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Abstract 

Determination of Deoxynivalenol in Bread and Beer 

Analytical procedures for the determination of deoxyni- 
valenol (DON) in bread and beer, using enzyme 
immunoassay (EIA) and HPLC methods, were developed. 
For determination of DON by EIA, aqueous raw extracts of 
bread or degassed beer were extracted by liquid-liquid 
partitioning with ethyl acetate, the organic solvent 
evaporated, and the residue redissolved in phosphate 
buffered saline (PBS) for analysis. For determination by 
HPLC (UV detection at 218 nm), DON in bread extracts or 
beer was purified on immunoaffinity chromatographic 
columns. In bread, detection limits for DON of 15pg/kg 
(EIA) and 7pg/kg (HPLC) were achieved, with mean 
recoveries of 81%. In beer, the detection limit for DON was 
2 pg/I both in EIA and HPLC, with recoveries of 91-93%. 
Both methods showed good agreement of the results for 
naturally contaminated sample materials, with r2=0.993 for 
bread and r 2 = 0.823 for beer, respectively. 
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Einleitung 

Den von Schimmelpilzen der Gattung Fusarium gebildeten Mykotoxinen kommt im 
Hinblick auf Vorkommensh/iufigkeit und KontaminationshOhe in Getreide derzeit in 
Mitteleuropa besondere Bedeutung zu. Nach gegenwartigem Wissensstand spielt 
dabei im Lebensmittelbereich (1; 2) das Mykotoxin Deoxynivalenol (DON) eine 
herausragende Rolle. Durch die Festlegung von - vorl/iufigen - tolerierbaren 
Tagesh6chstaufnahmen (temporary Tolerable Daily Intake, tTDI) far eine Reihe von 
Fusarientoxinen (DON: 1 p.g/kg KGrpergewicht und Tag) durch den wissenschaft- 
lichen Ausschuss far Lebensmittel der Europ~iischen Union, sind kiirzlich de facto 
die Grundlagen fOr ktinftige H6chstmengen dieser Toxine in Lebensmitteln gelegt 
worden, welche derzeit innerhalb der EU diskutiert werden. Ftir verzehrsfertige 
Lebensmittel dtirften diese im Bereich yon 100-500 p,g/kg liegen (4). Ftir Bier gibt es 
noch keinen Vorschlag zu H6chstmengenregelungen. 

Brot und Bier stellen aufgrund der durchschnittlichen Verzehrsmengen einen 
erheblichen Anteil am Gesamtverzehr von Getreide dar und sind somit im Hinblick 
auf die Aufnahme von Fusarientoxinen von besonderem Interesse. Bereits in friJheren 
Arbeiten wurden Brot und Bier auf ihren DON-Gehalt untersucht (3, 5) und mit 
erheblicher Inzidenz nachgewiesen. In diesem Beitrag wird die Entwicklung einer 
enzymimmunchemischen Routinemethode zur Bestimmung von DON in diesen 
Matrices beschrieben. Zur Validierung wurden Brot- bzw. Bierproben mittels 
Enzymimmuntest (EIA) bzw. HPLC/UV auf DON vergleichend untersucht. Die 
Arbeiten erfolgten im Rahmen eines vom Bundesministerium for Verbraucherschutz 
und Landwirtschaft gefOrderten Verbundforschungsprojekts, in dem zum einen 
zuverl~issige und praktikable Methoden fOr DON trod Zearalenon in Lebensmitteln 
erarbeitet werden sollen, zum anderen die Belastung von Lebensmitteln mit diesen 
Toxinen repr~sentativ ermittelt werden soil. 

