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Uebersicht Giber Bestimmungsmethoden der Aflatoxine B,
G und M in Lebens- und Futtermitteln

J. Liithy

Institut fiir Toxikologie der ETH und der Universitit Ziirich, Schwerzenbach

Einleitung

Obwohl die Carcinogenitit der Aflatoxine schon seit 1961 (1), das Vorkom-
men in Lebensmitteln seit 1963 (2) bekannt sind, ist der Problemkreis Aflatoxin
von ungebrochener Aktualitit und weit entfernt davon, gelost zu sein. Verschie-
dene Befunde lassen vermuten, dafl Aflatoxine einen ernstzunehmenden Faktor in
der Aetiologie des Leberkrebses darstellen. Aflatoxin By gilt heute als das stirkste
chemische Carcinogen tiberhaupt und hat bei allen bisher getesteten Tierarten
Leberkrebs induziert (3, 4). Von besonderer Wichtigkeit sind Versuche von Wogan
et al. (5), in denen gezeigt wurde, dafl schon kleinste Mengen von Aflatoxin By
(AF B;) im Futter von Ratten in dieser Hinsicht wirksam sind, so fiihrte ein
Gehalt von 1 ppb AF By im Futter (entsprechend einer tiglichen Aufnahme von
0,05 p.g Bi/kg KG) bei 10%0 der Tiere zu Lebertumoren. Neben zahlreichen Tier-
versuchen liegt eine ganze Reihe von epidemiologischen Studien vor, in denen die
mittlere tigliche Belastung der Bevolkerung mit Aflatoxinen mit dem Auftreten
von Leberkrebs korreliert wird. Bei diesen Studien (Thailand (4, 6, 7), Uganda (8),
Kenya (4, 9), Mozambique (4, 10), Swaziland (11, 12)) wurde eine positive Korre-
lation gefunden. Es scheint, dafl bei einer durchschnittlichen tiglichen Aflatoxin-
aufnahme im Bereich von 1—100 ng/kg KG die Lebercarcinom-Haufigkeit merk-
lich ansteigt.

Schon seit mehr als zehn Jahren ist bekannt, dafl Milchkiihe einen Teil der mit
dem Futter aufgenommenen Aflatoxine By und Bs in Form der Metaboliten M
und Ma (siche Abb.) in der Milch wieder ausscheiden (22, 23, 24, 1). Die
biologische Aktivitat dieser Metaboliten ist in der Folge schon recht gut unter-
sucht worden (fiir eine Uebersicht sieche (25)). Die Carcinogenitit von Aflatoxin
Mj ist an bisher zwei verschiedenen Tierarten bewiesen und seine Potenz mit der-
jenigen von Aflatoxin By verglichen worden: Dabei hat sich AF M; bei Ratten (26)
und bei Forellen (27, 28) als etwas weniger carcinogen als AF By erwiesen.

Dem Auftreten von Aflatoxin M in Milch (29, 30) auch in kleinsten Mengen
sollte bei einem derart wichtigen Grundnahrungsmittel Beachtung geschenkt
werden. Der Kontrolle — und damit einer einwandfreien Analytik — von Afla-
toxinen in Futtermitteln kommt deshalb grofle Bedeutung zu.
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Ausgehend von diesen Befunden mufl von toxikologischer Seite gefordert
werden, die noch zu tolerierende Menge an Aflatoxinen in Lebensmitteln so tief
wie irgend moglich anzusetzen. Bei der Festlegung eines Toleranzwertes spielen
aber nicht nur toxikologische Ueberlegungen, sondern ebensosehr Fragen der
Analytik eine Rolle. Ein fiir die Lebensmittelkontrolle verniinftiges analytisches
Konzept sollte drei Punkte beriicksichtigen*:

1. Empfindlichkeit (moglichst tiefe Nachweisgrenze)
2. Sicherheit (eindeutige Identifizierung, Reproduzierbarkeit, Wiederfindungs-

rate)

3. Aufwand (zeitlich und apparativ)

Im folgenden soll unter Berlicksichtigung dieser drei Punkte eine Uebersicht
iiber die bestehenden Methoden der Aflatoxin-Analytik gegeben werden.

Chemisch-physikalische Eigenschaften der Aflatoxine

AF By

AF By
o 0
Il
0
sl OCH,
AF G,

C17H1205, M. G. 312, Smp. 268—9OC

UV: A BROH 223 (25 600), 265 (13 400), 362

(21 800) nm (Lit. 13)

Fluoreszenz: Emissionsmax. bei 425 nm (EtOH)
410 nm (CHCly)

Anregung bei 365 nm (Lit. 14)

MS: u. a. 228 (8), 241 (6), 256 (6), 269 (6), 284
(12), 312 (100, M+), 313 (19, M++1) (Lit. 15)

C17H14O(5, M. G. 314, Smp. 286—9°C

UV: A StOH 322 (17 000), 265 (11 000), 363

(20 800) nm

Fluoreszenz: Emissionsmax. bei 423 nm (EtOH)
413 nm (CHCl)

Anregung bei 365 nm (Lit. 14)

MS: u. a. 271 (25), 285 (12), 314 (100, M+), 315
(19, M*+1) (Lit. 15)

C17H1207, M. G. 328, Smp 244-—-—6OC

UV: h Ot 243 (11 500), 264 (10 000), 362

(16 100) nm (Lit. 14)

