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Note 

Verbesserung der Nachweisgrenze von Aflatoxinen in der Otochdruck- 
Fliissigkeits-Chromatographie durch Verwendung eines kieselgefiillten 
Fluoreszenzdetektors 

8. ZIMMERLI 

Ei&cniisssirches Gesumiheitsamt, Abteihmg Lebensmittelkontrolle, Sektion PestiSddckst~ rrnd 
Kontaminationen. tiaslersrresse 16, 3008 Bern (Schweiz) 

(Eingegangen am 30. Juni 1976) 

Aflaroxhx sind Stoffi~echselC,.~~.~~,- e. :ger Schimmelpi!za~-len wie z.B. 
A.qxvqilhu ?lfxts. Wegen ihrer Qf.!rk kaazerogenen c _ Yirkurlg sttclfen +e c;ne r&Ientielle 
Gefahr fiir die mensrhliche GcLundheit dar. T3ei der sr,q’% c?Ioser Subsfmv?;: mitt& 
der Diincschi hwhromatographie (DC) bvird &ten in:r;ls:\< 9uowszenz auf Ger 
DC-Plarte mm Nachweis und zur Bestimmung hermgezogcn1-3. ;> den bis jetzt 
p&izietten Arbeitcn iiber die Hochdruck-FlGssigk&-Chromatographie t:qPLC) von 
Aflatoxinen wird daher neben den UV-J3etektoren‘-d ~:i’h der Einsatz VOI Fluor- 
eszet~zdetektorene~9 beschrieben. Allerdings werden dabei erhebliche Unterscr.%de in 
den Fluoreszenzsignalen der einzelnen Atlatoxine beobachtep. Wghrend bt; der 
fluorodeasitometrischen Auswertung von DC-Platten (Kieselgele) fiir die Aflatoxine 
B,, G1, B2 und Gt ein Signalverhiiltnis von i :0.7:4:3 resultiert (Lit. I), Ibst sich aus 
den publizierten HPLC-Daten8tg ein Verhgltnis in der Griissenordnung von 
1:300:2:300 schgtzen. Es ist bekannt, dass das Fluoreszenzverhalten der Aflatoxine 
stark vom L&ungsmittel abhHngt10-12 und dass deren Emissionsmaxima im adsor- 
bierten Zustand (Kieselgel), verglichen mit einer Chloroforml&ung, urn ca. 20 nm 
gegen Rot verschoben sind’O*“. Einige Autoren” vermuten such, dass die Quanten- 
ausbeute der Fluoreszenz dieser Substanzen im adsorbierten Zustand grssser ist als 
in L&ung. Neben diesen Effekten werden die beobachtbaren Signalverhiiltnisse such 
durch die spektralen Eigenschaften der verwendeten Apparatur (Primbr- und Sekun- 
dgfiiter, Photodetekior) beeinflusst. In einer kiirzlich publizierten Arbeit” wird der 
Einfluss von Adsorhentien auf das Fluoreszenzverhalten von stickstoffhaltigen 
Heterocyclen sowie van polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen studiert 
und zur Empfindlichkeitserh6hung eines HPLC-Fluoreszenzdetektors angewendet. In 
der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass durch die FiXlung der Z&e eines kommer- 
ziellen Fluoreszenzdetektors mit geeigneten Adsorbentien such fiir die Aflatoxine eine 
hiihere Detektorempfindlichkeit erreicht werden kann, 

