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Abstract

The working group “Analyses in Biological Materials” of the Permanent Senate
Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the
Work Area developed the presented biomonitoring method.

The method enables the determination of ochratoxin A in small volumes of serum.
The samples are purified by liquid-liquid extraction and the analyte is extracted from
the acidified sample with dichloromethane. After the extraction agent has been re-
moved, the residue is dissolved in water. The extracts are injected into the capillary,
then the individual components are separated by capillary electrophoresis and detect-
ed by laser-induced fluorescence. Coumarin-3-carboxylic acid is used as an internal
standard.

Calibration standards are prepared in serum and processed in the same way as the
samples to be analysed.
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1 Kenndaten der Methode

Matrix

Analytisches Messprinzip

Serum

Kapillarelektrophorese mit laserinduzierter Fluoreszenz-
detektion (CE-LIF)

Parameter und entsprechender Arbeitsstoff

Arbeitsstoff

CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.

Ochratoxin A

303-47-9 Ochratoxin A 303-47-9

Zuverlassigkeitskriterien

Ochratoxin A

Prizision in der Serie:

Préazision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel.) $w=20,5%,11,6 % bzw. 4,90 %
Streubereich u=88,2%,49,9% bzw. 21,1%

bei einer dotierten Konzentration von 0,5 pg, 2,0 pg bzw. 10,0 ug Ochrato-
xin A pro Liter Serum und n =3 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $w=27,9%,17,0% bzw. 6,90 %
Streubereich u=120%, 73,2 % bzw. 29,7 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,5 pg, 2,0 pg bzw. 10,0 ug Ochrato-
xin A pro Liter Serum und n =3 Bestimmungen

Wiederfindungsrate (rel.) r=95%

bei einer dotierten Konzentration von 5,0 ug Ochratoxin A pro Liter Serum
und n =4 Bestimmungen

0,2 pg Ochratoxin A pro Liter Serum

0,6 ug Ochratoxin A pro Liter Serum
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2 Allgemeine Informationen zu Ochratoxin A

Ochratoxin A ist ein natiirlich vorkommendes Mykotoxin, das erstmals im Jahr 1965 isoliert und chemisch charak-
terisiert wurde (Abbildung 1).

Cl

CHa

o) OH 0
Ochratoxin A

Abb. 1 Struktur des Ochratoxin A

Ochratoxin A wird von verschiedenen Schimmelpilzarten der Gattungen Penicillium und Aspergillus (Aspergillus
ochraceus, Aspergillus carbonarius, Penicillium verrucosum) gebildet, die in der Natur weit verbreitet vorkommen.
Mykotoxine wie Ochratoxin A konnen sich wihrend des Pflanzenwachstums bilden, meistens entstehen sie jedoch
spiter bei der Lagerung pflanzlichen Materials. Dementsprechend findet sich Ochratoxin A sowohl in Futtermitteln
fir Nutztiere als auch in fiir die menschliche Erndhrung vorgesehenen Lebensmitteln.

Was die menschliche Erndhrung anbelangt, so sind hauptsichlich Getreide und Getreideprodukte (Rizzo et al. 2002),
Trockenfriichte, Gewiirze (Scheuer und Gareis 2002), Niisse (Overy et al. 2003) und Kaffee (Joosten et al. 2001;
Taniwaki et al. 2003) sowie Wein (Battilani und Pietri 2002; Visconti et al. 1999) mit Ochratoxin A belastet. Aber
auch die aus dem Tierfutter resultierenden Gehalte von Ochratoxin A in Schweine- und Gefliigelfleisch sowie Kase
koénnen zur Exposition des Menschen beitragen (CONTAM 2019).

In der Européischen Union sind die Hochstgehalte fiir Ochratoxin A in pflanzlichen Lebensmitteln in der Verord-
nung EG 1881/2006 (Europaische Kommission 2006) festgesetzt und liegen — mit Ausnahme von Siiholzextrakt
- zwischen 0,5pg/kg und 20 ug/kg. Die Europdische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (European Food Safety
Authority, EFSA) legt fiir Ochratoxin A aktuell, aufgrund der kanzerogenen und genotoxischen Wirkung des Stoffes,
keinen TDI-Wert (Tolerable Daily Intake, tolerierbare tagliche Aufnahmemenge) fest (CONTAM 2019).