Fluoreszenz: Emissionsmax. bei 440 nm (EtOH)
425 nm (CHClg)

Anregung bei 365 nm (Lit. 14)

MS: u. a. 227 (8), 255 (5), 300 (6), 328 (100, M+),
329 (19, M+ +1) (Lit. 15)

* Auf das Problem der Probenahme kann hier nicht eingegangen werden und deshalb muf}
auf die Literatur verwiesen werden (46, 106).
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AF-Gy Cy-Hy4O7, M. G. 330, Smp. 237—9°C
UV: ) ZO0H 514 (28 100), 265 (11 600), 363
(20 900) nm
Fluoreszenz: Emissionsmax. bei 440 nm (EtOH)
| 426 nm (CHCl3)
Anregung bei 365 nm (Lit. 14)
MS: u.a. 287 (10), 301 (6), 330 (100, M+), 331
(19, M*++1) (Lit. 15)

C17H1207, M. G. 328, Smp 299¢C

UV: A B0 596 (23 100), 265 (11 600), 357

(19 000) nm

Fluoreszenz: Emissionsmax. bei 425 nm (EtOH)
Anregung bei 365 nm

MS: w. a. 243 (18), 257 (9), 271 (38), 286 (5), 299
(65), 300 (7), 302 (6), 328 (100, M+), 329 (19,
M++) (Lit. 15)

AF Mg C17H1407, M. G. 330, Smp. 293OC
UV: A ZOH 221 (20 000), 264 (10 900), 357
(21 000) nm

Fluoreszenz: Emissionsmax. bei 425 nm (EtOH)

i Anregung bei 365 nm

0" 0 OCH4

Allgemeines zur Analytik

Die Aflatoxine sind intensiv fluoreszierende Verbindungen, wenn sie lang-
welligem UV-Licht ausgesetzt sind. Dieser gliickliche Umstand erlaubt den Nach-
weis und die Bestimmung von auflerordentlich kleinen Mengen: 0,2 ng konnen auf
diesem Wege auf dem Diinnschichtchromatogramm noch nachgewiesen werden
(16, 17). Dies bildet die Basis fiir die meisten der bisher bekannt gewordenen Be-
stimmungsmethoden. Im allgemeinen vollzieht sich die Bestimmung in 4 Stufen:

Extraktion der Aflatoxine aus dem Lebensmittel

Reinigung des Extraktes

Diinnschichtchromatographische Auftrennung des gereinigten Extraktes
. Quantitative Bestimmung der Aflatoxine

W=

Da verschiedene Lebens- und Futtermittel (z. B. Kokosnuff oder Baumwoll-
samen) storende fluoreszierende Verbindungen enthalten, die einen positiven
Aflatoxinbefund vortduschen konnen, sollten zur Absicherung weitere Bestiti-
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gungsanalysen durchgefithrt werden. In Frage kommen hier: weitere TLC-Ana-
lysen mit verschiedenen Laufmitteln, Derivatisierung, Fluoreszenzspektrum und
— als biologische Methode — der Hithnerembryonen-Test.

Als neuere Methode wird auch zunehmend die Fliissigkeitschromatographie
(anstelle oder als Erginzung der TLC) und gelegentlich zur Bestitigung das
Massenspektrum herangezogen. Vorgeschlagen worden sind auflerdem die UV-
Spektroskopie und die Polarographie. Bei der Methodenauswahl sollte man sich
aber jederzeit tiber Aussagekraft, Nachweisgrenze und Substanzbedarf im klaren
sein.

Im folgenden wollen wir nun besprechen: die wichtigsten allgemeinen (fiir die
meisten Lebens- oder Futtermittel anwendbaren) Analysenmethoden, Aenderungen
im Clean-up (Analysenmethoden, zugeschnitten fiir spezielle Lebens- oder Futter-
mittel) und die erwidhnten Bestitigungsmethoden. Ganz kurz gestreift werden
sollen auflerdem aussichtsreiche Versuche, einen Radioimmunoassay fiir Aflatoxin
By zu entwickeln.

Probenaufbereitung bei der Bestimmung von Aflatoxinen

Lebensmittel

In Tabeile 1 sind fiinf wichtige allgemeine Methoden zum Nachweis und zur
Bestimmung von Aflatoxinen in Lebensmitteln vorgestellt: es sind dies die offi-
ziellen deutschen (18) und hollindischen (19) Methoden sowie die drei wichtigsten
amerikanischen Methoden (20).

Zur Extraktion der Aflatoxine aus dem Lebensmittel werden durchwegs Mi-
schungen von relativ polaren organischen Losungsmitteln und Wasser verwendet.
Dies hat sich gegeniiber einer Verwendung von reinen organischen Losungsmitteln
als effektiver herausgestellt.

Beim Clean-up des Extraktes wird bei den Methoden 1, 3 und 4 eine siulen-
chromatographische Reinigung an Kieselgel vorgeschrieben: Nach Entfettung mit
Hexan werden die polareren Verunreinigungen mit Aether entfernt und erst dann
die Aflatoxine mittels Chloroform-Methanol, bzw. Chloroform-Aceton von der
Sdule eluiert. Die beiden anderen Methoden 2* und 5 verzichten auf Siulen-
chromatographie und beschrinken sich auf Ausschiitteln des wifirigen Methanol-
Extraktes mit Hexan und Chloroform. Bei der aufwendigsten «Cottonseed-
Method», die bei Storsubstanzen enthaltenden Substraten (z. B. Gossypol in
Baumwollsamen) Anwendung findet, wird zusitzlich eine Fillung mit Bleiacetat
durchgefiihrt.

