/g Probe) als auch beim hohen Spikelevel (100 ng ZON/g Probe) sehr
hohe Wiederfindungen erhalten (86 bis 100%).

Die Nachweisgrenzen der Analysenmethode fir DON betrug im Milch-
Getreidebrei 379 ng/g Probe und im Kinderzwieback 363 ng/g Probe.

Die Nachweisgrenzen fir ZON lagen im Milch-Getreidebrei bei 34 ng/g und im
Kinderzwieback bei 39 ng/g Probe. Die Nachweisgrenzen der
Analysenmethode fir DON Uberschritten die somit gesetzlich festgelegte
Hoéchstmenge von 200 pg DON/kg in verarbeiteten Sauglings- und
Kindernahrungsprodukten. Um die Analysenmethoden an Babynahrungs-
produkten anwenden zu kénnen, misste die Nachweisgrenze flir DON weiter
gesenkt werden, indem ein groBeres Aliquot des Extrakts auf die IAS

aufgegeben wird.
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Tabelle 15: Wiederfindung fiir DON und ZON in mit DON und ZON gespiketen Babynahrungsproben.

. Gefundene Mittelwert . Gefundene Mittelwert
. Spikelevel Konzentration Wiederfindung , S. Spikelevel Konzentration Wiederfindung . S.
Matrix DON Wiederfindung ZON Wiederfindung
[ng/g] pon o (%] Ing/g] ZoN N (%]
[ng/g] [%] [ng/g] [%]
Milch-
Getreide- 500 482 95 2,16 50 54 109 1,09
brei
465 54
467 55
486 54
5000 3225 64 0,42 100 102 103 1,80
3185 103
3177 102
3201 106
Kinder- 86 248
swieback 500 491 99 1,09 50 44 )
502 43
494 41
5000 3403 68 1,82 100 104 99 1,01
3424 102
3441 103
3244 102
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6.3 Sol-Gel IAS zur Probenvorbereitung bei der Bestimmung
von DON und ZON in Futtermitteln

Als Futtermittel wurde sowohl eine Maisprobe als auch Schlempe analysiert.

Schlempe ist als schwierig zu analysierende Probenmatrix bekannt.
Trockenschlempe ist ein Nebenprodukt der Biokraftstofferzeugung und wird auf
Grund seines hohen Proteingehaltes haufig als Futtermittel eingesetzt.
Schlempe aus Mais oder Getreide weist einen durchschnittlichen
Rohproteingehalt von 31% auf [AGES, 2005]. Trockenschlempe ist jedoch sehr
haufig mit hohen Gehalten an Mykotoxinen belastet, welche durch die
Verfutterung an die Tiere weiter in die Nahrungskette des Menschen gelangen

kdnnen.

6.3.6 Anwendbarkeit der DON-IAS auf Maisproben

Bei der Analyse der ungespiketen Maisprobe konnten weder DON noch ZON
nachgewiesen werden.

Ich arbeitete eine gespikete (Spikelevel 500 ng DON/g Probe oder 5 000 ng/g
Probe) Maisprobe mit vier DON-IAS auf (siehe Kapitel 5.4.2 und 5.5.3.1) und
injizierte 100 pL-Aliquote der Eluate in das HPLC-System 1 (siehe Kapitel
5.6.2).
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Selektivitat der Methode
Ein Chromatogramm der mit einer DON-IAS aufgearbeiteten Maisprobe ist in
Abbildung 26 dargestellt.

10mV

DON

1 2 3 4 5 6 7 8 9  min
Abbildung 26: Chromatogramm (HPLC-System 1) eines aufgearbeiteten
Maisextrakts, Spikelevel 5 000 ng DON/g Probe.

Die erhaltenen Chromatogramme waren frei von stérenden Matrixpeaks.

Ermittlung der Wiederfindung

In Tabelle 16 sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen der
Wiederfindungsraten flr die mit vier DON-IAS aufgearbeitete Maisprobe

zusammengefasst.
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Tabelle 16: Wiederfindung ftir DON in einer Maisprobe.

| spikelevel Gefundene Mittelwert S
et /gl Konzentration Wiederfindung Wiederfindung
[ng/g [ng/g] [%] (%]
Mais 500 461 91 o1
452
452
461
5000 4576 93 341
4479
4665
4879

Die Wiederfindung fur DON war bei beiden Spikelevels > 91%. Die niedrigen
Standardabweichungen von 1,0 und 3,4% demonstrieren die hohe
Reproduzierbarkeit der Methode.