Das durch den Verzehr Ochratoxin A-haltiger Nahrungsmittel in den menschlichen Organismus gelangte Mykoto-
xin lasst sich im Blutserum (Malir et al. 2016; Thuvander et al. 2001) sowie im Urin (Malir et al. 2016) nachweisen.
Die Tatsache, dass in fast allen menschlichen Blutseren, so auch in Deutschland, Ochratoxin A nachgewiesen wer-
den kann, lasst auf eine kontinuierliche Ochratoxin A-Belastung des Verbrauchers durch pflanzliche und tierische
Lebensmittel schlieffen (Martlbauer et al. 2009).

Wihrend die nicht beruflich belastete Allgemeinbevolkerung Ochratoxin A hauptsachlich mit der Nahrung auf-
nimmt, ist an Arbeitspldtzen auch die inhalative Aufnahme von Ochratoxin A-haltigen Stauben méglich. Untersu-
chungen an Beschiftigten ergaben, dass es in der Lebensmittelproduktion (Degen et al. 2007), der Lebensmittelverar-
beitung (Iavicoli et al. 2002) und auch im Bereich der Abfallwirtschaft (Degen et al. 2003) zu erhéhten Ochratoxin A-
Expositionen kommen kann (Tabelle 1).
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Tab. 1 Ochratoxin A im Serum nach beruflicher Belastung

Tatigkeitsbereich (Land) Personenzahl n Ochratoxin A im Serum [pg/1] Literatur
Mittelwert Median Bereich

Malzerei/Gerste — Juli (Deutschland) 7 - 0,34 0,13-2,60 Gareis und

. . Meussdoerffer 2000

Malzerei/Gerste — Oktober (Deutschland) 7 - 0,58 0,49-0,93

Kontrolle/Allgemeinbevolkerung 74 - 0,21 0,07-0,91

(Deutschland)

Lebensmittelverarbeitung (Kaffee, Kakao, 6 2,29+0,99 - 0,94-3,28 Tavicoli et al. 2002

Gewlirze) (Italien)

Kontrolle (Ttalien) 23 0,33+0,25 - 0,03-0,95

Deponierarbeiter (EU) 76 - 0,36 0. AY-1,65 Degen et al. 2003

Wertstoffarbeiter (EU) 60 - 0,53 0.A.-2,89

Kontrolle (EU) 84 - 0,39 0.A.-2,00

Getreideanbau (Norwegen) 106 0,37 - 0,021-2,84 Skaug 2003

Kontrolle (Norwegen) 104 0,42 - 0,036-5,53

Giiterumschlag (Getreide, Rohkaffee) 9 0,53+0,30 0,42 0,14-1,04 Degen et al. 2005

(Deutschland)

Getreidesilos (Gerste, Weizen, Reis, Hafer) 61 0,28+0,13 0,26 0,07-0,75 Degen et al. 2007

(Deutschland)

% ohne Angabe

Nach oraler Aufnahme wird Ochratoxin A schnell resorbiert und liegt im menschlichen Organismus fast vollstindig
an Albumin oder andere Serumproteine gebunden vor. Daraus resultiert eine lange Eliminationshalbwertszeit von
bis zu 35 Tagen. Ochratoxin A wird hauptsachlich zu Ochratoxin-alpha verstoffwechselt und in glucuronidierter
Form ausgeschieden. Grundsétzlich werden Ochratoxin A und seine Metabolite beim Menschen vor allem tiber die
Nieren ausgeschieden, die auch das Hauptzielorgan der toxikologischen Wirkung darstellen (CONTAM 2019).

Von der Kommission wurde Ochratoxin A in Kategorie 2 der krebserzeugenden Arbeitsstoffe eingestuft und in
die Keimzellmutagenitats-Kategorie 3B (DFG 2020). Die IARC (International Agency for Research on Cancer) stuft
Ochratoxin A in Gruppe 2B, also als moglicherweise krebserzeugend fiir den Menschen ein (IARC 1993). Details
zur toxikologischen Bewertung des Ochratoxin A kénnen der entsprechenden MAK-Begriindung (Greim 2003) und
der EFSA-Publikation (CONTAM 2019) entnommen werden.

Die hier dargestellte Methode wurde bereits international publiziert (Koller et al. 2004).