Methodik 

EIA 
Extraktion von Brot: Brot wurde vor der Untersuchung in Wtirfel (ca. 2 x 2 cm) 
geschnitten, das Feuchtgewicht ermittelt und dann far 24 h i m  Trockenschrank 
getrocknet. Nach Ermittlung des Trockengewichts wurden die Brotstticke in einer 
Getreidemtthle fein vermahlen. Zur Untersuchung auf DON wurden jeweils 5 g der 
gemahlenen Probe mit 50ml Methanol/PBS (10:90; v/v) 30rain auf dem 
Magnetrfihrer extrahiert, zentrifugiert (15 min, 1500 x g) und tiber einen 
Papierfaltenfilter filtriert. Von diesem Filtrat wurden 2 ml mit 4 ml Ethylacetat in 
einem Reagenzglas ausgeschtittelt (Vortex), zentrifugiert (15 min, 1500 x g) und die 
obere Phase in einen Rundkolben tiberfahrt. Die untere Phase wurde emeut mit 4 ml 
Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und das 
L6sungsmittel im Rotationsverdampfer (Wasserbad 50°C) abgedampft. Der 
Rtickstand wurde in 1 ml PBS (pH 7,2) versetzt und far 30 s im Ultraschallbad 
gel6st. Dieser Extrakt wurde unverdtinnt im EIA eingesetzt, weitere 
Verdtinnungsstufen erfolgten in PBS. 
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Extraktion von Bier: Zur Extraktion von Bier wurde dieses zun~chst im 
Ultraschallbad entgast. Zwei ml der entgasten Bierprobe wurden mit 4 ml Ethylacetat 
vermischt (Vortex), zentrifugiert (15 min, 1500 x g) und die obere Phase in einen 
Rundkolben tiberftihrt. Die w~sserige Phase wurde erneut mit 4 ml Ethylacetat 
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und weiter wie for Brot 
beschrieben behandelt. 

Bei dem zur DON-Bestimmung eingesetzten Enzymimmuntest handelte es sich um 
eine hausinterne Methode unter Verwendung monoklonaler Antik6rper gegen DON 
und eines DON-Meerrettichperoxidase-Konjugats. Die mittlere rechnerische 
Nachweisgrenze ftir DON-Standardl6sungen lag bei 3 ng/ml, der 50%- 
Inhibitionswert der Standardkurve bei 7ng/ml. Unter Berticksichtigung der 
Probenverdtinnungsfaktoren und der Wiederfindungsraten ergaben sich hieraus 
aufgerundete Nachweisgrenzen im Probenmaterial von 15 lzg/kg (Brot) bzw. 2 ~tg/1 
(Bier). 

HPLC 
Extraktion von Brot: Die Vorbereitung von Brotproben erfolgte wie for den 
Enzymimmuntest beschrieben. Zur Extraktion wurden 20 g fein gemahlene Probe mit 
100 ml Wasser (Membrapure) und 4 g PEG 8000 versetzt und 30 min auf dem 
Magnetrtihrer extrahiert, zentrifugiert (11000 x g) und anschlieBend tiber einen 
Papierfaltenfilter filtriert. Von diesem Filtrat wurden 5 ml nach Herstellerangaben 
tiber eine Immunaffinit~itss~iule (R-Biopharm, Darmstadt) aufgereinigt und das Toxin 
mit 1 ml Methanol eluiert. Das LOsungsmittel wurde unter Stickstoff im Wasserbad 
bei 40 °C vorsichtig abgedampft. Der Rtickstand wurde in 200 ~tl mobile Phase 
aufgenommen. 

Extraktion von Bier: FOr die Probenaufbereitung wurden 5ml einer im 
UltraschaUbad entgasten Bierprobe durch Zugabe von w~issriger Natrium- 
carbonatlOsung auf einen pH-Wert von 6,8-7,2 eingestellt. Die Probe wurde bei 
11000 x g 15 min zentrifugiert und 5 ml fiber eine Immunaffinit~itssaule wie for Brot 
beschrieben aufgereinigt. 

Die Messung erfolgte an einem Dionex HPLC System unter Einhaltung folgender 
Parameter: Station~ire Phase: RP 18 125x4 (5p.m) (Merck); mobile Phase: 
Acetonitril/Wasser (5:95; v/v); S~iulentemperatur 40°C; FlieBgeschwindigkeit 
1,5 ml/min; Injektionvolumen 50 ~tl; Detektion UV/DAD, Quantifizierung bei 
218 nm. Die Retentionszeit for DON lag bei -5 ,7  min. Unter den angegebenen 
Bedingungen lag die Nachweisgrenze for DON-Standardtoxin bei 1 ng absolut 
(injiziert), die Nachweisgrenze lag unter Ber~cksichtigung der Probenextrakt- 
ionsfaktoren ftir Brotproben bei 7 lag/kg und ftir Bier bei 2 ~tg/1. 