Die Nachweisgrenze fir DON in der Maisprobe betrug 158 ng/g.

6.3.7 Anwendbarkeit der DON-ZON IAS auf Schlempe

Die Ergebnisse der Analyse der ungespiketen Schlempe wiesen auf eine
Kontamination mit DON und ZON hin.

Ich fihrte Spikeversuche (Spikelevel 500 ng DON/g Probe und 50 ng ZON/g
Probe) mit einer homogenisierten Schlempeprobe durch. Die Extraktion von
DON und ZON erfolgte mit ACN:H>Ogp (60:40, v/v) (siehe Kapitel 5.4.3).
Aliquote des Probenextrakts wurden auf vier DON-ZON IAS aufgebracht und
anschlieBend wurden DON und ZON mit ACN:H2Ogp (50:50, v/v), wie in Kapitel
5.5.3.2 beschrieben, eluiert. Aliquote der Eluate wurden in die HPLC-Systeme 1
und 2 injiziert (siehe Kapitel 5.6.2 und 5.6.3).
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Selektivitat der Methode
An Hand der erhaltenen Chromatogramme konnte die hohe Selektivitat der
Methode bestatigt werden (siehe Abbildung 27, 28 und 29).

10 mV

DON

1 2 3 4 5 6 7 8 9  min
Abbildung 27: Chromatogramm (HPLC-System 1) eines aufgearbeiteten

Extrakts der ungespiketen Schlempe.

Trotz der komplexen Probenmatrix wiesen die Chromatogramme keine Peaks

von stérenden Matrixkomponenten auf.
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my 25 -

20 4

0 2 4 B 8 10 12 14 min

Abbildung 28: Chromatogramm (HPLC-System 2) eines aufgearbeiteten
Extrakts der ungespiketen Schlempe.

10 mV

DON

1 2 3 4 5 6 7 8 9  min
Abbildung 29: Chromatogramm (HPLC-System 1) eines aufgearbeiteten
Extrakts von Schlempe, Spikelevel 500 ng DON/g Probe und 50 ng ZON/g
Probe.
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Ermittlung der Wiederfindung
In Tabelle 17 A und B sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen der

Wiederfindung zusammengefasst, die bei der Analyse der mit DON und ZON
gespiketen (Spikelevel 500 ng DON/g Probe und 50 ng ZON/g Probe)

Schlempeprobe ermittelt wurden.

Tabelle 17: Wiederfindung in einer mit DON und ZON gespiketen, natiirlich

kontaminierten Schlempeprobe.

A. DON

Spikelevel
[ng/g]

Gefundene

Konzentration

[ng/g]

Mittelwert
Wiederfindung
[%]

S
Wiederfindung
[%]

0

500

1785
2658
3097
3060
2279
3124
3601
3537

97

3,40

B. ZON

Spikelevel
[ng/g]

Gefundene

Konzentration

[ng/q]

Mittelwert
Wiederfindung
[%]

S
Wiederfindung
[%]

0

50

337
320
449
481
387
402
528
542

141

23
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Die kontaminierte Probe war stark mit DON und ZON belastet. Bei der
Bestimmung von DON konnten gute Ergebnisse erzielt werden, der Mittelwert
der Wiederfindung betrug 97%. Die Wiederfindungsraten fiur ZON waren zu
hoch und streuten stark. Die Standardabweichung der Wiederfindung war viel
héher als bei den vorangegangenen Versuchen mit Lebensmittelproben. Die
Ergebnisse demonstrieren, dass die Analysemethode zur Bestimmung von

ZON in Schlempe nicht geeignet ist und daher modifiziert werden musste.
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6.4 Anwendbarkeit der Sol-Gel IAS zur Probenvorbereitung bei
der Bestimmung von DON und ZON in Umweltproben

Seit langem wird in der Mykotoxinanalytik das Hauptaugenmerk auf mit
Mykotoxinen belastete Lebensmittel und Futtermittel gelegt. Erst vor kurzem
wurde auf die Problematik der Mykotoxine als Mikrokontaminanten in Wasser
hingewiesen. Mykotoxine koénnen durch landwirtschaftliche Nutzung des
Bodens in angrenzende Gewasser gelangen [BUCHELI et al., 2008].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Anwendbarkeit der Sol-Gel IAS
zur Isolierung von DON und ZON aus Boden- und Wasserproben getestet.

