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Einleitung
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Bei Aflatoxinen und Ochratoxin A (OTA) handelt es sich um Sekundarmetaboliten toxinbildender

Schimmelpilze der Gattung Aspergillus und Penicillium. N o

OTA kommt bevorzugt in einheimischen starkehaltigen Cerealien vor. Es konnte aber u. a. auch in Nissen, ,ﬁ g
Feigen, Kaffeebohnen (roh und geréstet), in Gewirzen, im Olivenél, Wein, Bier und auch in Kakao 3
nachgewiesen werden [2, 4]. Aflatoxine bilden sich haufig in eiweiRreichen Produkten feucht warmer
Regionen, wie Nisse (Erdnisse, Pistazien), Mais, Trockenfeigen und verschiedenen Gewiirzen, wie Pfeffer
und Paprika. Auch in Kakao konnten Aflatoxine nachgewiesen werden [4]. Aufgrund ihres toxikologischen

und cancerogenen Potentials sind diese Mykotoxine in Lebensmitteln unerwiinscht [1, 2].

Aflatoxin B,
OCHs

Mykotoxine sind in stiickigen Rohstoffen wie Pistazien oftmals extrem inhomogen verteilt; dieses wird als
4Nesterbildung“ oder ,hot spots* bezeichnet. So zeigten Untersuchungen an Pistazien, dass ein einzelner
Kern so stark mit Mykotoxinen kontaminiert sein kann, dass er das Kontaminationsbild von mehreren
tausend Kernen bestimmt [3]. Ob auch Kakaobohnen zur Ausbildung so genannter ,Mykotoxin-Nester*
neigen, ist bisher nicht bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die statistische Verteilung der Mykotoxine

Miniaturisierung der Analysenmethode

2 g Probenmaterial

Gesamtaflatoxine und Ochratoxin A untersucht.

Versuchsaufbau / Ergebnisse

Fur die vorgesehene Untersuchung einzelner Kakaobohnen wurde eine ausgewahite Rohkakaobohnenprobe aus der
Region Elfenbeinkiiste mit einem Gesamtumfang von ca. 1200 g zun&chst mit einem Probenteiler mehrfach in jeweils
zwei statistisch gleichwertige Teile geteilt bis eine Probe von 150 g erhalten wurde. Diese wurde anschlieBend in zwei
weitere Teilproben (siehe Abbildung) geteilt. Die 1. Teilprobe wurde komplett zerkleinert und auf Gesamtaflatoxine und
Ochratoxin A untersucht. Von der 2. Teilprobe wurden firr die OTA-Analyse alle 73 Bohnen, getrennt in Schale und Kern,
einzeln untersucht. Die Aflatoxin-Untersuchungen wurden im Gegensatz dazu an den ganzen Einzel-Kakaobohnen

durchgefiihrt. Wie den dargestellten Charts zu entnehmen ist, stimmten die

in der komplett untersuchten Teilprobe

ermittelte Mykotoxin-Gehalt exakt mit den per Einzelbohnenuntersuchung errechneten Mykotoxine-Gehalten tiberein.

OTA-Gehalt:
2,65 pglkg

1.Teilprobe:

Gesamtaflatoxin- komplett untersucht (ca. 75g)

Gehalt: 0,04
Ha/kg

Einzelbohnen untersucht

OTA-Bestimmung in Einzelbohne
getrennt in Schalen und Kerne;

2.Teilprobe:

(ca. 73 Stuick)

Kakaobohnenprobe von ca. 150 g
wurde in zwei Teilproben aufgeteilt

Gesamtaflatoxin-Bestimmung

Hinsichtlich der Mykotoxin Auwlytik ist die am
haufigsten zum Einsatz kommende Methode zur
Zeit die Hochleistungs Fliissigchromatographie mit
Fluoreszenz  Dektion. Zuvor
Mykotoxine mit Hilfe von
Immunoaffinitatssaulen isoliert.

werden  die
speziellen

Zur Untersuchung einzelner Bohnen war es nétig,
die bestehenden Analysenmethoden, die flr
Einwaagen von ca. 50 g optimiert sind, den
Einwaagen von z. T. < 100 mg entsprechend, zu
miniaturisieren [4]. Nur so war es mdglich, einzelne
Bohnen getrennt im Schale und Kern zu
untersuchen  und  hierbei  zugleich  eine
Nachweisgrenze im akzeptablen Bereich von 0,04

pg/kg zu erhalten.

+0,2 g Natriumchlorid
+10 ml AcetonitrilWasser (60/40, vIv)

2 1 min mit dem Ultraturrax mischen,
zentrifugieren (4 °C, 2400 U/min, 10

min) und auf Raumtemperatur
temperieren

3ml Filtrat + 33 ml PBS-Puffer (pH 7.4)

auf die zusammengesteckten
Immunoaffinitatssaulen aufgeben und 2x
mit ca. 20 ml H,0 spiilen

|

Saulen entkoppeln + weitestgehend
trocken saugen

Desorption der
Aflatoxine mit 1,5 ml
MeOH + 1,5 ml H,0

Desorption von OTA mit 1,5
ml MeOH/HAG (98/2, viv)
+1,5 ml Wasser

!

HPLC HPLC

HPLC-Bedingungen

Mittelwert: 2,63 pg/kg

in Einzelbohnen;
Mittelwert: 0,04 pg/kg

OTA

Aflatoxine

Trennséule

Sperisorb ODS 2; 5 um, 4,6 x 250 mm

OKern
m Schale

OTA [ug/kg]
Aflatoxine [pg/kg]

FVHDLHDHH DG

Eluent

MeOH / H,0 / HAc
(70,5125,5/ 4, viviv)

H,O / MeOH / ACN

(60 / 20 / 20, viviv) +
100 pl HNO, + 119 mg
KBr

Fluss

1,0 ml isokratisch

1,2 ml isokratisch

Injektionsvolumen

20 pl

100 pl

Séaulentemperatur

20°C

20°C

Derivatisierung

Kobra-Zelle

Fluoreszenz

1,=330 Und *¢,=460

Ae,=362 und A, =440
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Kakaobohnennummer

Kakaobohnennummer

Die ublicherweise angewandte Analysenmethode zur Bestimmung von Aflatoxinen und Ochratoxin A
konnte der Aufgabenstellung entsprechend erfolgreich miniaturisiert werden. Dieses brachte aufgrund des
geringeren Extraktionsvolumens zusétzlich eine beachtliche Zeit- und Materialersparnis mit sich.

Die Untersuchungen zur Verteilungscharakteristik ergaben sowohl fiir Aflatoxine als auch fiir Ochratoxin A
eine eher unsymmetrische Verteilung der Einzelwerte. Aufgrund der exakten Ubereinstimmung zwischen
den in der komplett untersuchten Teilprobe ermittelten und den per Einzelbohnenuntersuchung
errechneten Mykotoxin-Gehalten, ist von einer im Vergleich zu anderen mykotoxinhaltigen Giitern
(Erdniisse oder Pistazien) eher geringen Streuung der Werte in den einzelnen Kakaobohnen auszugehen.
Echte ,hot spots” traten demzufolge bei der untersuchten Charge nicht auf.

Es konnte des Weiteren erneut gezeigt werden, dass der (iberwiegende Anteil an OTA sich auf der
Kakaoschale und nicht im Kakaokern befindet [5]

@ Dieses Projekt wurde gefordert von der Stiftung der Deutschen Kakao- und Schokoladenwirtschaft, Hamburg.
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