Der Tod im Brot

Adaption einer Methode zum Screeni
(Ergotalkaloiden) unter Einsatzbedi

von B. Slabik & L. Plato, ZInstSanBw Muinchen, Abt. B, Ingolstadter Landstr. 102, 85748 Garching
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Hintergrund:

Ergotalkaloide sind natiirlich vorkommende Stoffe, die vom Mutterkornpilz gebildet werden, welcher verschiedene
Getreidearten befallen kann. Mutterkornalkaloide haben friither immer wieder zu epidemieartigen Ausbriichen zu
vielen Todesfallen gefiithrt und konnten seither fast vollstandig durch technologische Verfahren in modernen
Getreidemihlen vermieden werden. Die starke Toxizitat verursacht nicht nur korperliche, sondern auch psy-
chische Symptome. Diese Wirkung macht man sich auch in Medikamenten und illegalen Drogen wie dem

LysergSaureDiethylamid zu nutze. Da man u. U. im Einsatz dazu gezwungen ist, Getreideprodukte zu 10 g Probenmaterial einwiegen|ij

nutzen, die vor Ort hergestellt wurden und somit nicht den Standards der EU unterliegen, ist die

<

Moglichkeit der Untersuchung auf Ergotalkaloide vor Ort anzuraten. Zusatz von internem Standard (ISTD = LSD).

<

Aufarbeitung und Untersuchungsmethode: mit 50 mL Extraktionsmittel 45 min schitteln

<

Eine bereits bestehende Methode des ZInstSanBw Minchen zur Bestimmung von Ergotalka-
loiden mit hochsensiblen Geraten und sehr geringen Bestimmungsgrenzen soll an die
Einsatzgegebenheiten angepasst werden. Da im Einsatz verfiigbare Getreidemehle

20 min zentrifugieren bei Raumtemperatur.

<

keiner weiteren Vorbereitung bedirfen, sind sie pradestiniert fiur eine Prifung auf
eine etwaige Belastung der daraus entstehenden Backwaren mit Ergotal kaloiden
Die Aufarbeitungsmethode ist im nebenstehenden Flielschema ersichtlich.

Reinigung an basischem Aluminiumoxid
1 mL Aliguot am Rotationsverdampfer einengen

in Rekonstitutionslosung aufnehmen 8

<

Filtrat in vial abf(jllen.

<

Vermessen mit HPLC/FLD.

<

Methodenparameter

Autosamplertemperatur:
Injektionsvolumen:

5° C oder Raumtemperatur
20 pL

FlieBmittel: Ammoniumhydrogencarbonatpuffer und

Acetonitril (mit Gradient)
Flussrate: 0,3 - 0,6 mL/min
HPLC-Saule: 4,6-Phenyl-Hexyl, | = 100 mm, g 3 um, bei Temp: 30° C
Detektion: Fluoreszenzdetektor mit Aex 245 nm und A, 430 NmM
Laufzeit: 40 min

Abb.1:
vereinfachte Darstellung
der Herstellung von LSD
aus dem einfachsten
Ergotalkaloid Ergin

Auswertung:

Die Auswertung der Einzelstoffe erfolgt mit Hilfe der zuvor erstellten
Kalibriergeraden (Bestimmtheitsmald R2von 0,996 bis 0,997 ungekiihlt und
R2von 0,998 bis 0,999 bei Kiithlung) der betreffenden, ausgewahlten Ergot-
alkaloide (Beispiel des Levels 5 siehe Abb. 2). Die Werte sind auf den
internen Standard (LSD) bezogen. In der Gegeniberstellung von Ergebnissen
der Messung mit gekihlten und ungekihltem Probengeber sind teils

deutliche Unterschiede in der Wiederfindung zugunsten der Kiithlung
zu beobachten (siehe Abbildung 4).

FLD1 A, Ex=245, Em=430 (ERGOT VERSUCHSREIHE\ERGOTALKALOIDE FLD1 A, Ex=245, Em=430 (ERGOT VERSUCHSREIHE\ERGOTALKALOIDE

(1) 10.733 - LSD e (©) (7) (1) 10.724 - LSD e (3)
(2) 13.035 - Ergosin 30- (2) 13.022 - Ergosin 17.5- (6) (7)
(3) 17.052 - Ergocornin 25_; (3) 17.022 - Ergocornin 15'@ ) (4)
(4) 21.060 - Ergocrystin 20 - (4) 21.031 - Ergocrystin 1218_
(5) 23.053 - Ergosinin 15 - (5) 23.020 - Ergosinin . 5'; ) (5)
(6) 27.656 - Ergocorninin 10_; (6) 27.612 - Ergocorninin 5_
(7) 32.387 - Ergocrystinin E (7) 32.350 - Ergocrystinin l ‘- A
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Abb. 2: Beispielchromatogramm einer Kalibration (ungekiihlt) Abb. 3: Beispielchromatogramm einer Referenzprobe (ungekiihlt)
Vergleich: Fazit:
Der Vergleich von Wiederfindungsraten ist hier ersichtlich. Dazu wurden Die bereits am ZInstSanBw Miinchen etablierte Methode zur Ergotalkaloid-
pro Ansatz (,ungekihlt® und ,Probengeber gekihlt®) 5 Proben mit der bestimmung kann auch mit im Einsatz verfugbaren Materialien und Geraten
Markersubstanzmischung versehen und vermessen und mit je einer Kont- durchgefiihrt werden. Fiir eine risikobasierte Abschatzung eines potentiel-
rollprobe verglichen. Die Fehlerbalken am oberen Ende der Saulen stel- len Ergotalkaloidbefalls von Mehl ist die Methode zurzeit trotzdem nur be-
len graphisch die prozentuale Standardabweichung (rel. SD) innerhalb dingt geeignet, da die Ergebnisse ohne Kiithlung des Probengebers nicht die
der Messreihe dar. erhofften hohen Wiederfindungen erreichen. Diese hatten den Charme, dass
Vergleich der Wiederfindungen gegebenfalls erhohte. Gehalte a"n Erg.otalkalmd.en 111. Jede.1.11 Fall sicher er-
140% kannt werden. Um dies zu gewahrleisten, scheint eine Kiihlung des Proben-
i gebers dullerst vorteilhaft. Die Nachristung der im Einsatz befindlichen
120% - . . .. . . .
’ - "2 HPLC mit einem Kihlmodul ist somit angebracht. Erst dann kann ein effek-
100% . = tives Screening von Getreideprodukten im Einsatz sinnvoll etabliert
80% 3 werden.
60% - I -
40% - .
20% - —
0y | | . - - zukiinftig verwendbar
Ergosin Ergocornin | Ergocrystin |Ergosinin Ergocorninin|Ergocrystinin
B Ohne Kiihlung, n = 5 7347%  4481%  5575%  83,66%  |73,77% 79,80% iIm Einsatz
Probengeber geklhlt,n =5 62,86% 127,29% 56,18% 94,07% 111,26% 116,16%

Abb. 4: Gegenulberstellung der Wiederfindungsraten, abhangig von der Probenbehandlung
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