Die Aufarbeitung der Proben erfolgte mit DON-IAS und ZON-IAS. Die

Herstellung der Saulen ist in dem Kapitel 5.5.2 beschrieben.

6.4.6 Bestimmung von DON in Bodenproben

Die verwendeten Bodenproben stammten aus einem Uberschwemmungsgebiet
(Probe 1) und von einem Ackerboden (Probe 2) in Oberésterreich. Da die
Proben im Frihjahr gezogen wurden und der Boden noch nicht bearbeitet
worden war, lag die Vermutung nahe, dass es sich um nicht kontaminierte
Proben handelte. Dies konnte durch die Analyse der ungespiketen Proben
bestatigt werden.

Die Bodenproben wurden mit DON gespiket (500 ng/g), eine halbe Stunde
stehen gelassen und im Anschluss wie Lebensmittel extrahiert (siehe Kapitel
5.4.2). Aliquote der Extrakte wurden auf zwei DON-IAS aufgetragen (siehe
Kapitel 5.5.3.1) und die Eluate im Anschluss mittels des HPLC-Systems 1
analysiert (siehe Kapitel 5.6.2).
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Selektivitit der Methode

Abbildung 30 zeigt das Chromatogramm einer gespiketen und aufgearbeiteten

Bodenproben.
10 mv

DON

1 2 3 4 5 6 7 8 9  min
Abbildung 30: Chromatogramm (HPLC-System 1) eines aufgearbeiteten
Extrakts von einer Bodenprobe, Spikelevel 500 ng/g Probe.

Ermittlung der Wiederfindung

Die erhaltenen Analysenergebnisse fir DON in den gespiketen Bodenproben
sind in der Tabelle 18 zusammengefasst.

Tabelle 18: Wiederfindung von DON in zwei mit DON gespiketen Bodenproben

Probe Sp[irljg/lgi/ el Kgﬁingrzggn Wiede[cr)/f!]n dung Mitt[f/L\avert
[ng/q]
1 500 302 60 62
314 63
2 500 251 50 52
271 54
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Die Wiederfindung fir DON in den beiden Bodenproben lag nur zwischen 50
und 63%. Eine Ursache flr die niedrigen Ausbeuten kénnte sein, dass DON an

den Bodenpartikeln adsorbiert wurde.

6.4.7 Bestimmung von ZON in einer Bodenprobe

Zur Bestimmung von ZON wurde die Bodenprobe aus dem
Uberschwemmungsgebiet (Probe 1) verwendet. Die vorangegangene Analyse
der ungespiketen Probe bestatigte die Vermutung, dass die Bodenprobe kein
ZON enthielt. Die eingewogene Probe wurden mit ZON gespiket (Spikelevel 50
ng/g Probe) und eine halbe Stunde stehen gelassen. Die Probe wurde danach
extrahiert und auf drei ZON-IAS aufgetragen (siehe Kapitel 5.4.4 und 5.5.3.3).
ZON wurde mit ACN:H2Ogp (50:50, v/v) eluiert. Je 100 puL wurden in das HPLC-
System 2 injiziert (siehe Kapitel 5.6.2).

Selektivitat der Methode
Auch die fir ZON erhaltenen Chromatogramme waren frei von stérenden

Matrixpeaks. Ein bei der Analyse erhaltenes Chromatogramm ist in Abbildung

31 dargestellt.
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mV 4.0 -
3,5
3,0 -
2,5 -

2,0 4
1,5 4 ZON
: }
1,0 1 -AN-....A
T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 min

Abbildung 31: Chromatogramm (HPLC-System 2) eines aufgearbeiteten
Extrakts einer Bodenprobe (Probe 1), Spikelevel 50 ng/g Probe.

Ermittlung der Wiederfindung

Die erhaltenen Wiederfindungsraten fir ZON, sowie der Mittelwert und die
Standardabweichung sind in Tabelle 19 zusammengefasst.

Tabelle 19: Wiederfindung von ZON in einer mit ZON gespiketen Bodenprobe.