* Die in der Schweiz fiir die Lebensmittelkontrolle zustindigen kantonalen Laboratorien
verwenden als Screening-Methode im wesentlichen das Clean-up dieser Methode mit
einer geringfiigigen Modifikation: Nach Arnold (21) erfolgt eine zusitzliche Reinigung
des Extraktes direkt auf dem TLC durch Entwickeln mit Aether oder Benzol. Abschnei-
den der Verunreinigungen, Drehen der Platte um 180° und anschliefend normaler
Entwicklung mit CHCl3-Aceton-H,O (88-+12--0,2).

203
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 69 (1978)



(8L6T) 69 pusg “SAH "WSUGIT MRIGPD "IN

¥0¢C

Tabelle 1. Operationsdiagramm und Vergleich der verschiedenen allgemeinen Methoden

1

Offizielle deutsche
Methode

2

Offizielle hollindische
Methode

3

«CB-Method»

4

«Cottonseed-Method»

5

«BF-Method»

Extraktion

Reinigung
des
Extraktes

50 g Probenmaterial
mit H,O/CHCI,
(1410) 275 ml mit
Magnetriithrer 30 min

Sdulen-

chromatographie

an 10 g Silicagel:

Eluieren mit

a) 100 ml Hexan

b) 100 ml Et,O

¢) 150 ml MeOH-
CHCl; (3+97)
(enthilt
Aflatoxine)

Eluat ¢) eindampfen

und in 1 ml Benzol-

Acetonitril (98-+2)

aufnehmen

50 g Probenmaterial
— mit H,O/CH,;OH
(1+10) 110 ml
in Waring Blendor

2X2 min

Ausschiitteln mit

a) 50 ml PeAc
(enthilt Fett)

b) 90 ml CHCl; +
20 ml H,O (ent-
hilt Aflatoxine)

CHCl;-Phase mit

Na,SO, trocknen,

eindampfen und in

1 ml CHCI,; auf-

nehmen

50 g Probenmaterial
mit H,O/CHCl,
(1+410) 275 ml

30 min schiitteln

Sdulen-

chromatographie

an 10 g Silicagel:

Eluieren mit

a) 150 ml Hexan

¢) 150 ml MeOH-
CHCl, (3+97)
(enthilt
Aflatoxine)

25 g Probenmaterial
mit Aceton / H,O /
HOAc (85+15+0,8)
250 ml 30 min
schiitteln

— Fillung mit
Pb(OAc),

— Filtrat einengen,
H,O zugeben
und mit CHCI;
ausschiitteln

— Siulen-
chromatographie
an 15 g Silicagel:
Eluieren mit
2)-150 il B&;0-

Hexan
(90+30)

b) 200 ml
CHCl,;-Ace-
ton (4+1)
(enthilt
Aflatoxine)

100 g (bzw. 50 g)
Probenmaterial mit
MeOH / H,O (55+
45) 500 ml und

200 ml Hexan 1 min
in Waring Blendor
zentrifugieren

— 25 ml MeOH-
Phase mit
25 ml. CHCl,
ausschiitteln

— CHCI;-Phase
eindampfen und
Riickstand in
200 .l Benzol-
Acetonitril
(98+2) auf-

nehmen
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1

Offizielle deutsche
Methode

2

Offizielle hollandische
Methode

3

«CB-Method»

4

«Cottonseed-Method»

5

«BF-Method»

Nachweis
und
Bestimmung

Bestdtigung

2-dimensionale TLC
(1. Fliemittel
Et,O/MeOH/H,O
94 +4.51152 2,
Fliefmittel CHCIl,/
Aceton 90+10)
Auswertung mit
UV-Lampe oder
Chromatogramm-
spektralphotometer

— Weitere TLC mit
anderen
Fliefmitteln

— Derivatisierung

wie deutsche
Methode

TLC (CHCl;-
Aceton 9+1)

TLC {CHCl,-
Aceton 9-+1)

TLC (CHCl,~
Aceton 9-+1)




Futtermittel

Nachweis und Bestimmung von Aflatoxinen in Futtermitteln vollzieht sich
nach dhnlichen Methoden, wie sie bei Lebensmitteln Anwendung finden. Bei
Mischfuttermitteln ist relativ haufig mit Storsubstanzen zu rechnen (31): In diesen
Fillen sind Methoden mit aufwendigerem Clean-up anzuwenden. Eine ausfiihr-
liche Diskussion dieser Problematik findet sich in der Arbeit von Kahblan und
Gedeck (32). Bei der amtlichen Methode in Deutschland (33) handelt es sich um
eine modifizierte «CB-Method» (20) mit zweidimensionaler Diinnschichtchromato-
graphie. Romer (31) extrahiert die Probe mit Methanol und reinigt den Extrakt
mittels Bleiacetatfallung und Siaulenchromatographie. Nachweis und Bestimmung
der Aflatoxine erfolgt densitometrisch. Die Wiederfindungsrate betragt 92%, die
Empfindlichkeit wird mit 2—4 ppb By angegeben. Eine weitere fiir verschiedene
Futtermittel-Typen anwendbare Methode wurde von Strzelecki und Gasiorowska
(34) publiziert.

