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Zusammenfassung

Es wird eine Methode zur Bestimmung von T-2- und HT-2-Toxin in Getreide und Getreideerzeug-

nissen mittels LC-MS/MS nach automatisierter Reinigung an Immunoaffinitatssaulen beschrieben.

Summary

This paper describes a method of the determination of T-2- and HT-2-Toxin in cereal grains and
cereal-based foods by high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry after

automated immunoaffinity clean-up.
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Einleitung

Viele Fusarien — Fusarien sind allgemein verbreitete Bodenpilze — produzieren eine Reihe
verschiedener Mykotoxine, die der Gruppe der Trichothecene angehéren, wie zum Beispiel
Deoxynivalenol (DON), Nivalenol (NIV), T-2-Toxin und HT-2-Toxin, sowie weitere Toxine
(Zearalenon und Fumonisine). Fusarien kommen haufig auf Getreide in den gemaligten Zonen
Amerikas, Europas und Asiens vor. Mehrere der Toxin bildenden Fusarien kdnnen in unter-
schiedlichem Malde zwei oder mehr dieser Toxine bilden.

Die Toxizitat von T-2-Toxin und dem Hauptmetaboliten HT-2-Toxin wurde 2001 vom Wissen-
schaftlichen Lebensmittelausschuss (Scientific Committee on Food -SCF-) bewertet. Sehr kritisch
werden vor allem die allgemeine Toxizitat, die Hdmato- sowie die Immunotoxizitdt von T-2-Toxin
beurteilt.

Der TDI-Wert betragt flr beide Toxine 0,06 pg/kg Koérpergewicht pro Tag [1] [2]. Fur die
Bestimmung von T-2- und HT-2-Toxin lagen uns verschiedene Methoden vor, die nach
Anreicherung und Separation an Immunoaffinitatssaulen (IAC) [3] [4] [5] mit anschlieRender HPLC

T-2- und HT-2-Toxin nach Vorsaulenderivatisierung mit Fluoreszenzdetektion bestimmen. Weitere

-


http://www.analytik-news.de/
http://www.dlr-online.de/
http://www.analytik-news.de/

'y EWS

ALY www.analytik-news.de Publikationsdatum: 05.08.2010

Methoden beschreiben die Aufreinigung Uber Festphasensaulen (MycoSep™-Kartuschen) mit
anschlieBender HPLC-MS/MS [6] [7] [8] [10] [11] [12] [13]. Wir haben uns entschieden, die
Aufreinigung an Immunoaffinitadtssdulen mit der HPLC-MS/MS zu kombinieren, da wir bei der
Bestimmung von Mykotoxinen routinemafig gute Erfahrungen mit IAC-S&ulen gemacht haben.
Durch die Messung mit der HPLC-MS/MS werden matrixbedingte Interferenzen und die
aufwendige Derivatisierung vermieden. Weiterhin sind Nachweis- und Bestimmungsgrenze
zufriedenstellend. Um die Effektivitat der Aufreinigung bei guter Reproduzierbarkeit zu steigern,

wurde die Reinigung an Immunoaffinitdtssdulen automatisiert.

Material und Methode

Chemikalien

T-2 Toxin Standard z.B. von Fa. Biopure Referenzsubstanzen GmbH, 5 mg,
Bestell-Nr. BRM 001011

HT-2 Toxin Standard z.B. von Fa. Biopure Referenzsubstanzen GmbH, 5 ml,
Bestell-Nr. BRM 002036

Ammoniumacetat z.B. Fractopur Merck Art.-Nr. 1.16103

Acetonitril gradient grade, Merck Art.-Nr. 1.00030

Methanol picograde fur die Extraktion Promochem Art.-Nr. SO-1263-B040
Methanol gradient grade, Merck Art.-Nr. 1.00030

NaCl, Merck Art.-Nr. 1.064.04

Osmosewasser, Herstellung Millipore-Anlage

Methanol/Wasser Gemisch, 90 Vol.T/10 Vol.T

Gerateparameter

Die HPLC/MS/MS-Anlage setzte sich aus einer HPLC-Anlage der Serie Alliance 2695 mit
quaternarer Pumpe, Autosampler, Mikrodegasser und Saulenthermostat und einem
Massenspektrometer Quattro Micro der Firma Waters (Eschborn) zusammen. Verwendet wurde
eine HPLC-Saule Synergi™ Polar-RP® der Firma Phenomenex (Aschaffenburg). Diese Saule
gehort nicht zu den klassischen Alkylsaulen. Das Adsorbens enthélt eine kurze Alkylkette (C3) mit
eingebauter Ethergruppe (,embedded Phase®), polarer Endgruppe (Phenyl) und hydrophilem
Endcapping. Die PartikelgroRe betragt 4 um bei einer PorengréRe von 80 A. lhre Léange betrug 150
mm und ihr Innendurchmesser 2 mm. Als Vorsaule wurde ein Security-Cartridge-System von
Phenomenex (Aschaffenburg) benutzt, das hochreines C-18 Material enthalt (2 mm Lange, 2 mm

Durchmesser).
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Chromatographie

Eluent A: Osmosewasser

Eluent B: Acetonitril

Eluent C: 50 mmol Ammoniumacetat pH 5
Gradient: [%]

Zeit [min] |A B Cc Flussrate [ml/min]
0 60 20 20 0,2
10 0 80 20 0,2
10 0 80 20 0,1
15 0 80 20 0,1
16 60 20 20 0,2
20 60 20 20 0,2

Saulentemperatur: 30 °C
Injektionsvolumen: 25 pl

Parameter fiir das MS/MS

Das Massenspektrometer wurde mit der Electrospray-lonenquelle (ESI+) zur lonisierung der

Analyten bestickt und im Multiple Reaction Monitoring Modus (MRM) betrieben.

