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Bestimmung von Ochratoxin A in Kaffee

mittels FREESTYLE ThermELUTE™ 
und online HPLC-Messung 
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Grundlage der Methode 

Ochratoxin A ist ein hochtoxisches Mykotoxin, welches von verschiedenen Pilzen während der 
Lagerung von Matrices gebildet wird. Das Toxin (Abb. 1) kann in Kaffee, Lakritze, Gewürzen, 
Getreide und aus diesen Lebensmitteln hergestellten Produkten gefunden werden. Wegen der 
toxischen Wirkung  hat die europäische Kommission (EC) einen maximalen Gehalt in 
verschiedenen Matrices festgelegt und diese in der Regulation No 1881/2006 festgehalten und 
in der Verordnung 105/2010 auch für weitere Matrices ergänzt.  

 

 
Abb. 1: Ochratoxin A 
 
In dieser Applikationsnote wird beschrieben, wie das entsprechend den Vorgaben extrahierte 
Toxin automatisiert mit dem FREESTYLE ThermELUTE™-System bearbeitet, über die 
Immunoaffinitätssäule OtaCLEAN SMART aufgereinigt und zur Messung online in ein HPLC-
System mit Fluoreszenzdetektor injiziert wird. 
Bedingt durch die besondere Prozesstechnik werden für den gesamten Vorgang einschließlich 
Aufreinigung und Messung nur rund 30 min Prozesszeit benötigt und der Analyt ohne 
manuelle Zwischenschritte im unteren ppt-Bereich robust gemessen.  

Vorgehensweise	

Die Proben werden für die jeweilige Matrix entsprechend der Vorgaben im OtaCLEAN SMART-
Handbuch extrahiert, verdünnt, filtriert und ein Aliquot in einem 16 mL Probengefäß in das 
FREESTYLE ThermELUTE™ System gestellt. Die zur Bearbeitung benötigten 
Immunoaffinitätssäulen werden in ein separates Rack entsprechend der benötigten 
Probenanzahl gestellt. Wenn die Einsatzbereitschaft der HPLC-Anlage hergestellt worden ist, 
kann die automatisierte Bearbeitung gestartet werden. 
In einem kontinuierlichen Fluss können so mehr als 70 Proben pro Tag vollständig bearbeitet 
und gemessen werden, da während der Messung bereits die nachfolgende Probe durch das 
FREESTYLE-System bearbeitet wird. 

 FREESTYLE ThermELUTE™ mit online HPLC-Messung
 Bestimmung von Ochratoxin A mittels
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Materialien und Chemikalien 

1. FREESTYLE Basic  Best.-Nr. 12663 

2. FREESTYLE SPE  Best.-Nr. 12668 

3. FREESTYLE ThermELUTE™  Best.-Nr. 13691 

4. Justagevorrichtung für SMART Säulen Best.-Nr. 13768 

5. Probenrack für 60 SMART Säulen Best.-Nr. 13497 

6. Träger für Racks, justierbar Best.-Nr. 14062 

7. Probenrack für 30 x 16 mL Flaschen Best.-Nr. 11933 

8. Träger für Racks Best.-Nr. 11915 

9. Gewindeflasche 16 mL Best.-Nr. V0016 (100 St./Pkg.) 

10. OtaCLEAN SMART Best.-Nr. 13346 (100 St./Pkg.) oder 

                                                                                 Best.-Nr. 13351 (1000 St./Pkg.) 

11. Injektionsnadeln für SPE Säulen Best.-Nr. 13544 (1000 St./Pkg.) 

12. Methanol für die HPLC  

13. Wasser für die HPLC 

14. PBS Puffer verdünnt 1 zu 500 

15. PBS Puffer pH 7,4 enthält 8% Tween20 

16. Standard Laborausrüstung einschließlich HPLC mit Fluoreszenzdetektor 

 Greifer nimmt Adapter. 

 Adapter nimmt Säule. 

 Säule wird in ThermELUTE™ Modul positioniert. 

 Die schnelle Kombination
 ThermELUTE™ und SMART Säulen
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Parametrierung der Methode im FREESTYLE ThermELUTE™ 
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Exemplarische Wiederfindungsraten 

Die Matrices wurden gemäß den empfohlenen Extraktionsprotokollen aufgearbeitet und im 
FREESTYLE ThermELUTE™ prozessiert. 

Gehalte an Ochratoxin A für verschiedene Matrices: 

Matrix Matrixbeladung [g] Wiederfindung [%] 

Chili 0,08 98 

Kaffee 0,08 98 

Bier 1,428 97 

Paprika 0,08 98 

Reis 0,4 104 

	

Die Proben wurden mit jeweils 5 ppb (5 μg/kg) gespikt und die Wiederfindungsrate anhand 
einer Standardkalibrierungskurve ermittelt.  
Die Wiederfindungsraten wurde um die in den jeweils nicht gespikten Proben gefundenen 
Toxinmengen korrigiert.  

 

 

 Wiederfindungen und Chromatogramme 
 Ergebnisse 
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Exemplarische Chromatogramme 
HPLC-Bedingungen: 

Flussrate:   0,6 mL/min, Acetonitril / Wasser / Methanol (15/60/30 (v/v/v)  
    enthält 1% Essigsäure) 
Trennsäule:   RP C18 (LCTech Best.-Nr. 10522) 
Fluoreszenzdetektion: UltiMate™ 3000 RS Fluoreszenzdetektor 
Anregungswellenlänge: 335nm 
Emissionswellenlänge: 465 nm 

 

Chromatographie von Ochratoxin A 0,1 ng in 2,8 mL Probe (repräsentiert 1,25 μg/Kg (1,25 
ppb)). 
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Real kontaminierte Kaffeeprobe (Nr. 47594) 
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Linearität und Reproduzierbarkeit 

 

Von 0 bis 1 ng / 2,8 mL (0 bis 12,5 ppb) wurden drei Standards analysiert und für die Erstellung 
einer Kalibrierungskurve genutzt. Der Korrelationskoeffizient wurde an allen Datenpunkten 
berechnet (8 (n=3)). Die Nachweisgrenze, die von der Sensitivität des Fluoreszenzdetektors 
abhängt, wurde mit 0,05 ppb ermittelt (Signal-Stör-Verhältnis (1:5)). 

Datenvergleich 

Vergleich der Daten, die mittels FREESTYLE ThermELUTE™ mit HPLC und Fluoreszenzdetektion 
von LCTech und mit HPLC und Fluoreszenzdetektion von 
CR3 - Kaffeeveredlung M. Hermsen GmbH gemessen wurden. 

Probe ThermELUTE™ 
ppb (μg/kg) 

CR3 
ppb (μg/kg) 

1 0,38 0,36 

2 0,77 0,77 

3 (no. 47594) 3,34 4,4 

4 0,15 < 0,2 

Identische Proben wurden in verschiedenen Laboren extrahiert und analysiert. Die Extraktion 
und die Aufreinigung wurden entsprechend der Extraktions- und Aufreinigungsvorgaben von 
OtaCLEAN durchgeführt. Der Datenvergleich zeigt eine sehr gute Korrelation.  
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