Eine Screening-Methode, die auf TLC verzichtet und die Aflatoxine auf einer
mit Florisil gefiillten Minisiule absorbiert und fluorimetrisch bestimmt, wurde
von Velasco (35, 36, 37, 38) entwickelt. Romer (39) hat diese modifiziert und war
in der Lage, in Mischfuttermitteln und verschiedenen Lebensmitteln Gesamt-
aflatoxingehalte im Bereich von 5—15 ppb zu bestimmen. Eine Gemeinschafts-
studie (40) verschiedener Laboratorien an 11 verschiedenen Produkten im Bereich
von 0—25 ppb Aflatoxin ergab folgende Resultate: 84%0 der negativen Proben
und 89% der 10—25 ppb Aflatoxin enthaltenden Proben wurden korrekt identi-
fiziert.

Diinnschichtchromatographie der Aflatoxine

Fiir eine TLC-Analyse werden die verschieden gereinigten Extraktionsriick-
stinde in einer bekannten Menge Chloroform oder Benzol-Acetonitril 98+2 auf-
genommen. Nach Stoloff et al. (41) verdient letzteres den Vorzug, da es kleinere
und besser auswertbare Aflatoxinflecken auf der Platte liefert. Die Aflatoxine
werden auf Kieselgelplatten mit oder ohne Gipszusatz mit dem Laufmittel Chlo-
roform-Aceton (90+10) aufgetrennt und mit den mitgelaufenen Standards ver-
glichen. Zahlreiche weitere geeignete Fliefmittel sind beschrieben worden (18, 20),
z. B. Didthylither-Methanol-Wasser (94+4,5+1,5), Chloroform-Trichlorithylen-
Amylalkohol-Ameisensdure (80+15-+4-+1), Chloroform-Isopropanol 99+1 usw.
Die Aflatoxine By und Bg erscheinen beim Betrachten unter einer langwelligen
UV-Lampe als bldulich, Gy und G als griinlich fluoreszierende Flecken. Die
Reihenfolge (abnehmende Rp-Werte) auf der Platte ist By, Bo, Gy, Gz bei allen
erwahnten Fliefmitteln. Fiir die Bestiatigungsanalysen interessante Eigenschaften
zeigt das Fliefmittel Methylenchlorid-Chloroform-n-Amylalkohol-Ameisensdure
(80+15+4-1) (20): Die Reihenfolge der Rp-Werte lautet hier By, Gy, Bs, Go.
Gute Moglichkeiten, storende Fluoreszenzen als solche zu erkennen, bietet auch
die zweidimensionale TLC, die ein integrierender Bestandteil verschiedener er-
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wihnter Methoden ist (18, 19, 33). Nachteilig ist hier allerdings, daf} pro Platte
lediglich eine Probe untersucht werden kann.

Die quantitative Bestimmung wird mittels Konzentrationsreihe durchgefiihrt,
wobei die Auswertung visuell oder fluorodensitometrisch (17, 18, 42, 43, 44) er-
folgt. Wichtig ist in diesem Zusammenhang, dafl reine Standardsubstanzen be-
kannter Konzentrationen verwendet werden. Reinheit und Konzentration der
Standardldsungen werden am besten UV-spektralphotometrisch tiberpriift (18, 20).

Ringversuche und Erfahrungen bei speziellen Lebensmitteln

Die erwihnten allgemeinen Methoden der Aflatoxinanalytik (18, 19, 20) sind
bei fast allen in Frage kommenden Lebensmitteln anwendbar. So etwa wird die
amtliche deutsche Methode (18) fiir folgende Lebensmittel empfohlen: eiweifi-
reiche Oelsamen (Niisse, Erdniisse usw.), Marzipan, Kokosraspel, Getreide und
Getreideerzeugnisse, Brot und Backwaren, Fleisch und Fleischerzeugnisse, Ei und
Eiprodukte, Butter, Milchpulver, Margarine, Fruchtsifte, Wein und Enzym-
priaparate. Trotzdem existieren in der Literatur noch zahlreiche weitere Vor-
schlige zur Aflatoxinanalytik einzelner Lebensmittel. Oft tragen diese Vorschlige
oder Modifikationen zu bereits bekannten Methoden allerdings mehr zur Ver-
wirrung als zu einer Klirung bei und erschweren die Einarbeitung in dieses:
komplexe Gebiet. Wir wollen deshalb im folgenden eher die Frage besprechen, bei
welchen Lebensmitteln mit Storungen zu rechnen ist, bzw. auf einige Kollektiv-
studien an bestimmten Lebensmitteln mit den bekannten Analysenmethoden ein-
gehen.

