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Einfache Ochratoxin-A-Bestimmung
in Lebensmitteln

A Simple Determination of Ochratoxin A in Foods

U. Baumann und B. Zimmerli
Bundesamt fiir Gesundheitswesen, Bern

Einleitung

Verschiedene Aspergillus- und Penicillium-Arten sind in der Lage, Ochratoxi-
ne zu bilden. Als toxikologisch bedeutsamstes Ochratoxin erwies sich das Ochra-
toxin A. Gegeniiber allen eingesetzten Testtieren zeigte Ochratoxin A eine ausge-
prigte Nephrotoxizitit (1). Auch teratogene und immunsuppressive Eigenschaf-
ten werden dem Ochratoxin A nachgesagt (2, 3). Ob Ochratoxin A zusitzlich
noch eine kanzerogene Potenz aufweist, ist sehr umstritten (4).

Ochratoxin bildende Pilze wie Aspergillus ochraceus und Penicillium viridi-
catum sind ubiquitir und kénnen hiufig aus Lebens- und Futtermitteln isoliert
werden. Fiir die Ochratoxinbildung in kiithleren Klimazonen scheinen die psy-
chrotrophen Vertreter der Gattung Penicillium vorwiegend verantwortlich zu
sein (5). Als kritische Lebensmittel erwiesen sich die Cerealien und die Niisse (6).
Durch die Verfiitterung von mit Ochratoxin A kontaminierten Futtermitteln
konnten nicht unerhebliche Riickstinde in Schlachtschweinen nachgewiesen
werden (1). Die hochsten Ochratoxin-A-Konzentrationen wurden in den Nieren
gefunden. Krogh (7, 8) gelang es, die im skandinavischen Raum hiufig auftreten-
de Nephropathie bei den Schweinen mit dem Vorkommen von Ochratoxin in
den Futtermitteln zu korrelieren. In Dinemark fiithrten diese Erkenntnisse zu ei-
ner gesetzlichen Regelung. Danach wird der gesamte Schlachttierkorper verwor-
fen, wenn der Ochratoxin-A-Gehalt der Nieren iiber 25 ug/kg liegt. Betrigt der
Ochratoxin-A-Gehalt der Nieren mehr als 10 ug/kg, werden nur die Nieren und
die Leber verworfen (16).

Krogh (9, 10) war es denn auch, der 1976 einen Zusammenhang zwischen der
Ochratoxinkontamination der Nahrungsmittel mit den in Jugoslawien, Ruma-
nien und Bulgarien hiufig auftretenden fatalen Nierenschiden beim Menschen
(endemische Nephropathie des Balkans) postulierte.

Der saure Charakter des Ochratoxins A sowie seine intensive Fluoreszenz be-
giinstigen dessen spurenanalytische Erfassung in Lebens- und Futtermitteln. Die
nachfolgend publizierten Methoden wurden in Anlehnung an die Arbeit von
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Bauer et al. (11) sowie die AOAC-Methode 26.096 (1980) entwickelt. Mit Hilfe
dieser Methoden wurden verschiedene pflanzliche und tierische Lebensmittel
des Schweizer Marktes auf die Anwesenheit von Ochratoxin A untersucht.

Experimentelles

Analysenmethode

Aufarbeitung von pflanzlichen Lebensmitteln

40,0 g fein zerkleinertes Probematerial werden in eine 250-ml-Serumflasche
eingewogen, mit 150 ml Chloroform und 20 ml 0,1 M Phosphorsiure versetzt
und kriftig gemixt. Durch Zentrifugieren wird eine saubere Phasentrennung er-
reicht. 100,0 ml der klaren Chloroformlésung werden gewonnen und auf eine wie
folgt beschrieben vorbereitete Extrelutsiule aufgegeben:

Bereitung der Extrelutsiule: 7 g Extrelut-Nachfiillmaterial werden in einem
Becherglas mit 10 ml wisseriger 1%iger Natriumbicarbonatlésung gleichmissig
benetzt. Das befeuchtete Adsorbens wird in eine verkiirzte Extrelutsiule einge-
fillt, durch Klopfen verdichtet und der Stempel aufgesetzt. Am Ausfluss wird ein
Hahn angebracht.

