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Bestimmung von Zearalenon in Speisedlen mit GPC und LC-ESI-MS/MS
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Abstract

Determination of zearalenone in edible oils with SEC and LC-ESI-MS/MS

A new method for the determination of zearalenone in edible oils with size exclusion chromatography
(SEC) followed by LC-MS/MS as well as HPLC-FLD was developed and validated. By using the LC-
MS/MS determination no further clean up step is necessary after the SEC. The correlation coefficient
of 0.999 for the two detection systems is acceptable. In this research 77 edible oils were analyzed. The
mean average value of 38 corn germ oils was 169 pg/kg, the maximum value amounted up to

921 ug/kg.
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Einleitung

Das Vorkommen von Zearalenon in getreide-
haltigen Lebensmitteln konnte in europaweiten
Untersuchungen mit einer Inzidenz von 32%
(N=4918) festgestellt werden (1). In den ein-
zelnen EU-Mitgliedstaaten wurden fiir Weizen
und  Weizenprodukte = Mittelwerte  von
0,083 pg/kg bis 26 ng/kg und fiir Mais und
Maisprodukte von 5,2 pg/kg bis 627 pg/kg be-
stimmt.

Uber das Vorkommen von Zearalenon in den
entsprechenden Maiskeim-, Soja- und Weizen-
keimélen stehen nur unzureichend Daten zur
Verfugung. Bereits Untersuchungen von
Lauren et al. zeigten aber, dass bei unter-
schiedlichen Fusarientoxinen wihrend der
Nassvermahlung wie von Mais eine Anreiche-
rung von Zearalenon in der Fraktion der
Keimlinge (2) entsteht. So konnte auch in ei-
nem daraus hergestellten Maiskeimol ein Ge-
halt an Zearalenon von 4,6 mg/kg nachgewie-
sen werden. Auf Grund dieser Beobachtungen
war es notwendig, eine geeignete Methode zur
Bestimmung von Zearalenon in Getreidedlen
zu entwickeln.
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Fiir die Bestimmung von Zearalenon in unter-
schiedlichen Lebensmitteln stehen erprobte,
matrixangepasste Clean Up Methoden zur Ver-
fiigung. Neben der Fliissig-Fliissig Verteilung
(3, 4, 5) sind Aufreinigungsschritte mittels
SPE-Materialien (Florisil, RP-Materialien,
Kieselgel) (6) und Immunoaffinititschroma-
tographie (IAC) (7) bekannt. Die Anwendung
der Gelpermeationschromatographie (GPC) in
der Mykotoxinanalytik ist nur fiir die Aufreini-
gung von Aflatoxinen bekannt (8).

Methode

Probenvorbereitung

Es wurden 4,00 g Probe auf 0,01 g in einen
20 mL Messkolben eingewogen und mit 5 mL
GPC-Elutionsmittel ~ Cyclohexan/Ethylacetat
(1/1, V/V) aufgelost. AnschlieBend wurden
50 uL  o-d4-Zearalenol (Interner Standard)
hinzugefiigt und mit dem GPC-Elutionsmittel
bis zur Marke aufgefiillt. Das geloste Ol wurde
in ein Probenvial fiir die GPC iiberfiihrt.

Aufreinigung mittels Gelpermeations-
chromatographie (GPC)

Die Aufreinigung der natiirlich kontaminierten
Speisedle mittels GPC erfolgt wie in Abbil-
dung | dargestellt. Dabei wurde die lipidhai-
tige erste Fraktion mit einem Elutionsvolumen
von 100 mL (entsprechend 20 Minuten) ver-
worfen. Die darauf folgende Fraktion wurde
mit einem Elutionsvolumen von 50 mL (ent-
sprechend 10 Minuten) in einen vorgelegten
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Spitzkolben eluiert. Das Eluat wurde mittels
Vakuumrotationsverdampfer bis zur Trockene
eingeengt. Fir die LC-MS/MS wurde der

GPC-Riickstand in 1 mL. 50%igen wissrigen
Acetonitril aufgenommen und direkt dieser
Analytik zugefiihrt.

Abbildung 1. Fraktionierung von natiirlich kontaminierten Speisedlen in der GPC
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Aufreinigung und Analytkonzentrierung mittels
Immunoaffinititschromatographie (IAC)

Der erhaltene Riickstand wurde in 1 mL Me-
thanol gel6st. Diese Losung wurde mit 10 mL
Tween/PBS-Puffer verdiinnt, in ein Vorrats-
gefal tiberfiihrt und tiber die IAC-Séule eluiert
(Durchfluss 1-2 Tropfen/Sekunde). Die Saule
wurde mit 5 mL Tween/PBS-Puffer nachgewa-
schen. Die auf der IAC-Séule haftende Fliis-
sigkeit wurde unter leichtem Stickstoffstrom
ausgeblasen. Anschliefend wurde mit 5 mL
Methanol (Durchfluss 1-2 Tropfen/Sekunde) in
ein vorgelegtes Reagenzglas eluiert. Nach der
Elution wurde das auf der IAC-Séule haftende
Methanol mittels Stickstoffstrom in die Vor-
lage tiberfuhrt. Das aufgefangene Eluat wurde
bei 45 °C in einer Evaporationsstation mittels
Stickstoff bis zur Trockene eingeengt. Der
Riickstand wurde in 1 mL 50%igen wéssrigen
Acetonitril aufgenommen.