EXPERIMENTELLES 

Der verwendete Hochdruck-Ffiissigkeits-Chromatograph war aus folgenden 
Einzelteilen aufgebaut: Pumpe Modell 6000, Dosierschlaufe U6K und fertiggefillte 
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Trennsiulen (30 cm x 4 mm I.D., Teilchengrijsse 10 pm) der Firma Waters Assoc. 
(Milford, Mass., U.S.A.); UV-Detektor LC-55 (perkin-Elmer, Norwalk, Corm., 
U.S.A.); Fluoromouitor Modell 1209 (Laboratory Da*a Control, Riviera Beach, 
Fla., U.S.A.) mit folgenden spektralen Eigenschaften14: Prim%lilter Coming 7/60 
(DurchhIssigkeit >55 % bei 365 nm), Sekundirfrlter (mit folgenden DurchhIssigkeiten : 
7 % bei 360 nm, 2 % bei 372-408 run, 8 % bei 413 nm, 52 % bei 427 nm, 60 % bei 430 
nm und 80 % bei 450 run) und Photozelle (CdS) mit ungefZihr konstanter Empfindlich- 
keit im Bereich von 400-480 run (Maximum bei 520-700 nm). Der LDC-Fluoro- 
monitor wnrde entweder direkt an die Trennsgule oder an den Ausgang des UV- 
Detektors angeschlossen. Die spiralfi%mige, aus Kunststoff gefertigte, kornmerzielle 
Zelle des Fluoromonitors (Volumen ca. 12 ~1) wurde von der Einlasseite her mit Ad- 
sorbentien gefiillt. Aus Griinden der Druckstabilitit der Zelle wurden nur Adsor- 
be, ien der Komgriisse 0.1-0.2 mm verwendet. Die Referenzzelle enthielt in der 
Regei ! ufr. Zur Registrierung der Detektorsignale diente ein Zweikanalschreiber, Typ 
334?, der Firma Yokogawa Electronic Works (Tokio, Japan). Die Peakflzchen, als 
Mass filr lie Fluoreszenzsignale, wurden nach der Dreiecksmethode bestimmt: 
F&he des Dreiecks, dessen Schenkel durch die Wendepunkte des Peaks gehen. 

Die Aflatoxine B,, B,, G: und G, stammten von der Firma Makor Chemicals 
(Jerusalem, Israel) und wurden in der Schweiz von der Firma Senn Chemicals 
(Dielsdorf) geliefert. Aflatoxin M1, gel&t in Chloroform, erhielten wir von Ir. H. P. 
van Egmond (Bilthoven, The Netherlands). 

Die Stammt&ungen wurden in Benzol-Acetonitril (98:2) resp. in Methanol 
hergestellt. Mittels der publizierten Extinktionskoeliizienten (Lit. 15 resp. Lit. 16) 
wurden die genauen Konzentrationen bestimmt. Zur Herstellung von Verdiinnungen 
dienten Dichlormethan resp, Methanol, da diese such als Elutionsmittel verwendet 
wurden. Alle verwendeten Liisungsmittel waren Produkte der Firma Merck (Darm- 
stadt, B.R.D.) und wurden vor Gebrauch, z.T. fiber Natrium, destilliert. 

RESULTATE UND DISKUSSION 

In Tabelle I sind die vorwiegend verwendeten Trennsysteme zusammen mit 
den entsprechenden MassenverteilungsverhHltnissen (k’) der Aflatoxine B,, Bz, G,, Gz 

TABELLE I 

VERWENDETE TRENNSYSTEME UND MASSENVERTEILUNGSVERHfiTNISSE (k? 
DER AFLATOXINE BEI 20” (UV-DETEKTOR) 

Bezeich- Trennsystem 
.* 
V h 

*. k 

nw 
Stationrire Phase Mobile Phase 

(mljmin) (pm) 
BL Bz G G M* 

I ~Porasil@ CHzC12 
(Hz0 g&- 
CH,OH (99.4:O.6) 1.05 43 1.77 2.26 2.03 2.64 17.20 

II fiBondapak CN” n-CsH,,--THF 
(50:50) 1.05 73 2.58 2.94 4.88 5.70 2.80 

III pBondapak C,a@ H+O-CH;OH 
(58:42) 0.36 228 5.54 4.07 3.39 2.48 2.16 

* e = Volumen,oeschwiodigkeit. 
l * h = Mittlere theoretische Bodenhiihe. 
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TABELLE II 

MESSUNGEN DER THEORETISCHEN BODENHt)HEN IM TRENNSYSTEM I 

A_fla foxin h Dm) 

UV-Detektor LDC-Fhwrmonitor 

_ Leere Zelle Gefrlrrre ZeIIe ’ 