Frank und Eyrich (45) haben eine ganze Anzahl von unverdorbenen und ver-
schimmelten Lebensmitteln auf das Vorkommen von Aflatoxin vortduschenden
Substanzen diinnschichtchromatographisch untersucht und bei Getreideprodukten,
Fruchtsiften, Konfitiiren und Weinen derartige interferierende Stoffe gefunden.
Es handelt sich in der Regel (sofern nicht andere Schimmelpilz-Metaboliten im
Spiel sind) um pflanzliche Pigmente, die in vielen Fillen durch Schwermetallionen
(Blei oder Zink) ausgefillt werden konnen. Am besten bekannt ist hierbei das
Gossypol, ein natiirlicher Inhaltsstoff von Baumwollsamen (46). Andere inter-
ferierende Stoffe in der Aflatoxin Bs-, Gi- und Go-Region sollen bei Kokosnuf3-
produkten vorkommen (46), wahrend Reis und Mais in dieser Hinsicht kaum
Probleme machen. Werden Pistazien nach der «BF-Method» (20) untersucht, kon-
nen auf der Diinnschichtplatte haufig rotliche Flecken in der Bi- und Gy-Region
beobachtet werden (47). Strezleck und Kogan (48) berichten iiber eine fluores-
zierende Aflatoxin By vortiuschende Verbindung in den roten Samenschalen
gewisser Erdnuflsorten.

Von verschiedener Seite wurde auf die Schwierigkeiten bei der quantitativen
Bestimmung der Aflatoxine in Lebensmitteln (siehe z. B. 49) aufmerksam gemacht.
In Tabelle 2 sind die Ergebnisse einiger Ringversuche von hauptsdchlich ameri-
kanischen Methoden mit verschiedenen Lebensmitteln zusammengestellt: Wahrend
die Wiederfindungsraten etwa bei befriedigenden 70—100% liegen, sind die Va-
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Tabelle 2. Ringversuche mit verschiedenen Lebensmitteln
Lebensmittel Methode Konzbeer;t:;igions— ]X) zﬁ?;]ig::?; xﬁgi;izﬁ; Autoren
g:iﬁﬁﬁ?;ﬁgz «CB-Method» (14) 30 ppb 35 100% | Eppley et al. (1968) (50)
Erdniisse «CB», Celite-(54) 20 ppb 35%0 70%0 Waltking (1970) (51)
+ «BF-» (20)
Erdnuflbutter CB, BF 5—10 ppb 30%o 80%0 Stack (1974) (52)
Erdnuflbutter Holliandische
Methode*** 3— 6 ppb 35%¢**% | 100%0 Beljaars et al. (1974) (19)
Baumwollsamen «Cottenseed-
Baumwollsamen Method» (55) 30 ppb B4 +B, 12% 90%0 Pons jr. (1969) (53)
: vereinfachte
«Cottonseed-
Method» (56) 7—266 ppb 30—40% Pons jr. (1975) (57)
Kopra, Modifizierte
Kokosnuf3-Prod. CB-Methode (20) 35 ppb 35%0 Baur und Armstrong (1971) 58)
Mais CB-Methode (20) 20 ppb B;+G; 30% 70%0 Shotwell und Stubblefield (1972) (59)
5—10 ppb B, +G; 60%0 70%
Pistazien CB-Methode (20) | 35—60 ppb 4Q0%%0 85%0 Di Prossimo (1974) (47)
15 ppb 50%0
BF-Methode (20) 35—60 ppb 40%o 65%0
15 ppb 70%0
Sojabohnen CB-Methode (20) | 20—60 ppb B;+G, 45%0 7C%0 Shotwell und Stubblefield (1972) (59)
Kakaobohnen CB-Methode (20) | 45—70 ppb 35% 85% Scott und Pryzbylski (1971) (60)
18 ppb 5090
Kaffeebohnen CB-Methode 25—80 ppb By 50%0 70%0 Levi (1969) (62)
modifiziert (61)
*  Variationskoeff. == Stavdand-AbWeichung in /o

Mittelwert

soweit Proben mit Zusatz von bekannten Aflatoxinmengen verwendet wurden
#4% lediglich Priifung eines gereinigten Extraktes von Erdnuflbutter mittels 2dimensionaler TLC und Quantifizierung




riationskoeffizienten im allgemeinen recht hoch. Der Variationskoeffizient ist
erwartungsgemifl um so grofler, je niedriger der Konzentrationsbereich ist. Im
Bereich von wenigen ppb steigt er bei den meisten Methoden auf tiber 50%. Ob-
wohl es deshalb analytisch wenig zu befriedigen vermag, derart kleine Mengen
noch quantitativ zu bestimmen, wire es dennoch falsch, positiven Aflatoxin-
befunden in diesem Bereich keine Beachtung zu schenken, so lange zumindest, als
mit Sicherheit falsche positive Resultate ausgeschlossen werden konnen.

Methoden zur Identifizierung von Aflatoxinen

Das mogliche Vorkommen von fluoreszierenden Verbindungen mit dhnlichem
chromatographischem Verhalten wie die Aflatoxine zwingt den Analytiker zu
einer Absicherung positiver Befunde. Bei den amtlichen deutschen Methoden zur
Untersuchung von Futter- (33) und Lebensmitteln (18) sind einige zusitzliche
Bestatigungen sogar bindend vorgeschrieben. :

Eine einfache zusitzliche Bestitigung ist die Diinnschichtchromatographie mit
verschiedenen Fliefmittelsystemen.

Bedeutend mehr Sicherheit bietet die Derivati-
sierung kombiniert mit TLC. Man macht dabei von
den nucleophilen Eigenschaften der Enoldther-
Funktion in den Molekiilen von Aflatoxin By und
G, Gebrauch. Die siurekatalysierte Anlagerung
von Wasser fiihrt zu den ebenfalls blau bzw. griin
fluoreszierenden Derivaten Bs, und Gs, (sieche
Abb.). Diese Verbindungen haben aber auf der
TLC-Platte eine ganz andere Mobilitit und
konnen leicht von By und G; unterschieden wer-
den. Die Aflatoxine B> und Gs konnen aus che-
o mischen Griinden keine analogen Derivate bilden.
\) Der darauf basierende Test wurde urspriinglich

von Andrellos und Reid (63) entwickelt und von
Pobland et al. (64) und Przybylski (65) weiter ver-
bessert.