Gefundene .
Spikelevel . Wiederfindung Mittelwert S
Probe Konzentration
[ng/g] [%] [%] [%]
[ng/g]
1 50 17,78 18 16 1,53
16,36 16
15,32 15

Der Mittelwert der Wiederfindung betrug nur 16%. Da die mit Hilfe einer

Standardlésung getestete Bindungskapazitat der 1AS bei 90% lag, kdnnte eine
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Adsorption von ZON an Bodenpartikel als Ursache fir die niedrige
Wiederfindung in Betracht gezogen werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Methode, so wie sie fir Lebensmittel
entwickelt und optimiert wurde, nicht ohne Modifikation auf Bodenproben

anwendbar ist.

6.4.8 Bestimmung von DON in einer Wasserprobe

Die verwendete Wasserprobe stammte aus einem Seitenarm der Donau und
wurde in Klosterneuburg gezogen. Vorangegangene Analysen der
ungespiketen Probe zeigten, dass sie nicht mit DON belastet war. Die
Wasserprobe wurde mit 100 ng/mL DON gespiket (siehe Kapitel 5.4.5), eine
Stunde stehen gelassen, filtriert (Nylon-Membran, PorengréBe 0,45 pm x 47
mm) und ein Aliquot auf die DON-IAS aufgebracht. Die Bestimmung der
Konzentration von DON im Eluat erfolgte mittels des HPLC-Systems 1 (siehe
Kapitel 5.6.2).

Selektivitdt der Methode

Eines der bei der Analyse der Wasserprobe erhaltenen Chromatogramme ist in
Abbildung 32 zu sehen. Das Chromatogramm demonstriert die hohe Selektivitat
der IAS bei der Aufarbeitung von Wasserproben.
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10 mV

DON

1 2 3 4 5 6 7 8 9  min
Abbildung 32: Chromatogramm (HPLC-System 1) der aufgearbeiteten
Wasserprobe, Spikelevel 100 ng/mL Probe.

Ermittlung der Wiederfindung
Die Wiederfindung fir DON sind in Tabelle 20 aufgegeben.

Tabelle 20: Wiederfindung von DON in einer mit DON gespiketen

Wasserprobe.
Gefundene .
Spikelevel . Wiederfindung Mittelwert S
Probe Konzentration
[ng/ m L] [o/o] [o/o] [o/o]
[ng/mL]
1 100 92,97 93 88 8,66
78,19 78
92,64 93
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Die Wiederfindung (siehe Tabelle 20) lag zwischen 78 und 93%. Der Mittelwert
der Wiederfindung betrug 88%. Die angewendete Methode ist daher zur

Bestimmung von DON in Wasserproben geeignet.

6.4.9 Bestimmung von ZON in einer Wasserprobe

Bei der Analyse der ungespiketen Wasserprobe wurde ZON nicht
nachgewiesen. Die Probe wurde mit ZON (100 ng/mL) gespiket, eine Stunde
stehen gelassen (siehe Kapitel 5.4.5), durch eine Nylon-Membran (PorengréBe
0,45 um x 47 mm) filtriert, ein Aliquot auf drei ZON-IAS aufgebracht (siehe
Kapitel 5.5.3.3) und das Eluat mit dem HPLC-System 2 analysiert (siehe Kapitel
5.6.3). Dabei wurden eine Wiederfindung von nur 13% erzielt (siehe Tabelle
21).

Tabelle 21: Wiederfindung von ZON in einer mit ZON gespiketen Wasserprobe.

Gefundene
Spikelevel . Wiederfindung Mittelwert S
Probe Konzentration
[ng/m L] [o/o] [o/o] [o/o]
[ng/mL]
1 100 12,67 13 13 0,29
13,14 13
13,19 13

Die niedrigen Ausbeuten kdnnten durch Adsorption von ZON an der
GefaBwand oder an Schwebepartikel im Wasser wahrend der Inkubation
verursacht worden sein. Um der Ursache fir die niedrige Wiederfindung auf den
Grund zu gehen, wurde eine weitere Versuchsserie durchgefihrt:

Es wurden zu drei gespiketen Wasserproben (100 ng/mL) unterschiedliche
Mengen an ACN zugesetzt und diese anschlieBend fir eine Stunde stehen

gelassen. Die Proben wurden danach durch ein Blaubandfilter filtriert und
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Aliquote des Filtrats in das HPLC-System 2 injiziert (siehe Kapitel 5.6.3). Die
erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 22 zu sehen.

Tabelle 22: Ergebnisse einer mit unterschiedlichen ACN Konzentrationen

versetzten, mit ZON gespiketen Wasserprobe.

