Lebensmittelanalytik m Probenvorbereitung

Schnell und sensitiv

Aflatoxin B1 ab einer Bestimmungsgrenze von 10 ppt analysieren

Aflatoxine sind natiirlich vorkommende Schimmelpilzgifte, die zusammen mit
anderen Mykotoxinen zu den wichtigsten Kontaminanten von Nahrungs- und
Futtermitteln gehdren. Bei der empfindlichen und schnellen Analyse eines

hohen Probenaufkommens hilft moderne Laborautomation.

ei der Analyse von Aflatoxinen
B mussten im Hamburger Labor der

GBA Gesellschaft fiir Bioanalytik
bislang alle Arbeitsschritte manuell
durchgefiihrt werden. Um dem Laborper-
sonal die Arbeit zu erleichtern und den
Aufwand im Routinelabor zu reduzieren,
setzt die GBA nun seit kurzem das modu-
lare Robotik-System Freestyle von LCTech
ein, das dank des so genannten Therm-
elute-Moduls die Probenvorbereitung zur
Mykotoxin-Analytik vollautomatisch
ibernimmt. Da das Gerat direkt mit einer
Standard-HPLC oder einer LC-MS kombi-
niert werden kann, gelangt man vom ge-
filterten und verdiinnten Rohextrakt ohne
manuelle Zwischenschritte bis zum Chro-
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matogramm. So ldsst sich bei der Proben-
aufarbeitung im Labor deutlich Arbeits-
zeit einsparen und die Analysezahlen er-
hihen. Das System verwendet eigens ent-
wickelte Immunecaffinitdtssdulen (Smart-
IAC-Séulen), bei denen nur geringe Pro-
benvolumina zur Analyse notwendig sind,
sowie ein thermisches Verfahren zur De-
naturierung der Toxin-Antikdper-Bindung.
Die Messung in Verbindung mit dem Free-
style und den Smart-Sdulen ist deutlich
empfindlicher als das klassische Verfah-
ren, sodass um ein Zehnfaches niedrigere
Gehalte hestimmt werden kdnnen: Bei der
GBA kann Aflatoxin B1 mittels Thermelu-
te-FLD ab einer Bestimmungsgrenze von
10 ppt bestimmt werden.

.Um den Arbeitsaufwand fiir die Labor-
mitarbeiter zu reduzieren, haben wir uns
fiir den Einsatz eines Freestyle-Systems
bestehend aus der Grundeinheit mit SPE-
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Modul, dem Thermelute- sowie dem Eva-
porations-Modul entschieden. Derzeit set-
zen wir die SPE- und die Thermelute-Ein-
heit fiir die Aflatoxinanalytik ein”, erkldrt
Ingo Hoffmann, Leiter der HPLC-Abtei-
lung bei der GBA. ,Bis zur Verdlinnung der
Extrakte mit PBS-Puffer sind die klassi-
sche Aufarbeitung und die mit dem Free-
style identisch. Der Rest der Analyse er-
folgt nach der Freestyle- und HPLC-Pro-
grammierung dann vollautomatisch”, so
Hoffmann.

Weniger Lésemittel erforderlich

Nach der Extraktion erfolgen die nachsten
Schritte bereits mit dem Freestyle: Als
erstes wird die extrahierte, verdiinnte und
gefilterte Probe iiber das Robotik-System
auf die eigens entwickelten Smart-S3ulen
aufgegeben, die die Standard-Immunoaf-
finitdtssdulen mit einem Fassungsvermo-
gen von 1 bzw. 3mL ersetzen. ,Im Regel-
fall nutzt der Anwender nur ein Aliquot
der aufgereinigten Probe fiir die Injektion
in das Analysegerat, muss aber dennoch
enorm viel Zeit und Ldsemittel fiir die
Probenvorbereitung aufwenden. Bei den
Smart-Saulen hingegen kénnen gegen-
iiber herkémmlichen Bearbeitungsproto-
kollen bis zu 80% an Zeit und Ldsemit-
teln eingespart werden”, sagt Michael
Baumann, Geschaftsfiihrer bei LCTech. Die
Smart-Sdulen verfligen {iber eine Bela-
dungskapazitdt von 100ng Aflatoxin B1
bzw. Ochratoxin A und sind damit AOAC-
kanform (AOAC, Association of Analytical
Communities).