B, 49.2 5 1.3 (8)” -*** 54.8 f 2.0 (10) 
BZ 42.0 & f .O (9) - 55.1 zt 0.7 (10) 
G1 35.9 5 1.6 (9) 44.7 _c 0.5 (If) 51.9 * 1.0 (10) 
G* 42-S i 0.9 (9) 445.8 c 0.5 (11) 56.5 _S 2.4 (IO) 

* ,Mit K&&e1 60, reins& Merck Nr. 7754, Korngr&se O-1-0.2 mm. gefiitlt. 
** Mittelwert & s/x//N, in Kkunmem Anzahl Messungen (N). . . . 

-9 nicht gemessen. 

und M, zusammengestellt Bei alien Versuchen betrug in den Trennsystemen I und 
II die Volumengeschwindigkeit 1.05 ml/mm und im System III 0.36 ml/min. In Vor- 
versuchen wurde, vor allem in den Trennsystemen I und II, der Einfluss verschiedener 
Kieselgele und Aluminiumoxide auf die Fluoreszenzsignale der Afiatoxine untersucht- 
Die stirksten Signale ergaben sich in den Trennsystemen I und II mit Kieselgel 60, 
reinst (Merck, Nr. 7754) und im Trermsystem III mit silanisiertem Kieselgel60 (Merck, 
Nr.. 7719). Mit diesen b&den Adsorbentien wurden die weiteren Untersuchungen 
durchgefiihrt.Die Verwenduug stickstoffgespiilter Elutionsmittel in den Trennsystemen 
I und II ergab weder mit der leeren noch mit der geftillten Zelle eine Beeinftussung der 
Detektorsignale. Dies ist in Ubereinstimmung tit Literaturangahenli, nach denen die 
Fluoreszenz der Aflatoxine B1 und G1 in Methanol durch Sauerstoff nicht geh%cht 
wird. Messungen der theoretischen Bodenbiihen (h) im Trennsystem I ergaben, dass 
diese durch die Fiilfung der Fluoreszenzzelle urn maximal 20% erh6ht werden 
(Tabelle II). 

Bei der Bestimmnng der Detektorempfindlichkeit Wr die Ieere Zelle resultierten 
bei Dosierungen von 500 ng der schwach ff uoreszierenden Aflatoxine B, und B, (Trenn- 

TABELLE 1x1 

EINnUSS VON ADSORBENTIEN AUF DIE EMPFINDLICHKEIT DES LDC-FLUORO- 
MONITORS 

Trermsystem I;iillung tier Zelle al tm Vilf&nOl l 

& & Gl G Ml 

I leer to.2 to.2 170 160 t2 
I . Kieselget 60, reinst 4&l 1000 560 1970 3960 

(Merck Nr. 7754) 
II IGX%- (0.2 <0.2 11 16 <2 
II KieseIgel60, reinst 190 200 550 610 130 

(Merck Nr. 7754) 
III -leer cl3 370 t13 290 70 
III KieseIgel60, silanisiert 160 640 170 1100 110 

(Merck Nr. 7719) 

* a, = cdlm, wobei fi = Volumengexhwindigkeit in ml/seq A = PeakGche in mV-set 
und m = Substannnenge inpg_ 
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systeme I und 11) negative Signale. Dieser Effekt lgsst sich mit dem geometrischen 
Aufbau des LDC-Fluoromonitors (ISO Anordnung) und der Durchl%sigkeit des 
Sekundarfilters im WellenlHngenbereich der Absorptionsmaxima der Aflatoxine er- 
k-l&en. 