Gefundene
ACN Spikelevel . Wiederfindung
Konzentration
[%] [ng/mL] [%]
[ng/mL]
100 82,98 83
100 94,40 94
10 100 95,23 95

Bei dieser Versuchsserie war die Wiederfindung fiir ZON hoch. Dass ZON an
die GefaBwand oder an Schwebepartikel adsorbiert wurde, konnte nicht
bestatigt werden, da auch bei der Probe, der kein ACN zugesetzt worden war,
eine hohe Wiederfindung fir ZON ermittelt wurde. Bei diesen Versuchen
wurden die Proben durch ein Blaubandfilter filtriert, bei der ersten
Versuchsreihe jedoch durch eine Nylon-Membran (PorengréBe 0,45 pum x 47
mm). Auf Grund der erhaltenen Ergebnisse lag die Vermutung nahe, dass ZON
an die Nylon-Membran adsorbiert worden war.

Eine nachfolgende Untersuchung mit einer ZON-Standardlésung (100 ng/mL),
welche durch eine Nylon-Membran filtriert und ein Aliquot des Filtrats direkt in
das HPLC-System 2 injiziert wurde, bestatigte den Verdacht. In diesem Fall war
die erhaltene Wiederfindung von ZON niedrig.
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Selektivitat der Methode
Ein Chromatogramm einer mit ZON gespiketen, durch ein Blaubandfilter

filtrierten und mit einer ZON-IAS aufgearbeiteten Wasserprobe ist in Abbildung
33 dargestellt.

m"

ZO0OM

o : : : : : : : : : : : : : : : : )
o 2 4 B g 10 12 14 16  min

Abbildung 33: Chromatogramm (HPLC-System 2) der aufgearbeiteten
Wasserprobe, Spikelevel 100 ng/mL Probe.

Das erhaltene Chromatogramm zeigt die hohe Effizienz der IAC-Methode,

Matrixkomponenten zu entfernen.

Die erhaltenen Ergebnisse fir DON und ZON bestédtigen, dass sich
Wasserproben sehr gut mittels der Sol-Gel Immunaffinitaitschromatographie

aufarbeiten lassen.
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6.5 Versuche zur on-line Kopplung von Sol-Gel IAS mit der
HPLC

Sol-Gel IAS werden meistens off-line zur Probenaufarbeitung eingesetzt. Die
Schwierigkeit der on-line Kopplung der Sol-Gel IAS liegt in der geringen
Druckstabilitat des Sol-Gel Glases. Cichna et al. haben jedoch gezeigt, dass die
on-line Kopplung mit der HPLC im Prinzip mdglich ist [CICHNA et al., 2001].

Am Ende der Diplomarbeit wurde mit einer neuen HPLC-Methodenentwicklung
begonnen. Das Ziel war, mit einem on-line-gekoppelten HPLC-System eine
selektive  Probenaufarbeitung  mittels  Sol-Gel  Immunaffinitatssaulen
durchzufthren, und gleichzeitig mit Hilfe von nachgeschalteten UV- und einem
Fluoreszenzdetektoren die Bestimmung von DON und ZON in einem
Analysenschritt zu ermdglichen. Diese Methode sollte eine groBe

Vereinfachung und eine wesentliche Zeitersparnis mit sich bringen.

In Abbildung 34 ist das on-line HPLC-System 4 schematisch dargestellt.

"/ Autosampler }e—— Pumpe A

uv-
Detektor

!

FL-
Detektor

Waste

Position A ----

Position B ==

Abbildung 34: Schema des on-line HPLC-Systems (HPLC-System 4).
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Das System umfasste 2 Pumpen. Die Pumpe A férderte die mobile Phase zur
Immunaffinitatssaule, mit dieser Pumpe sollte die Probenaufgabe, das
Waschen und die Elution der IAS erfolgen. Der Analyt sollte nach der Elution
von der IAS in der analytischen Saule retentiert werden. Die Pumpe B
transportierte den Analyten von der analytischen Sé&ule in die beiden
Detektoren.

Das System war mit zwei Ventilen ausgestattet. Durch die jeweilige
Ventilstellung (Position A, Position B) konnte die FlieBrichtung der mobilen
Phase gesteuert werden.

Eine Ubersicht (iber die Ventilstellungen wahrend eines Messvorganges ist in
Tabelle 23 dargestellt.