3 Grundlage des Verfahrens

Die vorliegende Methode dient der Erfassung von Ochratoxin A in kleinen Serumvolumina. Die Proben werden
durch Flussig-Fliissig-Extraktion aufgereinigt und der Analyt aus der angesauerten Probe mit Dichlormethan ex-
trahiert. Nach Abblasen des Extraktionsmittels wird der Riickstand in Wasser aufgenommen. Die Extrakte werden
in die Kapillare eingebracht, die einzelnen Bestandteile mittels Kapillarelektrophorese getrennt und mit laserindu-
zierter Fluoreszenz detektiert. Cumarin-3-carbonsiure wird als interner Standard (ISTD) verwendet.

Die Kalibrierung erfolgt mit Kalibrierstandards, die in Serum angesetzt und in der gleichen Weise behandelt werden
wie die zu analysierenden Proben.
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4

Gerate, Chemikalien und Lésungen

4.1 Gerate

Kapillarelektrophorese-System (z. B. HP3D, Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn)
Helium-Cadmium-Laser, 325 nm (z. B. Melles Griot Serie 56, IDEX Health & Science, New York, USA)

Laserinduziertes Fluoreszenz-Detektionssystem (LIF-Detektor) (z.B. Picometrics ZetaLIF, ADELIS SAS,
Grabels, Frankreich)

Kapillarsiule aus Quarzglas mit einem Innendurchmesser von 50 pm (z.B. Molex Polymicro™, Optronics
GmbH, Kehl)

Mikrozentrifuge (z. B. Galaxy 14D, VWR International GmbH, Darmstadt)

Vortex-Schiittler (z.B. Vortex 2, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen)

pH-Meter (z.B. Knick Elektronische Messgerite GmbH & Co. KG, Berlin)

Préazisionswaage (z. B. Sartorius AG, Goéttingen)

Becherglaser (z.B. Brand GmbH & Co. KG, Wertheim)

10-ml-, 100-ml- und 500-ml-Messkolben (z.B. VWR International GmbH, Darmstadt)
10-ml-Vollpipette (z. B. Brand GmbH & Co. KG, Wertheim)

Mikroliterpipetten, variabel einstellbar mit passenden Pipettenspitzen (z.B. Eppendorf AG, Hamburg)

2-ml-Glasvials mit Schraubverschluss und PTFE-kaschierten Septen (z. B. Agilent Technologies Deutschland
GmbH, Waldbronn)

0,5-ml-Polypropylen-Reaktionsgefiafle (z.B. Eppendorf AG, Hamburg)
0,2-ml-Polypropylen-Vials (z.B. Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn)
Spritzenvorsatzfilter, 0,45 pm (z.B. MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren)

4-ml-Serummonovetten (z.B. Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht)

4.2 Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, sind alle genannten Chemikalien mindestens in p. a.-Qualitdt zu verwenden.

Acetonitril (z. B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 100017)

Cumarin-3-carbonséure (z.B. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Nr. C85603)
Dichlormethan (z.B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 100668)
Dinatriumhydrogenphosphat-Heptahydrat (z. B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 106575)
Methanol (z. B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 100837)

Natriumchlorid (z. B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 106404)
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Natriumhydrogencarbonat (z. B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 106329)
Natriumhydroxidplatzchen (z. B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 106469)

Ochratoxin A aus A. ochraceus (z.B. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Nr. 03007)
ortho-Phosphorsiure 85 % (z.B. Merck KGaA, Darmstadt, Nr. 100552)

ortho-Phosphorsiure 20 % (z.B. VWR International GmbH, Darmstadt, Nr. KRAF20132.2000)
Hochreines Wasser (z. B. Milli-Q plus VE System (>18 MQ), Merck KGaA, Darmstadt)

Argon 5.0 (z.B. Linde GmbH, Pullach)

4.3 Losungen

Alle Lésungen werden vor Gebrauch mit einem 0,45-pm-Spritzenvorsatzfilter filtriert.

Losung A

Genau 1,68 g Natriumhydrogencarbonat werden in einen 100-ml-Messkolben eingewogen und in hochreinem
Wasser geldst. Der Messkolben wird bis zur Markierung mit hochreinem Wasser aufgefiillt.