Ergebnisse und Diskussion 

Die Ergebnisse der Oberprtifung der eingesetzten Methoden unter Verwendung 
ktinstlich mit DON kontaminierter Probenmaterialien sind in Tabelle 1 
zusammengefasst. Die EIA-Methodik erbrachte hinsichtlich der Reproduzierbarkeit 
im Konzentrationsbereich 50-200 ~g/kg (Brot) bzw. 10-20 I~g/1 (Bier) zufrieden- 
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stellende Ergebnisse, was einen quantitativen Toxinnachweis im relevanten 
Konzentrationsbereich erm/Sglichte. In der HPLC lagen die Wiederfindungsraten for 
Brot bei 81% und ftir Bierproben bei 93% mit Variationskoeffizienten von 5-6%. 

Verfahren Probentyp Zusatz Mittlere VK n 
(Og/kg) Wiederfindungsrate (%) (%) 

EIA Brot 50 - 200 81 14 13 

Bier 10 -20 91 15 14 

HPLC Brot 100 - 500 81 6 10 

Bier 20 - 100 93 5 8 

Tabelle 1: Wiederfindungsraten for DON in k0nstlich kontaminierten Brot- und 
Bierproben 

Sowohl die EIA- als auch die HPLC-Methode wiesen somit hinreichende 
Empfindlichkeit fOr die Untersuchung von Brot und Bier in Bezug auf mOgliche 
kOnftige Hhchstmengenniveaus auf. Diese dOrften for Brot bei 350 p.g/kg liegen. FOr 
Bier wird bei einer angenommenen t~iglichen Verzehrsmenge von 0,5 1 der TDI 
bereits bei einer DON-Konzentration von 150 ~g/1 erreicht, so dass kOnftige 
HOchstmengenregelungen ftir dieses Lebensmittel unterhalb dieses Konzentrations- 
niveaus liegen mtissten. 

Zur weiteren Methodenvalidierung wurden nattirlich kontaminierte Brote (n = 17) 
und Biere (n = 14) parallel mittels HPLC und EIA untersucht. Es zeigte sich, dass 
beide Methoden vergleichbare Ergebnisse liefern. Die Korrelationskoeffizienten 
lagen ftir Brot (Konzentrationsbereich: 20-300 ~tg/kg) bei r z = 0,993. FOr Bier 
(Konzentrationsbereich: 5-30)ag/1) lag die Ubereinstimmung bei r2=0,823. 
Systematische Abweichungen der Messergebnisse des EIA von denjenigen der 
HPLC wurden nicht festgestellt. 

Eine direkte Untersuchung yon w~issrigen Rohextrakten im EIA ohne weitere 
Reinigung ftihrte dagegen in nat0rlich kontaminierten Proben im Vergleich zur 
HPLC zu einer deutlichen Oberschatzung des Toxingehalts (Ergebnisse nicht 
dargestellt). Die Ursachen hierffir konnten noch nicht geklart werden, d~rften aber 
zumindest teilweise in der Anwesenheit von immunoreaktiven DON-Metaboliten in 
diesen Probenmaterialien begrfindet sein. FOr die Untersuchung von Brot und Bier 
erwies es sich daher als notwendig, die w~ssrigen Rohextrakte wie hier beschrieben 
durch FlOssig-FlOssig-Verteilungschromatographie mit Ethylacetat zu extrahieren. 
Zur Erh0hung der Extraktionseffizienz wurde dieser Schritt wiederholt. Gleichzeitig 
konnte so im EIA eine deutliche Verbesserung der Nachweisgrenzen im 
Probenmaterial erreicht werden. Aufgrund der Ergebnisse eignet sich der EIA for 
eine quantitative Routineuntersuchung auf DON mit hohem Probendurchsatz. 
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