AF G'_’r.r

o= 0. 0 \OCH3

Hierbei konnen Mengen von sogar weniger als 1 ng By oder Gy direkt auf der
Platte mit Trifluoressigsiure behandelt und die entstandenen Derivate mit einem
geeigneten Flieffmittel entwickelt werden. Ein zusitzlicher Test ist das Bespriihen
der entwickelten Platten mit Schwefelsdure (66): Die Fluoreszenz der Aflatoxine
By, Bs, Gy, Ga, My, Bo, und Gy, dndert darauf von blau oder blau-griin auf gelb.
Diese Reaktion ist allerdings nicht spezifisch fiir Aflatoxine. Weiter wurde eine
Derivatisierung von By und G; mit Salzsiure / Acetanhydrid (64) vorgeschlagen.
Alle diese Tests wurden in mehreren Ringversuchen studiert (67, 68, 69) und es wur-
den zufriedenstellende Ergebnisse erzielt. Frank und Eyrich (45) erwihnen zwel
weitere Spriithreagenzien fiir TLC (Antimontrichlorid und Wismutnitrat), die zwar
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spezifischer sind als Schwefelsiure, aber wegen mangelnder Empfindlichkeit in der
Praxis nur wenig benutzt werden.

Einige Autoren benutzten zur Bestatigung das UV- oder das Fluoreszenz-
spektrum der chromatographisch gereinigten einzelnen Aflatoxine (14, 70, 71, 72).
Der Substanzbedarf liegt bei 1 ng/ml bei der Fluoreszenzspektrophotometrie und
bei 1 pg/ml fiir das UV-Spektrum, letzteres ist also — obwohl aussagekriftiger als
das Fluoreszenzspektrum — fiir die besonders kritische Identifizierung von sehr
kleinen Mengen Aflatoxinen wenig geeignet.

Von mehreren vorgeschlagenen biologischen Testsystemen hat lediglich der
1964 von Verrett et al. (20, 73) eingefithrte Hithnerembryonen-Test in der Praxis
groflere Bedeutung erlangt. Hierbei wird eine chromatographisch gereinigte Losung
von Aflatoxin By in die Luftblase von befruchteten Hiithnereiern eingespritzt und
diese werden wihrend 20 Tagen bebriitet. Die LDjg betrigt 25 ng/Ei; da aus
statistischen Griinden mehrere Eier verwendet werden miissen, sind aber total
>2 ug By notwendig. Der Test wurde von der US FDA an iiber 500 Proben ge-
priift und dabei 100%ige Uebereinstimmung mit den chemischen Methoden erzielt.

Alle Aflatoxine zeigen typische Massenspektren mit intensiven Molekularionen
und nur geringer Fragmentierung. 10—50 ng geniigen fiir eine MS-Bestitigung
(15, 74). Hier handelt es sich um eine zwar apparativ aufwendige, dafiir aber sehr
sichere Bestatigungsmethode. Nachteilig ist, daf} ein extensives Clean-up not-
wendig ist. Haddon et al. (74) beschreiben eine MS-Methode, die sich auf die
Registrierung von bestimmmten lIonen beschrinkt («high resolution selected ion
monitoring» = HRSIM), die fiir Aflatoxine charakteristisch sind: Mit dieser
Methode, bei der auch keine hochgereinigten Aflatoxinproben mehr notwendig
sind, ist eine Herabsetzung der Nachweisgrenze gegeniiber dem konventionellen
MS um mindestens das 100fache moglich.

Analytik der M-Aflatoxine

Bei den Aflatoxinen M; und Ms handelt es sich — wie erwihnt — um Meta-
boliten der Aflatoxine By und By, vorkommend in erster Linie in Milchprodukten
und Fleisch. Allerdings sind auch einige Stimme der tiblichen Aflatoxinproduzen-
ten Aspergillus flavus und A. parasiticus fihig, in kleinen Mengen Aflatoxin M zu
produzieren (75, 76).

Aehnlich wie bei der Analytik der B- und G-Aflatoxine finden sich in der
Literatur zahlreiche Vorschlige zum Nachweis von Aflatoxin My. Stubblefield et
al. (77) vergleichen 6 verschiedene Methoden zur Bestimmung von Aflatoxin M
in Milch und Trockenmilch (78—82). Als beste Methode wird Extraktion der
Milch mit Methanol-Wasser (4+1), wobei gleichzeitig die Milchproteine ausgefallt
-werden, Entfettung mit Hexan und anschliefendes Ausschiitteln in Chloroform
angegeben (modifizierte Methode von Jacobson et al. (80)). Nachweis und Quanti-

fizierung erfolgt mit TLC bzw. densitometrisch. Die Wiederfindungsrate betrigt
70—80"0 bei einem Gehalt von 0,1 p.g My/L.
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Die Methode von Pons et al. (20, 83) benutzt zur Extraktion von Milch ein
Aceton-Wasser-Gemisch (77+23), Ausfillung der Proteine und Phospholipide er-
folgt mit Bleiacetat, Entfettung mit Hexan und Ausschiitteln der Aceton-Wasser-
Phase mit Chloroform. Bei der Analyse von Kondensmilch und Kise wird der
Chloroformextrakt vor der TLC weiter durch Siulenchromatographie an Cellu-
lose gereinigt. Die Nachweisgrenze liegt bei ca. 0,01 p.g M/l Milch (84).