Loésung B

In einen 10-ml-Messkolben werden genau 1,2g Natriumchlorid eingewogen und in ca. 2ml hochreinem
Wasser gelost. Es werden 1,3ml 85%iger ortho-Phosphorsdure hinzupipettiert und der Messkolben bis zur
Markierung mit hochreinem Wasser aufgefiillt.

Natronlauge (1 mol/l)

In einem 250-ml-Becherglas werden 50 ml hochreines Wasser vorgelegt. Genau 4 g Natriumhydroxidplatzchen
werden hinzugegeben und unter Rithren geldst. Die Losung wird unter Nachspillen mit Wasser in einen
100-ml-Messkolben umgefillt und dieser bis zur Markierung mit hochreinem Wasser aufgefillt.

Natronlauge (0,1 mol/l)

10ml der 1mol/l Natronlauge werden in einem 100-ml-Messkolben vorgelegt und dieser mit hochreinem
Wasser bis zur Markierung aufgefillt.

Phosphatpuffer (60 mmol/l, pH 7)

Genau 4,02 mg Dinatriumhydrogenphosphat-Heptahydrat werden in ein 600-ml-Becherglas eingewogen und
in 400 ml hochreinem Wasser geldst. Durch Zutropfen einer 20%igen Phosphorsdure wird der pH-Wert auf
pH 7 eingestellt. Die Losung wird in einen 500-ml-Messkolben umgefiillt und dieser mit hochreinem Wasser
bis zur Markierung aufgefillt.

Die Losungen werden bei Raumtemperatur gelagert und sind unter diesen Bedingungen mindestens drei Monate
haltbar.

4.4

Interner Standard (ISTD)

ISTD-Stammldsung (2900 mg/1)

29 mg Cumarin-3-carbonsiure werden in einen 10-ml-Messkolben eingewogen und in Acetonitril geldst. Der
Messkolben wird mit Acetonitril bis zur Markierung aufgefiillt.
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Die ISTD-Stammlésung wird bei -20 °C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mindestens zwei Monate haltbar.

e ISTD-Dotierlésung (870 mg/1)

In einem 2-ml-Glasvial werden 330 pl der Cumarin-3-carbonsaure-Stammlésung mit 770 pl hochreinem Was-
ser versetzt und gut durchmischt.

Die ISTD-Dotierlosung wird arbeitstdglich frisch hergestellt und vor Gebrauch mit einem 0,45-um-
Spritzenvorsatzfilter filtriert.

o) 0)

Cumarin-3-carbonsaure
OH

0]

Abb. 2 Struktur des internen Standards (Cumarin-3-carbonséure)

4.5 Kalibrierstandards

e Ochratoxin A-Stamml6sung (500 mg/1)

5mg Ochratoxin A werden in einen 10-ml-Messkolben exakt eingewogen und in Methanol gelost. Der Mess-
kolben wird mit Methanol bis zur Markierung aufgefiillt.

Die Ochratoxin A-Stammlésung wird bei —20 °C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mindestens drei
Monate ohne Analytverlust stabil.

e Ochratoxin A-Arbeitslosung 1 (5 mg/l)
100 ul der Ochratoxin A-Stammlésung werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird
bis zur Markierung mit hochreinem Wasser aufgefiillt und die Losung gut gemischt.

e Ochratoxin A-Arbeitslosung 2 (250 pug/1)

500 pl der Ochratoxin A-Arbeitslosung 1 werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird
bis zur Markierung mit hochreinem Wasser aufgefiillt und die Losung gut gemischt.

Die Ochratoxin A-Arbeitslosungen sind bei Lagerung bei 4 °C im Kithlschrank maximal eine Woche haltbar.

Dotierlosungen in einem Konzentrationsbereich von 0,5-250 ug/l werden aus der Ochratoxin A-Arbeitslosung 2
durch Verdiinnen mit Wasser hergestellt. Aus diesen Dotierlosungen werden die Kalibrierstandards hergestellt, in-
dem jeweils 25 pl Dotierlosung zu 100 pl Serum pipettiert werden. Die so hergestellten Kalibrierstandards werden
auf dem Vortex-Schiittler gut durchmischt. In Tabelle 2 ist das Pipettierschema fiir die Herstellung der Kalibrier-
standards dargestellt.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 4 7
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Tab. 2 Pipettierschema fiir die Herstellung der Kalibrierstandards zur Bestimmung von Ochratoxin A in Serum