Tabelle 23: Ubersicht der Ventilstellungen wéhrend der Analyse mit dem on-
line HPLC System.

Ablauf Ventil Ventilposition
Aufgabe der Probe auf die IAS. Der Analyt

soll in der IAS retentiert werden, Matrix- | 1 A
komponenten gelangen in den Waste. |2 A

Pumpe B equilibriert die analytische S&ule.

Elution des Analyten: Eluat gelangt von der | 1 B
IAS auf die analytische Saule. 2 B
Regeneration der IAS mit PBS. Der Analyt 1 A
gelangt von der analytischen Saule in die 0 A

Detektoren.

In off-line Versuchen wurde zur Elution von DON bzw. ZON ACN:H>Ogp (40:60,
v/v) bzw. ACN:H2Ogp (50:50, v/v) verwendet. In den ersten Versuchen zur on-
line Kopplung musste gepruft werden, ob die Analyte unter diesen Bedingungen
vollstandig in der analytischen S&aule retentiert werden kdnnen. Dazu wurde die
IAS aus dem System entfernt und durch eine Kapillare ersetzt. Die Versuche
wurden mit einer ZON-Standardlésung (400 ng/mL) durchgefiihrt. Bei der
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analytischen Saule handelte es sich um eine ACE 3 C18, 150 x 2 mm, 3 um.
Die FlieBgeschwindigkeit der mobilen Phase betrug 0,4 mL/min, die Messungen

wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

In der Versuchsreihe wurde unterschiedlich lang mit der Pumpe A der Analyt
auf die analytische Saule transportiert, nach einer bestimmten Zeit Ventil 2
umgeschaltet und mit Pumpe B der Analyt von der analytischen Saule in die
Detektoren transportiert. Als mobile Phase wurden sowohl ACN:H>Ogp (45:55,
v/v) als auch ACN:H,Ogp (50:50, v/v) getestet.

In Tabelle 24 sind die angewendeten Bedingungen und die dabei erhaltenen
Retentionszeiten fir ZON zusammengefasst.

Tabelle 24: Retentionszeit von ZON in Abhé&ngigkeit von der mobilen Phase
und der Ventilumschaltzeit.

Mobile
Ventilumschaltzeit Elutions-

Phase . tr ZON

(Ventil 2) volumen .

(V/V) _ [min]
[min] [mL]
ACN :HZOBD:

45:55 12 4,8 21,26
45:55 14 5,6 22,72
45:55 15 6,0 24,33
45:55 16 6,4 26,20
45:55 20 8,0 -
50:50 8 3,2 12,57
50:50 10 4,0 15,53
50:50 12 4,8 18,33

Die Tabelle zeigt, dass bis zu einer Ventilumschaltzeit von 16 min (entspricht
einem Elutionsvolumen von 6,4 mL) mit ACN:H>Ogp (45:55, v/v) ZON in der
analytischen Saule retentiert werden konnte. Wurde das Ventil erst nach 20

min umgeschaltet (entspricht einem Elutionsvolumen von 8 mL), wurde kein
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ZON-Peak erhalten. Wurde als mobile Phase ACN:H,Ogp (50:50, v/v)
verwendet, so konnte noch bei einer Ventilumschaltzeit von 12 min
(Elutionsvolumen von 4,8 mL) ein ZON-Peak erhalten werden.

Aus den Simulationsversuchen kann geschlossen werden, dass ZON in der
analytischen Séaule retentiert wird, wenn zur Elution von der IAS 6,4 mL
ACN:H>Opgp (45:55, v/v) oder 4,8 mL ACN:H:-Ogp (50:50, v/v) verwendet
werden.

Aus zeitlichen Grinden musste die Methodenentwicklung in dieser Phase
abgebrochen werden.
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7 Schlussbetrachtung

Die Immunaffinitatschromatographie ist eine der leistungsfahigsten Methoden
zur Isolierung von Analyten aus komplexen Probenmatrizes. Sie basiert auf den
selektiven Wechselwirkungen zwischen Antikérpern und Antigenen.

Die Herstellung von Immunaffinitadtssaulen, insbesondere die Immobilisierung
der Antikérper, ist ein kritischer Schritt, weil darauf geachtet werden muss, dass
die Tertidrstruktur der Antikérper nicht verandert wird. Eine schonende Methode
zur Immobilisierung von Antikérpern ist die Sol-Gel Methode, bei der die
Antikérper in den Poren einer Glasmatrix eingeschlossen werden.