Material

Gelpermeationschromatographie (GPC)-
Anlage

Die GILSON ABIMED Anlage fir die
GroBenausschlusschromatographie wurde mit
einer Sdule (500x25 mm) mit folgendem
Packungsinhalt betrieben: BIO-BEADS S-X3;
200-400 Mesh. Als Laufmittel wurde ein Cy-
clohexan/Ethylacetat-Gemisch (//1, V/V) mit

einem Durchfluss von 5 ml/min verwendet.
Das Injektionsvolumen betrégt 5 mL.

HPLC-FLD — Anlage: Shimadzu 10 AVP mit
Fluoreszenzdetektor RF-10AXL

Die chromatographische Trennung (Durchfluss
1,0 mL/min.) erfolgt mittels Gradient an einer
Nucleosil Cjg-Sdule (100-5 Protect 1; 250 x
4,6 mm). Injektionsvolumen: 100 pL.
Fluoreszenzdetektor: Anregungs-Wellenldnge:
274 nm; Emmisions-Wellenlidnge: 446 nm
Laufmittel: Eluent A = Acetonitril;

Eluent B = 1% wissrige Essigséure

Gradient:
Zeit [Minuten] Eluent B (%]
0,00 60
30,00 20
30,01 20
35,00 60
35,01 60
45,00 60

HPLC-MS/MS — Anlage: Agilent 1100 mit
Applied Biosystems API 4000 MDS Sciex

Die chromatographische Trennung (Durchfluss
0,2 mL/min.) erfolgt mittels Gradient an einer
Nucleosil Cig-Sdule (100-5 Protect 1;150 x
2,1 mm)-Saule. Als Quantifizierungsspur wur-
de fiir Zearalenon das Ionenmassenpaar 319/
283 m/z (Abbildung 2), als Bestétigungsspur



das Ionenmassenpaar 319/231 m/z (Abbil-

dung 2) und fiir den Internen Standard «-d4-
Zearalenol das lonenmassenpaar 325/307 m/z

herangezogen.

Laufmittel: Eluent A = Acetonitril;
Eluent B = 0,1% Ameisensdure mit 5 mM
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Ergebnisse

Die Bestimmung von Zearalenon in Speisedlen
mit Gelpermeationschromatographie und an-
schlieBender LC-MS/MS sowie HPLC-FLD
Detektion wurde validiert. Fiir die LC-MS/MS
Bestimmung ist nach der GPC kein weiterer

NH4COOH§ Aufreinigungsschritt notwendig (Abbildung 2),
Gradient: wohingegen die Bestimmung von ZEA mittels
Zeit [Minuten] Eluent B [%] HPLC-FLD mit einem weiteren Aufreini-
0.00 45 gungsschritt (hier IAC) verbunden ist. Die
' Korrelation der beiden Nachweisverfahren ist
3,00 45 zufrieden stellend (Abbildung 3; Tabelle 2). Im
3,01 80 Rahmen dieses Forschungsvorhabens wurden
12,00 80 77 Speisedlproben untersucht. Der Mittelwert
12,01 45 von 38 Maiskeimolen lag bei 169,7 ug/kg, der
17.00 45 Maximalwert bei 921 pg/kg (Tabelle 1).
e Quantifizierungsspur: 319/283 m/z
20u Aufarbeitung: GPC
\ Bestitigungsspur:  319/231 m/z
00 2’.’1\1 M
= Aufarbeitung: GPC und IAC
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Abbildung 2. LC-MS/MS Chromatogramme der verschiedenen Aufarbeitungsabschnitte am Beispiel einer
natiirlich kontaminierten Maiskeimél Probe (29 ug/kg)
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Abbildung 3. Korrelation der angewandten Detektionen LC-MS/MS und HPLC-FLD
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Tabelle 1. Zearalenonuntersuchungen an Speisedlproben des Handets

Maiskeimél Sojadl Weizenkeimdl Andere Ole
Probenanzahl 38 20 11 8
davon positiv 38 (100%) 14 (70%) 10 (91%) 0
Mittelwert  [ug/kg] 169,7 42 12,7 -
Median [ng/kg] 65,9 0.8 1,7 -
Max. Wert [ug/kg] 921 41,4 46,2 -
Tabelle 2. Validierungsdaten der beschriebenen Methoden
Linearer Korrelations- Nachweis- Wiederfindung (n = 3) RSD,
Bereich koeffizient Konzentration Ergebnis
[ng/kg]
LC-MS/MS  0,2-1000 ug/kg 0,9999 500 98% 14
100 90% 2,9
20 85% 2,6
HPLC-FLD  2-200 ug/kg 0,9998 500 88% 0,7
100 79% 27
20 88% 58
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