Kalibrierstandard Ochratoxin A- Hochreines Konzentration Konzentration
Arbeitslosung 2 [pul] Wasser [pl] Dotierlosung [pg/1] Kalibrierstandard [pg/1]

1 10 990 2,5 0,5

2 20 980 5 1

3 50 950 12,5 2,5

4 100 900 25 5

5 200 800 50 10

6 500 500 125 25

7 1000 0 250 50

Die Kalibrierstandards werden arbeitstaglich frisch hergestellt. In Abhangigkeit von den zu erwartenden Belastun-
gen kann der Konzentrationsbereich der Kalibrierung angepasst werden. Im Normalfall sollte eine Kalibrierung bis
10 pg/l ausreichen.

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Die Blutentnahme erfolgt mit Serum-Monovetten. Die Monovetten werden nach der Blutentnahme mehrmals leicht
geschwenkt und anschlieBend mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Blutzellen werden
durch Zentrifugation (10 Minuten bei 3000 U/min; 4 °C) abgetrennt und das Serum abpipettiert.

5.2 Probenaufbereitung

In ein 0,2-ml-Polypropylen-Vial werden 20 pl Serum und 20 pl der Losung A pipettiert. Die alkalische Probenlésung
(pH > 9) wird zweimal mit 100 pl Dichlormethan ausgeschiittelt, wobei die organische Phase jeweils abgetrennt und
verworfen wird. Danach wird durch Zugabe von 100 pl der Losung B angeséduert und dreimal mit 100 pl Dichlorme-
than extrahiert. Das Ausschitteln erfolgt dabei mit einem Vortex-Schiittler jeweils fiir fiinf Minuten. Im Anschluss
an die Extraktionsschritte wird jeweils fiir zweieinhalb Minuten bei 14 000 x g zentrifugiert, um eine bessere Pha-
sentrennung zu erzielen. Nach dem Zentrifugieren entsteht ein Dreiphasengemisch, bei dem die obere wéssrige
Phase und die untere organische Phase durch die als weifler Ring erscheinende Proteinfraktion getrennt sind. Die
organische Phase wird jeweils abpipettiert und in ein Glidschen mit konischem Insert gegeben. Die vereinigten
Extrakte werden im Argonstrom bis zur Trockne abgeblasen. Der Riickstand wird in 20 pl der ISTD-Dotierlésung
aufgenommen.

Sofern die Notwendigkeit eines Mikroansatzes nicht gegeben ist, kann mit gréfleren Probenvolumina gearbeitet
werden.

6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytische Bestimmung erfolgt mit Kapillarelektrophorese und laserinduzierter Fluoreszenzdetektion (CE-
LIF).

Die Kapillarelektrophoreseanlage besteht aus einer thermostatisierten Kapillare, die mit ihren Enden in ein
Kathoden- und ein Anodenpufferreservoir taucht. Auch die an das Hochspannungsnetzgerit angeschlossenen Elek-
troden tauchen in diese Reservoirs. Nahe dem anodenseitigen Ende befindet sich das Messfenster, das durch den

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 4 8



[GMS]| puBLISSG?:

Biomonitoring-Methoden — Ochratoxin A in Serum

Strahlengang von Laser und Photozelle reicht. Das Signal des Detektors wird auf einen PC iibertragen. Der sche-
matische Aufbau einer CE-LIF-Apparatur ist in Abbildung3 dargestellt.

Kapillare
Hochspannung
I I
L
Probe bzw.
Pufferlésung Pufferlésung

Abb. 3 Schematischer Aufbau einer CE-LIF-Apparatur

6.1 Kapillarelektrophorese mit laserinduzierter Fluoreszenzdetektion (CE-LIF)

Kapillarséule: Material: Quarzglas
Lange: 75cm
Effektive Lange: 60 cm
Innendurchmesser: 50 pm
Temperatur: 20°C

LIF-Detektor: Helium-Cadmium-Laser: 15mW
Anregungswellenldnge: 325nm

Injektion: Hydrodynamisch: 50 mbar fiir 30 s
Stacking: -20kV fur 30s
Trennung: +23KkV (konstant)

Samtliche Einstellungen der Kapillarelektrophorese sowie des Detektionssystems sind geratespezifisch und miissen
vom Anwender individuell eingestellt werden. Die angegebenen Parameter konnen daher lediglich als Orientie-
rungshilfe herangezogen werden.