Die &us den gemessenen Peakfllchen fiir einen konzentrationsabh&gigen De- 
tektor berechneten Empfindlichkeiten (ai) sind in Tabelle III fiir die drei verschiedenen 
Trennsysteme und die zwei Kieselgele zusammengestellt. Fiir die lcere Detektorzelle 
werden je nach Elutionsmittel unterschiedliche Empfindlichkeiten beobachtet: G1 = 
Gz >> B1 - Bz - M1 (in Dichlormethan) und Bz = Gz > M1 > B, = G1 (in Wasser- 
Methanol, 58:42). Mit Angaben aus der Literatur lo fiber die relativen Fluoreszenzin- 
tensititen in Chloroform resp. Methanol besteht eine qualitative ubereinstimmung. 
Durch die Fiillung der Fluoreszenzzelle ergeben sich gegeniiber der leeren Zelle schein- 
bare Verstgrkungen der Fluoreszenzsignale urn einen Faktor 1.6 (Ml, System III) bis 

zu rund 5 - IC? (B,, System I). Ffir die Aflatoxine B,, G,, Bz und G2 wird mit dem kiesel- 
gelgefiillten Detektor im Trennsystem I ein Signalverhatuis von 1:1.4:2.5:4.9 erhal- 
ten, was in der gleichen GrZissenordnung liegt wie die bei der fluorimetrischen Aus- 
wertung der DC-Platten1*10*17 gefunden Verh3tniszahlen. Einen Hinweis fiir die Deu- 
tung der beobachteten Effekte liefert die am Beispiel von Aflatoxin M, untersuchte 
Abtingigkeit der Detektorempfindlichkeit vom k’-Wert auf dem zur Detektorfiillung 
verwendeten Kieselgel (Merck Nr. 7754). Die li’-Werte wurden durch wechselnden 
Zusatz von Methanol zu Dichlormethan (Wasser-gesgttigt) gee8ndert und lagen im 
Bereich von 0.2-22. Die beobachtete Detektorempfindlichkeit nahm, innerhalb der 
Fehlergrenze, mit steigendem k’-Wert linear zu. 

Fig. 1 zeigt zur Illustration die ‘Zhromatogramme von StandardlGsungen der 
Aflatoxine B,, B2, G, und G2 in den Trennsystemen I (modifiziert) und II. Der Ver- 
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0 