Nach dem langsamen Durchfliessen des Chloroformextraktes wird die Siule
noch 2mal mit je 40 ml Chloroform gespiilt und hernach ausgeblasen. Die erhal-
tenen Eluate werden verworfen. Der Ausflusshahn wird verschlossen, der Stem-
pel entfernt und eine Mischung aus 30 ml Chloroform und 1 ml 100%q1ger Amei-
sensaure auf die Siule gegeben und mit einem Glasstab vollstindig gemischt. In
einen Spitzkolben wird die Losung ablaufen gelassen. Nach dem Aufsetzen des
Stempels und leichter Komprimierung der Sdulenpackung wird 2mal mit je 40 ml
Chloroform gespiilt. Die Spiillosungen werden ebenfalls im Spitzkolben aufge-
fangen. Die vereinigten Eluate werden am Rotavap bei 40 Grad Celsius und Was-
serstrahlvacuum zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird in 1,00 ml Metha-
nol aufgenommen und ist bereit fiir die HPLC-Analyse.

Aufarbeitung von tierischen Lebensmitteln

In eine 500-ml-Serumflasche werden 25,0 g tierisches Lebensmittel eingewo-
gen, mit einer Mischung aus 190 ml dest. Wasser, 10 ml 1 n Salzsiaure und 4 g Ma-
gnesiumchlorid (MgCl, 6 H,0) versetzt. Nach Zugabe von 100 ml Chloroform
wird 10 Minuten gemixt. Die Serumflasche wird 10 Minuten bei 2000 U/min zen-
trifugiert und die klare wisserige Losung verworfen. Das Chloroform enthaltende
Gel wird in einen 250-ml-Zentrifugenbecher iibergefiithrt und 20 Minuten bei
10 000 U/min zentrifugiert. 50,0 ml der klaren Chloroformphase werden auf eine
wie 1m vorgehenden Kapitel beschrieben hergestellte Siule aufgegeben und wie
dort beschrieben weiter verarbeitet.
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HPLC-Bedingungen

Saule: Spherisorb ODS 2, Korngrosse 5 um, 4,6 X 250 mm (Bischofft,
Leonberg)
Vorsaule: LiChrosorb RP-18 Kartusche, 4,6 X 30 mm (Kontron)

Mobile Phase: 45% Acetonitril, 55% Wasser/Essigsaure (41:2 v/v)
Fluss: 1 ml/min
Detektor: Perkin-Elmer Spektralfluorimeter 650-10S (flow-cell); Anregungs-
wellenlinge 330 nm, Emmissionswellenlinge 460 nm
Injektionsvol.: 10 Mikroliter bei Cerealienproben
20 Mikroliter bei tierischen Proben
Schreiber/
Integrator: Integrator 3390 A, Hewlett Packard
Standard-Ver-
gleichslosung: 0,1 ng Ochratoxin A (Sigma)/Mikroliter Methanol
Retentionszeit: 13 Minuten
Auswertung: mit Hilfe der externen Standard-Vergleichslosung

Bestdtigung positiver Befunde

Zur Absicherung positiver Befunde wurde das Ochratoxin A in den Methyl-
ester tibergefiihrt und erneut der HPLC-Analyse unterworfen. Die Veresterung er-
folgte exakt nach der von Bauer et al. (11) publizierten Methode. Dazu wurden
500 Mikroliter, die Hilfte des methanolischen Probenextraktes, mit 5 ml Chloro-
form und 10 ml Bortrifluorid-Methanol-Komplex (Merck Art. 801663) versetzt
und 5 Minuten am Riickfluss im Wasserbad gekocht. Anschliessend wurde 30 ml
dest. Wasser zugefiigt und die Probe dreimal mit je 10 ml Chloroform ausge-
schiittelt. Die Chloroformextrakte wurden vereinigt und zweimal mit je 10 ml
dest. Wasser gewaschen. Die Chloroformphase wurde eingedampft, der Riick-
stand in 500 Mikroliter Methanol aufgenommen und der HPLC-Analyse unter-
worfen. Ochratoxin-A-Methylester hat unter den beschriebenen chromatographi-
schen Bedingungen eine Retentionszeit von 32 Minuten.

Resultate und Diskussion

Die Wiederfindung von Ochratoxin A aus den verschiedensten Matrizes be-
trug immer mehr als 80%. Die Nachweisgrenze der Methode betrigt weniger als
0,1 ug/kg (3mal Rauschen).

Abbildung 1 zeigt ein fiir Cerealienproben typisches Chromatogramm.