7 Analytische Bestimmung

Nach dem Einbau wird die Kapillare fiir 15 Minuten mit Methanol, fiir 5 Minuten mit hochreinem Wasser, fiir
20 Minuten mit 1 molarer Natronlauge, fiir 10 Minuten mit 0,1 molarer Natronlauge und schlie3lich fiir 20 Minuten
mit Phosphatpuffer gespult.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2020, Vol 5, No 4 9
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Weiterhin wird die Kapillare tiaglich vor Messbeginn nacheinander fiir 10 Minuten mit hochreinem Wasser, 10 Mi-
nuten mit 1 molarer Natronlauge, 10 Minuten mit 0,1 molarer Natronlauge und 15 Minuten mit Phosphatpuffer
gespiilt. Von den nach Abschnitt5.2 aufgearbeiteten Proben wird ein Aliquot in die Kapillare injiziert, wobei die
Injektion hydrodynamisch fiir 30 Sekunden mit einem Druck von 50 mbar erfolgt. Danach wird eine Spannung von
-20kV angelegt. Nach 30 Sekunden wird die Polaritat des elektrischen Stromes durch Umschalten auf +23 kV geén-
dert. Es wird der zeitliche Verlauf der mit 325 nm angeregten Fluoreszenz aufgezeichnet. Das jeweils vom Detektor
aufgezeichnete Elektropherogramm zeigt ein charakteristisches Bild, das von der Probenzusammensetzung, von der
Art der Injektion, der Detektion und weiteren Parametern abhangt.

Die Identifizierung des Ochratoxin A und des ISTD erfolgt anhand der Migrationszeiten (Tabelle 3). Die Laufzeit
einer Analyse betragt gut 15 Minuten. Im Anschluss an jede Messung wird eine Minute mit 0,1 molarer Natronlauge
und zwei Minuten mit Phosphatpuffer gespiilt.

Tab. 3 Migrationszeiten fur die Bestimmung von Ochratoxin A in Serum

Analyt Migrationszeit [min]
Ochratoxin A ~8,5
Cumarin-3-carbonsiure ~9,6

Die in Tabelle 3 angegebenen Migrationszeiten konnen nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender hat sich selbst
von der Leistung des verwendeten CE-Systems und dem daraus resultierenden Migrationsverhalten der Substan-
zen zu uberzeugen. Die Abbildungen4 und5 zeigen Elektropherogramme zweier Seren, die mit 0,5pug bzw. 1ug
Ochratoxin A je Liter dotiert wurden.

0,60 —

i Cumarin-3-carbonsaure
0,50 - 9,63 min

Ochratoxin A
8,62 min

Relative Fluoreszenzeinheiten

Zeit [min] 25 5,0 75 10,0 12,5

o

Abb. 4 Elektropherogramm einer mit 0,5 pug Ochratoxin A pro Liter dotierten Serumprobe
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Abb. 5 Elektropherogramm einer mit 1 pg Ochratoxin A pro Liter dotierten Serumprobe

8 Kalibrierung

Zur Kalibrierung werden die unter Abschnitt4.5 beschriebenen Kalibrierstandards analog zu den Proben aufgear-
beitet (Abschnitt 5) und mittels CE-LIF (Abschnitt 7) analysiert. Die Erstellung der Kalibriergeraden erfolgt durch
Auftragen der Quotienten aus der Peakfliche des Analyten und des internen Standards gegen die Konzentration
der Kalibrierstandards. Die Kalibriergerade ist unter den beschriebenen Analysebedingungen im Konzentrations-
bereich von 0,5 pg/1 bis 50 ug/llinear. Abbildung 6 zeigt beispielhaft eine Kalibriergerade fiir Ochratoxin A in Serum.
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Abb. 6 Kalibriergerade fiur die Bestimmung von Ochratoxin A in Serum

In Abhingigkeit von den zu erwartenden Belastungen kann der Konzentrationsbereich der Kalibrierung angepasst
werden. Im Normalfall sollte eine Kalibrierung bis 10 pg/l ausreichen.