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit sollte die Eignung von Sol-Gel
Immunaffinitatssdulen (IAS) zur Isolierung der Mykotoxine Deoxynivalenol
(DON) und Zearalenon (ZON) aus Lebensmitteln, Futtermitteln und
Umweltproben geprift werden. Dazu wurden die Proben mit bestimmten
Mengen an DON bzw. ZON gespiket, mit verschiedenen Sol-Gel
Immunaffinitatssdulen aufgearbeitet und die Wiederfindung der Mykotoxine in
den Eluaten bestimmt. Die verwendeten Saulen enthielten entweder 2 mg Anti-
DON AK (DON-IAS), 1 mg Anti-ZON AK (ZON-IAS) oder 2 mg Anti-DON AK
und 1 mg Anti-ZON AK (DON-ZON-IAS). Die Bestimmung der Konzentration
von DON erfolgte mittels HPLC-UV, die von ZON mittels HPLC und
Fluoreszenzdetektion.

Die verwendeten Immunaffinitdtssaulen zeichneten sich durch eine hohe
Selektivitat aus, alle Chromatogramme, die durch Injektion der aufgearbeiteten
Proben erhalten wurden, waren frei von stérenden Matrixpeaks.

Bei der Aufarbeitung von weizen- und maishaltigen Lebensmittelproben wurden
sowohl fir DON als auch fir ZON hohe Wiederfindungsraten erhalten.

Zu hohe Wiederfindungsraten (Mittelwert 141%) wurden bei der Isolierung von
ZON aus Schlempe, einem proteinreichen Futtermittel, gefunden. Die fir die
Aufarbeitung von Lebensmitteln entwickelte Analysenmethode musste daher
modifiziert werden, um sie auf Schlempe anwenden zu kdnnen. Aus der
Literatur ist bekannt, dass die Aufarbeitung von Schlempe haufig Probleme
bereitet.
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Bei den im Rahmen der Arbeit analysierten Umweltproben handelte es sich um
zwei Bodenproben aus Oberdsterreich und eine Wasserprobe aus dem
Donauarm bei Klosterneuburg. Im Fall der Bodenproben wurden sowohl far
DON (Wiederfindungsraten zwischen 52 und 62%) als auch fiur ZON
(Wiederfindungsraten zwischen 15 und 18%) schlechte Ergebnisse erzielt. Eine
mogliche Ursache ist die Adsorption der Mykotoxine an Bodenpartikel. Die
angewendete Analysenmethode ist daher nicht geeignet, um die Konzentration
von ZON in Bodenproben zu bestimmen.

Im Unterschied zu den festen Proben musste die Wasserprobe nicht extrahiert,
sondern nur filtriert werden. Wurde zur Filtration eine Nylon-Membran
verwendet, lag die Wiederfindung far DON zwischen 78 und 93%, fur ZON
betrug sie jedoch nur 13%. Wurde die Wasserprobe anstatt durch die
Nylonmembran durch ein Blaubandfilter filtriert, lag die Wiederfindungsrate fur
ZON zwischen 83 und 95%. Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen
werden, dass die niedrige Wiederfindung durch eine Adsorption von ZON an die
Nylonmembran verursacht worden war, was dann auch experimentell bestatigt
werden konnte.

Im Rahmen der Diplomarbeit wurden auch Vorversuche zur on-line Kopplung
von Sol-Gel IAS mit der HPLC durchgefihrt. Aus Zeitgriinden wurden jedoch
nur wenige Versuche gemacht, in denen die Elution von ZON von der
Immunaffinitatssdule simuliert wurde und die Retentionszeit in der analytischen
Saule bestimmt wurde. Diese Versuche reichen nicht aus, um beurteilen zu
kénnen, ob die DON- bzw. ZON-IAS on-line mit der HPLC gekoppelt werden

kdnnen oder nicht.
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8 Zusammenfassung