Nach der Anreicherung der Aflatoxine
iiber die Smart-Sdulen werden die Sdulen
erst gewaschen und anschlieRend in einer
Heizbacke erhitzt. Dadurch wird die Bin-
dung zwischen Toxin und Antikdrper auf-
gebrochen, im Gegensatz zu bisherigen
Verfahren wird hierzu kein Losemittel be-
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notigt. Als ndchstes werden die Aflatoxi-
ne mit einer wassrigen Ldsung eluiert und
die abschlieBende HPLC-FLD-Messung
durchgefiihrt.

Zeitersparnis und Sensitivitdt

Die Elution erfolgt dabei direkt in die
HPLC-Probenschleife und zwar als Teilbe-
fiillung mit wassriger Lésung, chne Zwi-
schenschritte wie Evaporation oder Lse-
mittelaustausch. ,Das Injektionsventil
schaltet, die Probe wird auf die Sdule ge-
laden, die Analyten getrennt, danach de-
rivatisiert und im Fluoreszenzdetektor
detektiert”, erldutert Baumann. Mit dem
Freestyle-System konnen HPLCs aller Her-
steller verwendet werden.

Da ein GroBteil der bislang manuellen
Schritte vollautomatisiert durchgefiihrt
wird, reduziert sich die Dauer der Proben-
vorbereitung von bisher rund 90 auf 20
Minuten. Zudem kann, wédhrend die HPLC
die erste Probe analysiert, mit dem Free-
style bereits die ndchste Probe bearbeitet

2 Das modulare Robotik-System
ermaglicht die vollautomati-
sche Mykotoxin-Analytik mit-
hilfe eines so genannten Ther-
melute-Moduls.

werden. Dies kann rund um die Uhr erfol-
gen, manuelle Eingriffe sind dabei nicht
notwendig. ,Da durch das Freestyle-Sys-
tem Arbeitszeit bei der Probenaufarbei-
tung eingespart wird, haben die Mitarbei-
ter mehr Zeit fiir andere Aufgaben, zum
Beispiel das Vorbereiten weiterer Proben-
extrakte”, sagt Hoffmann. ,Der Proben-
durchsatz kann damit bei gleicher Perso-
naldecke stark gesteigert werden. Ich
halte eine Verdoppelung der Probenan-
zahl fiir realistisch.” Bislang konnten im
GBA-Labor pro Woche 180 Analysenldufe
durchgefiithrt werden. Mit dem Freestyle
in Verbindung mit einer LC kdnnen bei
voller Auslastung mehr als 72 Proben am
Tag und damit in der Woche mehr als 500
Proben vollautomatisch vom Extrakt zum
Chromatogramm bearbeitet werden.

Das Freestyle-Gerat wird im GBA-Labor
auch fiir sehr schwierige Proben wie bei-
spielsweise Muskatniisse und Pfeffer ein-
gesetzt. ,Muskatniisse belegen teilweise
die Antikorper der Immunoaffinitatssau-
len, was sich durch Minderbefunde be-
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Das hier beschriebene modulare Robotik-System iibemimmt vollautomatisch die
Probenvorbereitung zur Mykotoxin-Analytik. Da das Gerdt direkt mit einer Stan-
dard-HPLC oder einer LC-MS kombiniert werden kann, gelangt man vom gefilterten
und verdiinnten Rohextrakt ohne manuelle Zwischenschritte bis zum Chromato-
gramm. So ldsst sich Arbeitszeit einsparen und die Analysezahlen auf mehr als
500 Analysenliufe pro Woche erhéhen. Das System verwendet eigens entwickelte
Immunoaffinitdtssdulen, bei denen nur geringe Probenvolumina zur Analyse not-
wendig sind, sowie ein thermisches Verfahren zur Denaturierung der Toxin-Antiko-
per-Bindung. Die Messung ist deutlich empfindlicher als das klassische Verfahren,
sodass deutlich niedrigere Aflatoxin-Gehalte bestimmt werden konnen.
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Current Chromatogram (s)
FLDT A, Ex=365, Em=460 X \HPLC\ROHDATENHPLC 13 (AGILENT 1200 RRLC DAD-FLDRDATAWS07 13IAFLA04-0501 D)
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FLDT A Ex=365, Em=480 (X\HPLO\ROHDATEMHPLC 13 (AGILENT 1200 RRLC DAD-FLONDAT AV 10T13AFLA0S-0901 D)