Pflanzliche Lebensmittel

In Tabelle 1 sind die in pflanzlichen Lebensmitteln gefundenen Ochratoxin-
A-Gehalte zusammengestellt.
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1 Abb. 1. HPLC, Bedingungen siehe Text
1 = Ochratoxin A
A Standard-Vergleichslosung, enthal-
tend 1,2 ng Ochratoxin A
B Hartweizenprobe mit einer Ochra-
( ' l | . toxin-A-Konzentration von
0 5 10 15 min 1,2 ug/kg

Den Daten aus Tabelle 1 ist zu entnehmen, dass in Weizenruchmehl regel-
missig Ochratoxin A nachgewiesen werden konnte, jedoch lediglich in dusserst
geringen Konzentrationen. Auch in 3 von 5 Weizenkleieproben war Ochratoxin
A eben nachweisbar. Dass dann Brot Ochratoxin A enthalten kann, ist nicht wei-
ter iberraschend, da Ochratoxin A als thermostabiles Mycotoxin bekannt ist (12).
Geringfigig hohere Ochratoxin-A-Konzentrationen als im Weizenruchmehl wur-
den in Hartweizengriess festgestellt. Es war dann auch nicht weiter erstaunlich,
dass in Teigwaren ebenfalls regelmissig Ochratoxin A im tiefen ug/kg-Bereich
angetroffen wurde.

Die punktuellen Untersuchungen weiterer Cerealienproben wie Haferflocken,
Gerste, Mais und Reis ergaben ausschliesslich negative Ergebnisse.

Auch die stichprobenweise Untersuchung von Niissen (13 Proben) zeigten le-
diglich negative Befunde.

Von 9 Feigenproben erwiesen sich 8 als nicht kontaminiert, wogegen eine Pro-
be mit 160 ug/kg total aus dem Rahmen fiel. Dieser Befund ist in Ubereinstim-
mung mit Angaben von Miiller (13), der ebenfalls bei der Untersuchung von Fei-
gen vereinzelt auf beachtliche Ochratoxin-A-Konzentrationen stiess.

Tierische Lebensmittel

Tabelle 2 fasst die Resultate der Ochratoxin-A-Konzentrationen in tierischen
Lebensmitteln zusammen.
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Tabelle 1. Ochratoxin-A-Konzentration in pflanzlichen Lebensmitteln

Probe Nr. Ochratoxin-A-Konz.
me/kg
Weizenruchmehl 1 nn'
Weizenruchmehl 2 0,1
Weizenruchmehl 3 0,1
Weizenruchmehl 4 0,3
Weizenruchmehl 5 0,3
Weizenruchmehl 6 0,3
Weizenruchmehl 7 0,3
Weizenruchmehl 8 0,4
Weizenruchmehl 9 0,4
Weizenruchmehl 10 0,4
Weizenruchmehl 11 0,5
Weizenruchmehl 12 0,9
Weizenruchmehl Ik 1,9
Weizenkleie 1 nn
Weizenkleie 2 nn
Weizenkleie 3 0,2
Weizenkleie 4 0,2
Weizenkleie 5 0,8
Brot 1 nn
Brot 2 0,2
Hartweizengriess 1 0,8
Hartweizengriess 2 1,5
Hartweizengriess 3 1,6
Hartweizengriess 4 2,7
Teigwaren 1 0,2
Teigwaren 2 0,3
Teigwaren 3 0,6
Teigwaren 4 1,0
Teigwaren 5 1,0
Teigwaren 6 2
Teigwaren 7 1,3
Teigwaren 8 1,5
Teigwaren 9 3,1
Teigwaren 10 3,5
Haferflocken 1-2 nn
Gerste 1—6 nn
Maisgriess 1—4 nn
Pop Corn 1=2 nn
Vollreis 1 nn
Erdniisse 1-3 nn
Haselniisse gemahlen 1-5 nn
Mandeln gemahlen 1=5 nn
Feigen 1-8 nn
Feigen 9 160
Datteln 1-2 nn

' nn = nicht nachweisbar, das heisst weniger als 0,1 ug/kg
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Tabelle 2. Ochratoxin-A-Konzentration in tierischen Lebensmitteln

Produkt Nr. Ochratoxin-A-Konz.
g/ kg
Brithwiirste 1—-11 nn'
Brihwirste 12 0,8
Nieren 1—24 nn
Nieren 25-35 0,1-0,2
Nieren 36 0,3

nn = nicht nachweisbar, das heisst kleiner als 0,1 ug/kg

Lediglich in einer von zwolf Brithwiirsten konnte Ochratoxin A mit 0,8 ug/kg
nachgewiesen werden. Uber das Vorkommen von Ochratoxin A in Brithwiirsten
berichteten auch Scheurer und Leistner (14). Sie konnten zeigen, dass das Auftreten
von Ochratoxin A in Brithwiirsten durch die Verwendung von kontaminiertem
Blutplasma bedingt ist.