9 Berechnung der Analysenergebnisse

Die Berechnung der Analytgehalte in den Serumproben erfolgt mithilfe der zur Analysenserie gehérenden
Kalibrierfunktion (Abschnitt 8). Zur Bestimmung des Analytgehaltes einer Probe wird der Quotient aus der Peakfla-
che des Analyten und des ISTD bestimmt und in die nach Abschnitt 8 berechnete Kalibrierfunktion eingesetzt. Man
erhalt den Analytgehalt in pug/l. Eventuell auftretende Reagenzienleerwerte werden durch Subtraktion beriicksich-
tigt.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitat der Analysenergebnisse wird gemafy den Richtlinien der Bundesérztekammer und den
allgemeinen Vorbemerkungen dieser Publikationsreihe verfahren (Bader et al. 2010; Bundeséirztekammer 2014). Zur
Prézisionskontrolle werden in jeder Analysenserie drei Qualitidtskontrollproben mit untersucht, die bekannte Kon-
zentrationen des Analyten aufweisen. Da kédufliches Material nicht zur Verfigung steht, muss das Kontrollmaterial
selbst hergestellt werden. Hierzu wird Serum in drei unterschiedlichen Konzentrationen mit der Standardlésung
des Analyten versetzt, so dass die Konzentration der Kontrollmaterialien im entscheidungsrelevanten Konzentra-
tionsbereich liegt (z.B. 0,5pug/l, 2 pg/l, 10 pg/l). Aliquote dieser Proben werden bei -20°C gelagert und bei jeder
Analysenserie als Qualitatskontrollproben mitgefithrt. Dabei muss auf eine gleichméafige Verteilung innerhalb der
Analysensequenz geachtet werden. Der Sollwert und die Toleranzbereiche der Qualitidtskontrollmaterialien werden
im Rahmen einer Vorperiode ermittelt (Bader et al. 2010). Bei jeder Analysenserie wird neben den Qualitatskon-
trollproben jeweils auch ein Reagenzienleerwert mit analysiert.
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11 Beurteilung des Verfahrens

Die Zuverlassigkeit des Verfahrens wurde durch eine umfassende Validierung sowie durch Vergleichsmessungen
in einem zweiten, unabhingigen Labor bestétigt.

11.1 Prazision

Zur Bestimmung der Prazision in der Serie wurden die mit 0,5 pg, 2,0 pug bzw. 10 ug Ochratoxin A pro Liter Serum do-
tierten Qualitatskontrollproben (siehe Abschnitt 10) verwendet. Das Material wurde dreifach parallel aufgearbeitet
und analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tab. 4 Préazisionen in der Serie fiir die Bestimmung von Ochratoxin A in Serum (n=3)

Analyt Dotierte Konzentration [pg/l] Gemessene Konzentration [pg/l] Standardabweichung (rel.) s,, [%] Streubereich u [%]

Ochra- 0,5 0,45 20,5 88,2
toxin A 2.0 2.1 11,6 49,9
10,0 9,8 49 21,1

Die Bestimmung der Prazision von Tag zu Tag erfolgte durch Aufarbeitung und Analyse von aufdotierten Serum-
proben an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Fiir diese Untersuchungen wurden ebenfalls die mit 0,5 pg, 2,0 ug bzw.
10 ug Ochratoxin A pro Liter Serum dotierten Qualitdtskontrollproben (siehe Abschnitt 10) verwendet. Die ermittel-
ten Prazisionsdaten sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Tab. 5 Prézisionen von Tag zu Tag fir die Bestimmung von Ochratoxin A in Serum (n = 3)

Analyt Dotierte Konzentration [pg/l] Gemessene Konzentration [pg/l] Standardabweichung (rel.) s,, [%] Streubereich u [%]

Ochra- 0,5 0,45 27,9 120
toxin A 2.0 2,16 17,0 73,2
10,0 10,5 6,9 29,7

11.2 Richtigkeit

Zur Bestimmung der Wiederfindung wurde eine Ochratoxin A-Losung mit einer Konzentration von 5,0 pg/l verwen-
det. Die Losung wurde vierfach aufgearbeitet und vermessen, wobei sich Wiederfindungen im Bereich von 86-103 %
ergaben (siehe Tabelle6).

