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Einleitung

Ochratoxin A (OTA) wird von Pilzen der Gattung Penicillium verrucosum und
Aspergillus ochraceus gebildet und ist hauptsichlich in Getreide und Getreideprodukten
sowie Kaffee, Bier, Wein und Traubensaft zu finden. Die iiberwiegend am Balkan
auftretenden Nephropathien werden mit der toxischen Wirkung von OTA in
Verbindung gebracht. Des Weiteren hat OTA mutagene, kanzerogene, teratogene sowie
immunsuppressive  Wirkungen. Im Zusammenhang mit dem Nachweis von
Mykotoxinen in Lebensmittel wird auch immer wieder die Eignung der angewandten
Probenahmeverfahren aufgrund der heterogenen Verteilung diskutiert. Die
Probenahmeverfahren fiir Mykotoxine in Lebensmitteln (die Beprobung von
GroBpartien sowie die Beprobung im FEinzelhandel) sind im Rahmen der EU-
Verordnung 401/2006 geregelt [2]. Im Allgemeinen werden Lebensmittel in
GroBpartien manuell beprobt. Im Rahmen eines EU-Projektes (www.biotracer.org)

wurden manuelle und automatische Probenahme verglichen.

Bei Mykotoxinen wird zwischen Feld und Lagerpilzen unterschieden, wéhrend
Feldpilze, das wachsende Getreide am Feld befallen konnen, kommen Lagerpilze vor
allem in unsachgemifl gelagerten Lebens- und Futtermitteln vor. Diese Lagerpilze

treten in so genannten ,hot-spots* auf. Wihrend der GroBteil der Charge kaum bis gar



nicht mit Mykotoxinen kontaminiert ist, findet man an einigen wenigen Stellen groB3e
Mengen des entsprechenden Mykotoxins. Gerade dies erschwert die Entnahme einer
reprasentativen Probe sowie Probenvorbereitung. Die Probenahme von mykotoxin-
kontaminiertem Lebensmitteln ist von Seiten der EU geregelt [3,4]. Normalerweise
erfolgt die Probennahme manuell. Jedoch zeichnet sich eine automatische Probenahme
durch die Moglichkeit aus, dass eine groBlere Anzahl an Einzelproben und somit eine

reprasentativere Sammelprobe gezogen werden kann.

Material & Methoden

Um sicherzustellen, dass die zu untersuchende Gerste auch tatsdchlich OTA enthilt
wurde sie mit Penicillium verrucosum inokuliert und iiber mehrere Wochen die Bildung
des OTA kontrolliert. Nach erfolgreicher Inokulation erfolgte die manuelle Probenahme
mit Probennahmelanzen. Die automatische Probenahme hingegen erfolgte mit einem
kommerziell erhiltlichen Sampler (Tagumatic), der wihrend der Umladung der Charge
eingesetzt wird und somit Einzelproben in definierten Abstinden entnimmt. Es wurden
jeweils 8 Sammelproben (in duplikate) zu je 4.5 kg gezogen. Die Sammelproben
wurden daraufhin mit einer RAS® (Romer Analytical Sampling) Miihle zu jeweils 4
Laborproben (a 500g) gesplittet, wobei von jeder Sammelprobe nur 2 Laborproben
analysiert wurden. Die Laborproben wurden anschlieBend mittels ,fractional
shovelling* reduziert um den Fehler der Probenvorbereitung moglichst gering zu halten.
Die Analyse der Proben erfolgte in Doppelbestimmung. Die rund 25g wurden mit je 4
ml Extraktionslosung (ACN/H,O, 60/40, v/v) pro g Probe extrahiert. Danach wurde ein
Aliquot (4 ml) entnommen und mit PBST verdinnt und auf die
Immunaffinitdtssdulchen (OtaCLEANTM, LC Tech) aufgebracht. Nach einem
Waschschritt mit H,O erfolgte die Elution mit MeOH. Nach Entfernen des
Elutionsmittels wurde der Riickstand in mobiler Phase wieder aufgenommen und
mittels HPLC-FLD bestimmt. Die Auswertung der Signale und deren Quantifizierung

erfolgte mittels Stratos® Version 4.5.



Abbildung 1: Chromatogramm einer mit OTA kontaminierten Gerste (conc. 3.8

ng/kg)
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Ergebnisse und Diskussion

Nach Inokulation mit P. verrucosum konnte nach ca. 5 Wochen Ochratoxin A Bildung

festgestellt werden und nach 12 Wochen konnten OTA-Konzentrationen weit iiber dem

EU-Grenzwert festgestellt werden (Abbildung 2) [2].

Abbildung 2: Bildung von OTA in Gerste nach Inokulation mit Penicillium
verrucosum
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Wihrend bei der manuellen Probenahme eine starke Variation der Einzelproben
festgestellt werden konnte (1.86 bis 90.23 pg/kg), variierten die OTA-Konzentrationen
bei der automatischen Probenahme nur von 11,12 — 24,84 ug/kg. Eine Ubersicht iiber

die gemessenen OTA Konzentrationen ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: OTA Konzentrationen der gezogenen Proben bei manueller und
automatischer Probenahme (ug/kg)

Manuelles Sampling

xM SD
AIA AIB A2A A2B BIA BIB B2A B2B sample

M1 35,50 31,95 41,75 28,90 30,72 30,41 37,79 39,09 34,51
M2 2,02 221 382 35 1,86 2,13 279 284 2,65
M3 11,77 7,69 12,31 11,62 8,87 9,72 13,58 15,66 11,40
M4 14,64 19,02 16,81 16,93 1891 15,40 15,68 15,87 16,66
M5 35,06 35,51 27,31 23,68 18,29 19,03 22,39 18,32 24,95
M6 90,23 78,50 86,56 67,05 77,51 79,87 73,83 62,15 76,96
M7 9,89 10,24 17,40 19,44 13,93 12,45 22,59 14,23 15,02
M8 23,55 28,55 17,98 15,08 20,89 18,21 19,17 20,13 20,45

Charge 25,33 22,88
Automatisches Sampling
xM SD
AIA AIB A2A A2B sample
Al 21,57 17,53 12,36 18,34 17,45
A2 14,74 23,89 15,85 24,84 19,83
A3 14,07 15,70 18,66 14,39 15,70
A4 20,08 18,10 12,37 14,64 16,30
AS 11,12 12,79 14,13 17,67 13,93
A6 21,87 21,26 13,51 18,30 18,74
A7 17,70 20,14 22,46 21,58 20,47
A8 18,15 18,25 18,17 18,44 18,25
Charge 17,58 2,20

Hiermit konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass durch die Verwendung
automatischer Probenahme, die Unsicherheit der Probennahme deutlich reduziert

werden kann.  Allerdings muflite hier auch festgestellt werden, dass



Probenvorbereitungsmethoden einen groen Beitrag zur Messunsicherheit leisten

konnen. Die oft durchgefiihrte Entnahme der Analytischen Probe mit dem Loffel erhoht

den Probenahmefehler. Daher ist auch hier die Verwendung von validierten Methoden

zu empfehlen, zumal von Seiten der EU bei der Angabe der Analyseergebnisse auch die

Angabe der Messunsicherheit sowie der Recovery gefordert wird [1,2].
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