Bei den Nieren war in einem Drittel der Proben Ochratoxin A eben nachweis-
bar. Die festgestellten Gehalte lagen im Durchschnitt eher tiefer als die von
Scheurer und Leistner (15) bei einer Untersuchung in Deutschland gefundenen
Ochratoxin-A-Konzentrationen.

Dank

Fir die Beschaffung der Nieren mochten wir Herrn Dr. G. Hunyady herzlich danken.
Dank gebiihrt auch Frau /. Schmid tur die gewissenhafte Durchfithrung der praktischen
Arbeiten.

Zusammenfassung

Mit Hilfe einfacher Probenaufarbeitungsverfahren und HPLC wurden pflanzliche und
tierische Lebensmittel des Schweizer Marktes auf die Anwesenheit von Ochratoxin A un-
tersucht. Praktisch in allen Weizenruchmehlen konnte das Toxin eben nachgewiesen wer-
den (Nachweisgrenze < 0,1 ug/kg). Hartweizengriess sowie Teigwaren enthielten im Durch-
schnitt ca. 3mal hohere Ochratoxin-A-Gehalte als Weichweizenruchmehl. In Feigen konn-
te punktuell eine beachtliche Ochratoxin-A-Konzentration von 160 ug/kg beobachtet wer-
den. Bei den tierischen Lebensmitteln (Brithwiirste und Nieren) konnte in 27% der Proben
Ochratoxin A nachgewiesen werden, jedoch lagen alle positiven Werte unter 1 ug/kg.

Résumé

Pour la détermination de I’ochratoxine A (OA) dans les denrées alimentaires, une mé-
thode rapide par HPLC, avec détection par fluorescence est décrite. Elle est basée sur une
simple purification au moyen d’Extrelut®, en exploitant les propriétés acides de ’OA (taux
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de récupération > 80%, limite de détection = 0,1 ug/kg). Pour confirmer les résultats, 'OA
est convertie en son ester méthylique, qui est alors dosé quantitativement.

Cette méthode a été appliquée a I’analyse d’au total 121 échantillons de denrées alimen-
taires surtout prélevés chez le détaillant (céréales, noix, rognons de porc, saucisses, figues
séchées et dattes). Les concentrations d’OA dans la plupart des farines bises (z = 13),
proches de la limite de détection, étaient en moyenne de 0,5 ug/kg (entre < 0,1 et 1,9 ug/
kg). Dans les farines de blé dur (z = 14), la concentration moyenne mesurée était env. 3 fois
supérieure (entre 0,2 et 3,5 ug/kg). La plus haute concentration d’OA (160 ug/kg) a été
trouvée dans un échantillon de figues séchées, alors que dans les autres échantillons de fi-
gues (7 = 8), POA n’a pas été détectée. Seulement Y/; environ des produits carnés analysés
(rognons de porc (z = 36), saucisses (7 = 12)) contenaient de I’OA, les teneurs de tous les
échantillons positifs étant inférieures a 1ug/kg.

Summary

For the determination of ochratoxin A (OA) in foods a rapid HPLC method with fluo-
rescence detection is described. It is based on a simple clean-up procedure with Extrelut®
which profits of the acid properties of OA (recovery > 80%, detection limit = 0.1 ug/kg).
For confirmation purposes OA is converted to the methyl ester and measured quantitative-
ly as such.

The method has been applied to the analysis of a total of 121 food samples mainly taken
at the retail level (cereals, nuts, kidneys, sausages, dried figs and dates).

Most of the brown flour samples (#» = 13) contained OA in amounts near the detection
limit, on an average 0.5 ug/kg (range < 0.1—1.9 ug/kg). In products made from durum (» =
14) the average concentration as measured was about 3 times higher (range 0.2—3.5 ug/kg).
The highest measured OA concentration was found in one sample of dried figs (160 ug/kg);
in the rest of the fig samples (» = 8) OA was not detectable. In only about '/, of the analy-
zed meat products (pig kidney, » = 36; sausages, » = 12) OA was detectable. The concentra-
tions of all positive samples were below 1 ug/kg.
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