Tab. 6 Mittlere relative Wiederfindungsrate fiir die Bestimmung von Ochratoxin A in Serum (n=4)

Analyt Dotierte Konzentration [pg/1] Mittlere rel. Wiederfindung [%]  Bereich [%]

Ochratoxin A 5,0 95 86-103

11.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze erfolgte auf Grundlage des dreifachen Signal/Rausch-
Verhiltnisses fiir die Nachweisgrenze und des neunfachen Signal/Rausch-Verhiltnisses fiir die Bestimmungsgrenze.
Die fiir die Bestimmung von Ochratoxin A im Serum berechneten Werte sind in Tabelle 7 dargestellt.
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Tab. 7 Nachweis- und Bestimmungsgrenze fiir die Bestimmung von Ochratoxin A in Serum (n = 6)

Analyt Nachweisgrenze [pg/1] Bestimmungsgrenze [pg/1]

Ochratoxin A 0,2 0,6

11.4 Storeinfliisse

Bei der Kapillarelektrophorese konnen die Migrationszeiten von Analysenserie zu Analysenserie schwanken. Um
diese Schwankungen, die durch den Einbau einer neuen Kapillarsidule oder durch Pufferverbrauch auftreten kénnen,
auszugleichen, kann das von Li et al. (2000) publizierte Korrekturverfahren angewendet werden. Die Migrations-
zeiten des Analyten bzw. des ISTD koénnen auch durch Matrixbestandteile beeinflusst werden. In solchen Fillen
empfiehlt es sich, die Probe mit 5 pg Ochratoxin A pro Liter zu dotieren und die Messung zu wiederholen.

12 Diskussion der Methode

Das beschriebene Verfahren erlaubt die Quantifizierung von Ochratoxin A in sehr geringen Serumvolumina, wobei
die Probenaufbereitung mit zweifacher Flussig-Fliissig-Extraktion einfach und wenig zeitintensiv ist. Die Analy-
sendauer betrdgt von Messung zu Messung gut 15 Minuten, so dass sich pro Stunde drei bis vier Proben messen
lassen. Fiir eine Automatisierung ist das Verfahren allerdings nicht geeignet.

Bei der Kapillarelektrophorese (CE) beruht die Auftrennung der Probenbestandteile auf ihrem unterschiedlichem
Migrationsverhalten in einer Kapillare, an die Hochspannung angelegt wird. Bei der eingesetzten Kapillarzonen-
elektrophorese, einer Varianten der CE, wird durch Verwendung einer Pufferlésung ein homogenes elektrisches
Feld aufgebaut. Die Detektion basiert dabei auf der induzierten Fluoreszenz der Analyten, die durch das Messfens-
ter der Kapillare flielen. Die eingesetzte laserinduzierte Fluoreszenz-Detektion ist aufgrund der kurzen Lichtwege
anderen optischen Detektionsmethoden hinsichtlich Spezifitit und Sensitivitit deutlich iiberlegen.

Durch die Anwendung einer speziellen Injektionstechnik (Stacking) konnte trotz der kleinen Probenvolumina eine
Nachweisgrenze von 0,2 pg/l erreicht werden. Die Prazisionsdaten konnen als zufriedenstellend angesehen werden.
Sofern die Notwendigkeit eines Mikroansatzes nicht gegeben ist, kann mit gréfieren Probenvolumina gearbeitet
werden. Dadurch sollte sich auch die Handhabung bei der Probenaufarbeitung vereinfachen und die Prézision der
Methode weiter verbessern lassen.

Das Verfahren eignet sich aufgrund der zu erreichenden Bestimmungsgrenze ausschlieBlich fiir die Erfassung
von erhohten Ochratoxin A-Belastungen im umweltmedizinischen oder arbeitsmedizinischen Bereich. Die Hinter-
grundbelastung der Allgemeinbevélkerung, die in Deutschland im Mittel bei 0,21 pg Ochratoxin A pro Liter Serum
liegt (siehe Tabelle 1), lasst sich mit der Methode nicht erfassen.

Verwendete Messgerite HP3D-Kapillarelektrophorese-Anlage mit einer Polymicro™ Kapillarsiule aus Quarz-
glas (Molex Polymicro™, Optronics GmbH, Kehl); laserinduzierte Fluoreszenz-Detektion mit Helium-Cadmium-
Laser (Melles Griot Serie 56,325 nm) und Picometrics ZetaLIF-Detektor (Picometrics ZetaLIF, ADELIS SAS, Grabels,
Frankreich).
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