Mykotoxine sind toxische sekundare Stoffwechselprodukte von Schimmelpilzen.
Zu den in unseren Breiten am haufigsten vorkommenden Mykotoxinen zahlen
die Fusarientoxine Deoxynivalenol (DON) und Zearalenon (ZON), sie
kontaminieren vor allem Weizen, Mais, Gerste, Hafer und Roggen. Trotz des
Einsatzes selektiver Trenntechniken und empfindlicher Detektionsmethoden
kommt der Probenvorbereitung in der Mykotoxinanalytik eine groBe Bedeutung
zu.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Anwendbarkeit von DON-, ZON-
und DON-ZON Immunaffinitadtssdulen zur Aufarbeitung von Lebensmitteln,
Futtermitteln, Boden- und Wasserproben geprift. Dazu wurden die Proben mit
bestimmten Mengen an DON und/oder ZON gespiket und die Mykotoxine aus
den Proben extrahiert. DON wurde mit Wasser, ZON bzw. DON und ZON mit
ACN:Wasser (60:40, v/v) extrahiert. Wassrige Extrakte konnten direkt auf die
Immunaffinitatssdule aufgegeben werden, Extrakte mit einer ACN
Konzentration von 60% mussten vorher verdinnt werden. Die quantitative
Bestimmung in den Eluaten erfolgte mittels HPLC-UV (DON) bzw. HPLC und
Fluoreszenzdetektion (ZON). Bei der Aufarbeitung von Lebensmittelproben
(Vollkornteigwaren, Knackebrot, Cornflakes, Musli, Kekse, Zwieback,
Getreidebrei) wurden sowohl fir DON als auch fur ZON hohe Wiederfindungen
erzielt. Die Isolierung von ZON aus Schlempe, einem proteinreichen
Futtermittel, bereitete Probleme. Obwohl die Chromatogramme keine stérenden
Matrixpeaks enthielten, wurden zu hohe Wiederfindungen (Mittelwert 141%)
erhalten. Niedrige Wiederfindungen wurden hingegen bei der Analyse von
Bodenproben erzielt, fir DON lagen sie zwischen 52 und 62%, fir ZON
zwischen 15 und 18%. Wahrscheinlich sind diese Ergebnisse auf eine
Adsorption der Mykotoxine an Bodenpartikel zurickzufuhren. Bei der Analyse
einer gespiketen Wasserprobe lag die Wiederfindung fir DON zwischen 78 und
93%, fur ZON betrug sie jedoch nur 13%. Wurde die Wasserprobe anstatt durch
eine Nylonmembran durch ein Blaubandfilter filtriert, lag die Wiederfindungsrate
fir ZON zwischen 83 und 95%.

- 109 -



- 9. Summary -

9 Summary

Mycotoxins are toxic secondary metabolites of molds. In temperate zones, the
most common mycotoxins are deoxynivalenol (DON) und zearalenone (ZON),
both produced by Fusarium species. Fusarium toxins are frequently detected in
wheat, maize, barley, oat and rye.

In spite of the use of selective separation methods and sensitive detection
methods sample preparation plays an important role in mycotoxin analysis.

The aim of the diploma thesis was to investigate the applicability of DON-, ZON-
and DON-ZON immunoaffinity columns to the clean-up of food, feed, soil and
water samples. After spiking the samples with known amounts of DON and/or
ZON the mycotoxins were extracted from the samples. DON was extracted from
solid samples with water, ZON as well as DON and ZON with ACN:water
(60:40, v/v). In contrast to aqueous extracts which could be directly loaded to
the immunoaffinity columns, extracts containing 60% ACN had to be diluted
before loading them to the columns. Quantitative determination of DON and
ZON was carried out with HPLC-UV and HPLC with fluorescence detection,
respectively.

Clean-up of food samples (wholemeal pasta, crisp bread, cornflakes, cereals,
cookies, zwieback, milk wheat mash) resulted in high recoveries for both DON
and ZON. Isolation of ZON from draff, a feed known to be rich in proteins, was
problematic. Although the chromatograms did not contain interfering matrix
peaks, the recovery was too high (mean 141%). Poor recoveries were obtained
in the analysis of soil samples. For DON, the recovery was in the range from 52
to 62%, the recovery for ZON was found to be only 16%. We assume that these
results were caused by adsorption of the mycotoxins to soil particles. In the
case of a water sample, the recovery for DON was in the range from 78 to 93%.
However, for ZON the recovery was only 13%. We found out, that the poor
recovery was caused by absorption to the nylon membrane which was used to
filter the water sample before loading it to the immunoaffinity column. This
problem could be solved by replacing the nylon membrane by a blue ribbon
filter. In this case, recovery was found to be between 83 und 95%.
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