In einem Versuch, diese Nachweisgrenze weiter zu senken, gehen Tuinstra und
Bronsgeest (85) von groflen Mengen Milch aus, benutzen als Clean-up u. a. eine
Sdulenchromatographie an desaktiviertem Silicagel und zur quantitativen Be-
stimmung zweidimensionale TLC mit den FlieBmitteln Aether-Methanol-Wasser
(94,5:4,5:1,5) bzw. Chloroform-Aceton-Isopropanol (85 : 10: 5). Die Nachweis-
grenze wird mit 4 ng My/l Milch angegeben. Bodine et al. (84) verglichen die
Methode von Pons et al. (83) mit derjenigen von Tuinstra and Bronsgeest (85) und
geben letzterer wegen hoherer Empfindlichkeit und geringerem Zeitaufwand den

Vorzug. _
Kiermeier und Weiff (86) iiberpriiften — «um die zahlreichen Vorschlige zur
Aflatoxinanalytik nicht noch weiter zu vermehren» — die amtliche deutsche

Methode (18) zur Bestimmung der Aflatoxine By, B, G; und G (siehe Tabelle 1)
auf die zusdtzliche Erfassung des Aflatoxins My. Mit verhdltnismaflig geringen
Aenderungen gelingt die quantitative Erfassung aller dieser Aflatoxine in fliissiger
Milch, Milchpulver, Butter, Kise, Quark, Sahne, Joghurt und Fruchtjoghurt,

Eine weitere gelegentlich verwendete Methode stammt von Schuller et al. (87),
die auf sidulenchromatographische Reinigung verzichtet. Patterson and Roberts
(88) modifizierten die Methode von Roberts and Allcroft (81) durch eine zu-
satzliche Dialyse-Reinigung, dhnlich wie dies Frank (89) schon zur Reinigung der
B- und G-Aflatoxine in anderen Lebensmitteln vorgeschlagen hat.

Zur Identifizierung von Aflatoxin M; kann ebenfalls die Derivatisierung mit
Trifluoressigsaure direkt auf der Diinnschichtplatte (90) bzw. Kochen mit HCI
zum Wasseraddukt Ms, (91) herangezogen werden. Auch das UV-Spektrum und

das MS werden zur Bestdtigung benutzt (30).

Neuere Methoden der Aflatoxin-Analytik

Anwendung der Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Anwendung von HPLC in der Aflatoxinanalytik ist in den letzten Jahren
auf zunehmendes Interesse gestofien. Diese neue Technik bietet eine Alternative
zur bisher verwendeten Diinnschichtchromatographie (TLC), wobei ihre Vorteile
in hoherer Prizision bei der quantitativen Bestimmung und geringerem Zeit-
aufwand liegen. Ob damit auch die Nachweisgrenze und Selektivitit gegeniiber
den bisherigen Methoden wesentlich verbessert werden kann, hingt davon ab, ob
es in Zukunft gelingt, Trennsystem und Detektion der Aflatoxine zu optimieren
und aufeinander abzustimmen.

In der Literatur sind mehrere HPLC-Trennsysteme beschrieben, mit denen sich
eine befriedigende Trennung der Aflatoxine By, Bs, Gy, Gg erreichen lifit. Ver-
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wendet werden in der Regel Kieselgel-Saulen und Elutionsmittel wie Chloroform-
Isooctan (92), wassergesattigtes Methylenchlorid mit 0,3% Methanol (93), Me-
thylenchlorid-Chloroform (3 :2) 50% ges. mit HsO (94), wassergesittigtes Chlo-
roform-Cyclohexan-Acetonitril (25+7,5+1,0) +1,5% Aethanol (95) usw. Andere
Trenneigenschaften und Elutionsreihenfolge weisen die sog. Reversed-Phase-Sy-
steme auf, bei denen unpolare Kolonnenpackungen und als Elutionsmittel z. B.
Wasser-Methanol-Mischungen Anwendung finden (96, 97).