Polarity ES+
Cone Voltage 19V
Source Temperature 120°C
Desolvation Temperature 450°C
Desolvation Gas 600 I/h
Cone Gas 100 I/h

Tabelle 1: Einstellungen der Parameter der lonenquelle

Komponente |Channel Reaction Dwell Cone Collision
[sec] [V]
HT-2 1 442,3 > 263,2 0,3 15 15
HT-2 2 442.3 > 215,2 0,3 15 13
T-2 3 484,2 > 215,2 0,1 19 20
T-2 4 484,2 > 245,2 0,1 19 14

Tabelle 2: MRM Experimente der Funktion 1, Inter Channel Delay: 0,02 sec, RT Window: 8 bis 20 min

Als Quantifizierungsspur wird fir HT-2-Toxin das lonenmassenpaar 442,3/263,2 m/z; als
Bestatigungsspur das lonenmassenpaar 442,3/215,2 m/z herangezogen. Fur T-2-Toxin wird als
Quantifizierungsspur das lonenmassenpaar 484,2/215,2 m/z, als Bestatigungsspur das lonen-

massenpaar 484,2/245,2 m/z herangezogen.
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Aufarbeitung

50 g der gemahlenen Probe + 1 g NaCl werden in einen Erlenmeyerkolben eingewogen, mit
100 ml Methanol/Wasser 90:10 (v/v) versetzt und 2 min. bei mittlerer Geschwindigkeit mit dem
Ultra Turrax homogenisiert. Der Extrakt wird 10 min. bei ca. 8000 U/min. zentrifugiert. Vom
Uberstand werden 10 ml abgenommen und mit 40 ml Wasser gemischt und filtriert.

10 ml des Filtrats werden auf die Immunoaffinitatssaule (EASI-EXTRACT® T-2 and HT-2,
Fa. R-Biopharm Rhoéne LTD) gegeben.

Die Probe wird mit 1 bis 2 ml/min. durch die Saule laufen gelassen (schwaches Vakuum ca. 750
mbar), anschlieBend mit 10 ml Wasser bei 2 ml/min. gespilt und 1 min. trocken gesaugt. Die
Elution erfolgt mit 2 ml Methanol.

Das Eluat wird in einem 10 ml Reagenzglas mit Schliff aufgefangen (ca. 1-2 Tropfen/sec.) und das
Methanol im Nx-Strom bei 55 °C eingeengt. Der Rickstand wird mit 1,5 ml HPLC-Eluent
aufgenommen (Ultraschall!).

Die Quantifizierung erfolgte durch externe Kalibrierung im Bereich von 1 — 100 ng/ml HT-2- bzw.
T-2-Toxin. Die Anwendbarkeit der Methode wurde durch Aufarbeitung und Analyse einer dotierten
analytfreien Probe Haferflocken im Bereich von 2-50 ug/kg HT-2- bzw. T-2-Toxin Uberpriift.

Es wurden die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen nach DIN 32645 und die mittleren
Wiederfindungen ermittelt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt.

Analyt Nachweisgrenze | Bestimmungsgrenze Mittlere
[ug /kg] [ng/kg] Wiederfindung
[%]
T-2-Toxin 2 5 99
HT-2-Toxin 5 20 109

Tabelle 3: Ermittelte Nachweis- und Bestimmungsgrenzen und Wiederfindungen (manuelle Reinigung)

Automatisierung der Aufreinigung liber Immunoaffinitiatssaulen

Die unter Aufarbeitung beschriebenen Schritte der Aufreinigung an Immunoaffinitatssaulen wurden
mit dem ASPEC™ XLi der Fa. Gilson International, Bad Camberg durchgefihrt. Es handelt sich
dabei um ein Probenvorbereitungssystem fir die automatisierte Festphasenextraktion. Alle Schritte
der Extraktion Uber Immunoaffinitatssaulen sind mit Hilfe dieses Systems automatisiert moglich:
Konditionieren der Saule, Beladen, Waschen und Eluieren. In Abbildung 1 sind mit Hilfe eines
Fliessdiagramms die Schritte der Extraktion und Aufreinigung bis zur sich anschlieRenden HPLC-
MS/MS schematisch dargestellt, wobei die durch das ASPEC-System durchgefihrten Reinigungs-
schritte durch die Angabe ,ASPEC ™ XLi* hervorgehoben sind.
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Abbildung 1: Arbeitsschritte

Ergebnis

Es wurden die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen nach DIN 32645 und die mittleren

Wiederfindungen ermittelt. Dazu wurden wie bei der manuellen Methode Dotierungsversuche

entsprechend durchgeflhrt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt.

Analyt Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze Mittlere
[ng /kg] [ng/kg] Wiederfindung
[%]
T-2-Toxin 1 109
HT-2-Toxin 2 84

Tabelle 4: Ermittelte Nachweis- und Bestimmungsgrenzen und Wiederfindungen (automatisierte Reinigung
mit ASPEC XLi)

Vergleich manuelle/automatisierte Aufreinigung

Der Vergleich der automatisierten zur manuellen Methode ergab Folgendes:

Die analytischen Ergebnisse beider Methoden zeigen eine sehr gute Vergleichbarkeit. Die

Automatisierung bietet eine sehr gute Reproduzierbarkeit, der Probendurchsatz kann gesteigert
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werden und es resultiert ein Zeitgewinn, da das Gerat quasi ,alleine” arbeitet und nicht, wie bei der

manuellen Aufreinigung, ,beobachtet” werden muss. Die Effizienz des Labors kann erhéht werden.

Weiterhin liegen die ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen bei der automatisierten

Methode niedriger als bei der manuellen Methode.
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