6 
, . 1 * I_ I , , , I , , J 1 1 1 ’ I I 

4 8 12 0 4 8 12 0 6 16 24 
min min min 

Fig. 1. Cbromatogramme von Standardliisungen der Afiatoxine B1 (a), B2 (b), G1 (c) und Gz (d) im 
modifizierten Trennsystem I (A, B) und im Trennsystem II (C). Detektor, LDC-Ruoromonitor. 
A. Stationlry Phase, pporasil”; Mobile Phase, Dichlormethan (Wasser-g&ttigt)-Metbanol (99.2: 
0.8); Volumengeschwindigkeit, 1.05 ml/r&; Temperatur, 20”; leere Detektorzelle. Je 2.4 ng Afla- 
toxin B1, Bz, G, und Gr dosiert. B. Gleiches Trennsystem wie unter 1A; Detektorzelle jedoch mit Kiesel- 
gel 60, reinst (0.1-0.2 mm) gefiillt. Je 0.4 ng Aflatoxin BI, Bj, G, und Gr dosiert. C. lrennsystem II 
(vgl. T&e& I); Detektorzelle mit Kieselgel 60. rein& (0.1-0.2 mm) gefiillt. Je 2.4 ng Aflatoxin B,, 
Bz, GI und Gz dosiert. 
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gleich der Chromatogramme A (leere Z&e) und B (kieselgelgeftillte Zelle) zeigt deut- 
lich die Verstirkuag der Fluoreszenzsignale der Aflatuxine BI und B2 im modifizierten 
Trennsystem I_ Das Detektorrauschen wurde durch die Fiillung der Zelle nicht beein- 
flusst und betrug, unabtingig vom verwendeten Treansystem, bei der Abschwachung 
x 2 <es Fluoromonitors 0.15 mV (peak-zu-Peak). Im Trennsystem I lassen sich no& 
folgende Aflatoxinmengen sicher bestimmen: 120 pg B,, 80 pg B,, 120 pg G1 und 
40 pg GZ. Im Umkehrphasensystem III liegen die entsprechenden Zahien, zum Teil 
infolge der fenfmal schlechteren Bodenzahl der TreirnsBule, CQ. einen Faktor 4-10 
h8her. Bei der fluorometrischen Auswertung von ‘DC-Platten wurden Nachweis- 
grenzen von 100-200 pg erhalten 2*3J8. Tiefere Werte, in der Griissenordnung von 10 
pg, a-urden, bei theoretischen Bodenhijhen von 12 pm, mit einem Mikrodiinnschicht- 
verfahren” erziek Mit dem bier venvendeten UV-Detektor (360 nm) resultierten im 
Trennsystem I Nachweisgrenzen von 1.5 ng pro Aflatoxin. Fig. 2 zeigt als Beispiel 
die Eichkurve fiir Affatoxin GZ im Bereich von 0.04-40 ng, aufgenommen im modifi- 
zierten Trennsystem I (0.8 % statt 0.6 % Methanol) und der mit Kieselgel (Merck Nr. 
7754) gefillten Fluoreszenzzelle. In der doppelt-logarithmischen Darstellung der 
Peakhiihen als Funktion der aufgegebenen Menge erhielten wir fir die Steigung der 
Geraden den Wert 0.96 mit der Vertrauensgrenze AO.09 (P = 95 %, iV = 22). Analoge 
Eichgeraden ergaben sich fiir die Aflatoxine B,, Bz und G1. Die zehnmalige Aufgabe 
von 30 ~1 einer Standardlasung der Konzentration 50 pg/pl ergab fir die PeakfGhen 
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Fig. 2. Peakhijhe als Funktion der doslerten Menge Afktoti Gf_ Bedingungen: modifiziertes Trem~- 
system I (versl. Fig. 1A); ZeUe des IJX-Fluoromonitors mit Kieselgel 60, reinst (0.1-0.2 mm) 
gefiat. 
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im gleichen System folgendd Variationskoeflizienten: BL (1.8 %), B2 (1.9 %), G1 
(1.6 o/,), Gz (1 .O “/,). Im gleichen modifizierten Trermsystem I wurde such der Einiluss 
der aufgegebenen Probevolumina auf die AtiSsung (R) dcr Afiatoxine untersucht. 
Bis zu 200~1 konnte f-r die Aflatoxinpaare B,/G, (R = 1.22) und BJGz (R = 1.59) 
keine Reduktion der AuflBsung festgestellt werden. Fiir Probevolumina von 300~1 
(Aflatoxine im Eluens gel&t) resultierte eine urn 30 % verminderte &fliisung. 

In kiinIich durchgefiihrten Versuchen mit dem Labotron Filterfluorometer (50 
pl Durchflusszelle; Primgrfilter UG-11 der Firma S&Ott, Jena, D.D.R.; Sekundir- 
filter Wratten 2A, 90” Anordnung, der Firma Kontron AG, Ziirich, Schweiz) erhielten 
wir im Trennsystem I qualitativ gleiche Resultate wie mit dem LDC-Fluoromonitor. 
Das Detektorrauschen erhGhte sich allerdings durch die Fiillung der Zelle von 0.04 
auf0.2 mV (Peak-zu-Peak). Mit der kieselgelgefiillten Zelle (Merck Nr. 7754) wurden 
fiir die Aflatoxine folgende Empfindlichkeiten al [mV/@g/ml)] ermittelt : B, 400 (2), Bz 
2080 (2), G, 290 (310), Gz 2400 (350) und M, 3480 (die Werte in Klammern gelten 
fiir die leere Zelle). Trotz des hGheren Detektorrauschens ergeben sich mit der gefiillten 
Zelle fiir die Aflatoxine B, und Bz urn den Faktor 40 resp. 200 tiefere Nachweisgrenzen 
als mit der leeren Zelle. 

Wiirde zur Analyse von Atlatoxinen van 50 g Probematerial ausgegangen, der 
gereinigte Extrakt auf 1 ml konzentriert und davon 200 ~1 im Trennsystem I analysiert, 
so kiinnte bei Verwendung des kieselgelgeffillten LDC-Fluoromonitors mit einer Nach- 
weisgrenze der Aflatoxine im Probematerial von rund 10 ppt (1: IO”) gerechnet werden. 
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