Zur Detektion der Aflatoxine kommen entweder ein UV- oder Fluoreszenz-
detektor in Frage. Mit den UV-Detektoren wird in der Regel bei einer Wellen-
linge um 360 nm (gelegentlich auch bei 254 nm) gearbeitet: Sowohl Extinktions-
koeffizienten wie auch das Absorptionsmaximum um 360 nm der verschiedenen
Aflatoxine sind — verglichen mit den entsprechenden Emissionsdaten (98, 99) —
nicht wesentlich vom Losungsmittel abhingig. Als Nachteil mufl dagegen die nicht
in allen Fillen geniigende Empfindlichkeit der UV-Detektoren angesehen werden:
Die Nachweisgrenze liegt nach Literaturberichten bei 1—2 ng pro Aflatoxin (95,
97). Dies ist ein Grund, den empfindlicheren Fluoreszenzdetektor einzusetzen.
Hier macht aber gerade die Erfassung des wichtigsten Aflatoxins By erhebliche
Miihe, wihrend die G-Aflatoxine (im Falle der Reversed-Phase-Systeme die
Aflatoxine Bs und Gs) im gleichen Konzentrationsbereich noch leicht registriert
werden konnen. Die ungiinstigen Signalverhiltnisse der verschiedenen Aflatoxine
sind aber nicht nur vom verwendeten Elutionsmittel, sondern auch von den
spektralen Eigenschaften des Fluoreszenzdetektors abhingig. Als wesentliche Ver-
besserung mufl deshalb die Einfiihrung der Silicagel-gepackten Fluoreszenzzelle
(97, 100) angesechen werden. Nach Zimmerli (101) kann damit die Detektor-
empfindlichkeit z. B. fiir Aflatoxin By stark gesteigert werden und liegt erheblich
tiber derjenigen eines UV-Detektors. Eine andere Moglichkeit liegt in der Deri-
vatisierung der Aflatoxine By und Gy zu den stark fluoreszierenden Bs, und Ga,,
die mittels Reversed-Phase-HPLC und normalem Fluoreszenzdetektor auch in sehr
kleinen Mengen noch gut bestimmbar sind. Takabashi (102) wandte kiirzlich dieses
System zur Bestimmung von Aflatoxinen in Wein an und gibt als Nachweisgrenze
20 ppt an.

Die Isolierung und anschlieffende MS-Bestdtigung von kleinen Mengen an
Aflatoxinen kann mittels Liquid-Chromatographie einfacher und schonender als
mit TLC vorgenommen werden (103).

Radioimmunoassay (RIA)

Zwei kiirzlich publizierte Arbeiten, die die Erzeugung von Aflatoxin-B{-Anti-
korpern und deren analytische Verwendung im Radioimmunoassay zum Thema
haben, scheinen wichtig genug, um hier noch Erwihnung zu finden. Langone una
Van Vunakis (104) setzten Aflatoxin By, das selbst keine antigene Wirkung hat,
chemisch zum Aflatoxin-B;-O-carboxymethyloxim (Abb.) um. Dieses reaktions-
fihige Derivat wurde mit einem Polylysin (MG 90 000) konjugiert und das Kon-
jugat zur Herstellung von Antikorpern benutzt. Mit dem damit durchfiihrbaren
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RIA lassen sich unter Verwendung von hoch (*H)-
NOCH,COOH 14 rkiertem Aflatoxin By noch 0,06 ng AF B in
ungereinigten Extrakten von Mais und Erdnufi-

butter nachweisen. Die Affinitit der Antikorper

gegeniiber den einzelnen Aflatoxinen wurde wie

, folgt bestimmt (1 = hochste Affinitdt): By =1,
650 OCH, Bo=a23, 10y e 6.5, G2y B == 447 Of 2 1

Bo, = 87.

Chu und Ueno (105) schlugen bei der Herstellung der Antikorper einen etwas
anderen Weg ein und erreichten damit eine bessere Spezifitit gegeniiber AF By —
die entsprechenden Zahlen sind: By (1), Bs (9), Gy (11) und Gs (89) — bei ver-
gleichbarer Empfindlichkeit des RIA wie in der ersten Arbeit (104).

Wihrend von der HPLC-Technik in erster Linie Verbesserungen in der quanti-
tativen Aflatoxinbestimmung zu erwarten sind, haben wir mit dem RIA mog-
licherweise eine hochempfindliche Screening-Methode in der Hand. Wieweit diese
beiden neuen (sich erginzenden) Methoden die althergebrachte und vom Aufwand
her einfache Diinnschichtchromatographie in der Aflatoxinanalytik ablsen wer-
den, ist allerdings eine offene Frage.

0

Zusammenfassung

Es wird eine Uebersicht {iber die wichtigsten Methoden der Aflatoxinanalytik gegeben.
Im einzelnen wird eingegangen auf: chemisch-physikalische Eigenschaften der Aflatoxine,
Bestimmungsmethoden fiir B- und G-Aflatoxine in Lebens- und Futtermitteln, Ringver-
suche mit diesen Methoden, Moglichkeiten zur Identifizierung und Analytik der M-
Aflatoxine. Den Abschlufl bildet eine Zusammenfassung der neueren Literatur iiber An-
wendung der Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie und des Radioimmunoassay in der
Aflatoxinanalytik.

Résumé

I1 est donné un aper¢u des méthodes d’analyses les plus importantes des aflatoxines.
Les données suivantes sont traitées en détail: les caractéristiques physico-chimiques des
aflatoxines, les méthodes de dosage des aflatoxines B et G dans les denrées alimentaires et
les fourrages, les études collectives avec ces méthodes, les possibilités d’identification et
d’analyse des aflatoxines M. A la fin du travail 'auteur donne un résumé de la littérature
récente sur ’application de la chromatographie liquide a haute pression (HPLC) et de la
«radioimmunoassay» (RIA) a I'analyse des aflatoxines.

Summary

A review with the most important methods for the analysis of aflatoxins is given. The
following subjects are treated: chemical-physical properties of aflatoxins, estimation
methods for aflatoxin B and G in foodstuffs and feed, collaborative studies with these
methods, possibilities for identification and analysis of aflatoxin M. The application of
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high pressure liquid chromatography (HPLC) and radioimmunoassay for detection of
aflatoxins are discussed.
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