7917 - Aftatoxin B2
9.307 - Aflatoxin B3
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4 Durch die spezielle Methodik ist die Messung mit dem Freestyle Thermelute deutlich emp-
findlicher als das klassische Verfahren, sodass um ein Zehnfaches niedrigere Toxin-Gehalte
bestimmt werden kdnnen: Bei der GBA kann Aflatoxin B1 mittels Thermelute-FLD ab einer
Bestimmungsgrenze von 10 ppt bestimmt werden. Exemplarisch Chromatogramme von
Quittenkernen (oben) und Reis (unten).

merkbar macht. Pfeffer enthilt eine Reihe
von Substanzen, die die Chromatographie
storen, Dies kann zu falsch positiven Be-
funden fiihren”, erkldrt Hoffmann. Durch
die Reduktion der Matrixbeladung kénnen
diese Effekte kompensiert werden. Ein
wesentlicher Vorteil des Freestyle liegt
zudem darin, dass die Messung durch die
spezielle Methodik mit dem Freestyle
Thermelute deutlich empfindlicher ist als
beim klassischen Verfahren, sodass um
ein Zehnfaches niedrigere Gehalte be-
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stimmt werden kdnnen. Die extreme Er-
hohung der Sensitivitdt wird durch die
Direktinjektion bzw. Elution von der S3u-
le in die Probenschleife der HPLC erzielt.
»Ein quantitativer Nachweis im Bereich
von 10 ppt fiir Aflatoxin B1 und 30 ppt fiir
Ochratoxin A kann mit einem modernen
Fluoreszenzdetektor erreicht werden”, er-
ldutert Baumann. ,Es ergehen sich ver-
gleichbare und leicht interpretierbare
Chromatogramme unabhidngig von der
Matrix.” Die hohe Empfindlichkeit l3sst

Bild: GBA Gesellschaft fiir Bioanalytik GmbH
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DIGITAL: Mehr zu diesem Thema finden

Sie unter dem Stichwort ,Mykotoxine” auf
www.laborpraxis.de.

EVENTS: Besuchen Sie LCTech auf der
diesjahrigen Analytica vom 1. bis 4, April in
Miinchen: Halle A2, Stand 400B.

SERVICES: Mehr Informationen zu den gesetz-

* lichen Grundlagen der Analytik finden Sie un-

ter www.lctech.de/de/gesetztliche-grundlage.

auch noch die geringsten Spuren von My-
kotoxinen erkennen. Damit ist die Be-
stimmungsgrenze der Toxine leicht zu
erreichen, was auch die Messung weit ge-
ringerer Toxinmengen erméglicht, als in
der gesetzlichen Regulation vorgesehen.
Gleichzeitig garantiert dies, beispielswei-
se bei Babynahrung, eine besonders hohe
Sicherheit und einen Uberblick iiber die
tatsdchlich vorhandenen Belastungen.

Racks ermoglichen Flexibilitdt

Zudem zeichnet sich das Robotikgerdt
durch ein einfaches und flexibles Hand-
ling aus. Das System kann trotz Aufriis-
tung mit dem Thermelute-Modul auch fiir
génzlich andere SPE-Anwendungen ver-
wendet werden - ohne jeglichen Umbau,
~Beim Freestyle gibt es nur eine Plattform
auf der verschiedene Racks fiir verschie-
dene ProbengefaRe - von 1mL-Vials his
zu 1L-Flaschen - kambiniert werden kon-
nen, je nach Bestiickung sind bis zu 180
Proben pro Probensequenz méglich”, so
Baumann. Die Racks lassen sich einfach
einhdngen, ein spontaner Nutzungswech-
sel ist so innerhalb kiirzester Zeit még-
lich. In der Software miissen dann ledig-
lich Einhdngeposition und Racktypus mit
wenigen Mausklicks verbunden werden,
Position, Abmessung und Volumina der
Gliser sind dadurch bereits eindeutig
identifiziert. Auch alle handelsiiblichen
SPE-Sdulen im Standardformat 1mL bis
15mL sowie verschlossene Immunaffini-
tatssaulen sind ber Adapter mit dem
System kompatibel. [

---> www.laborpraxis.de/specials/
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