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1. Einleitung

Mykotoxine  sind  giftige  Stoffwechselprodukte  der
Schimmelpilze, die priméare Lebensmittel infizieren kdnnen,
z.B. Getreide, Nusse und Frichte. In Europa héaufig
anzutreffende Mykotoxine sind z.B. die Aflatoxine und
Ochratoxine, gebildet von Lagerpilzen (Aspergillus- und
Penicillium-Arten), und die von Feldpilzen (Fusarium- und
Alternaria-Spezies), gebildeten  Deoxynivalenol und
Zearalenon.

Aufgrund der mdéglichen Gesundheitsgefahren fir Mensch
und Tier ist die Untersuchung auf Anwesenheit von
Mykotoxinen in Getreide und Getreideprodukten von
groRBer Bedeutung. Daflr werden zuverlassige, preiswerte
und einfache Methoden fir den Nachweis des Pilzbefalles
und der Mykotoxinkonzentration benétigt, insbesondere fir
die vor-Ort-Messungen des Rohmaterials am Anfang der
Produktionskette.

Der Einsatz von faseroptischen, chemischen Sensoren
(FOCS) und spektroskopischen Methoden in der Futter-
und Lebensmittelkontrolle nimmt zu, besonders in
Verbindung mit chemometrischen Auswerteverfahren.
Zerstorungsfreie Methoden wie Absorption-, Fluoreszenz-
und  Reflektionsspektroskopie  sind  leistungsféhige
Verfahren zur Detektion der Mykotoxine in Lésung und auf
Feststoffoberflachen.

2. Experimenteller Aufbau
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau des OPTIMOS LIF-
Spektrometers (Fa. Optimare, Wilhelmshaven)
(durchgehende Linie: elektrisches Signal, gestrichelte Linie: optisches Signal)

Das LIF (laser-induzierte Fluoreszenz) - Spektrometer-
system (Abbildung 1) besteht im Wesentlichen aus einem
Laser (Nd:YAG, A, = 266, 355 oder 532 nm bzw. Ny, A, =
337 nm), einem Sensorkopf und Detektionssystem. Licht
aus dem Laser wird in einen Lichtleiter eingekoppelt und
zum Sensorkopf gefuihrt. Die Probe wird zur Fluoreszenz
angeregt, die durch einen zweiten Lichtleiter zum
Detektionssystem (CCD-Kamera mit integriertem
Bildverstarker und Spektrograph) geleitet wird. In
Erweiterung zum  Standardmessmodus  wird  zur
Optimierung des  Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses  die
zeitliche Korrelation von Anregung und Detektion optimiert
(,0ated detection").
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau einer Integrationskugel
(P — Probe, R- Referenz, D — Detektor)

Wahrend man bei der Transmissionsspektroskopie die
Absorption einer Probe misst, indem man die Intensitéat
eines kollimierten Lichtstrahls vor und hinter der zu
durchstrahlenden Probe misst, richtet man bei der
Reflektionsspektroskopie den Strahl auf die Probenober-
flache und analysiert das diffus gestreute Licht (Abbildung
2).

3. Ergebnisse

Aufgrund fehlerhafter
Literaturangaben [1] wurden die optischen Eigenschaften
von Aflatoxin B, (AFB,), Ochratoxin A (OTA), Ochratoxin
B (OTB), Zearalenon (ZEA) und Deoxynivalenol (DON)
in Ethanol bestimmt (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Absorptions- (blau) und Fluoreszenz- (griin)
Spektren ausgewahlter Mykotoxine in Ethanol
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Wellenlangenbereich von 200 nm < A < 400 nm. Die
Emissionsmaxima von AFB,, OTA, OTB und ZEA liegen
in ethanolischer Lésung zwischen 420 und 470 nm. Die
Maxima in einer Ethanol-Wasser-Mischung (1:6) sind
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In Tabelle 1 sind die Absorptions- und Fluoreszenzdaten
der o0.g. Mykotoxine zusammengefasst. Die Quanten-
ausbeuten wurde gegen Chininsulfat in 0.IN H,SO,

(®=0.58) bei %, =

324 nm und Ay, = 400 - 600 nm

ermittelt [2]. Diese verringern sich durch Zugabe von
Wasser sowie in aprotischen Lésungsmitteln bis zu 80%.

AFB, OTA OoTB ZEA
Absorption 224 212 216 236
A [NM] 264 333 320 275
360 380 367 318
Fluoreszenz 333/455 | 320/ 460
Ny / Agry [nm] | 3607427 | 380427 | 367422 | 318/ 466
Quanten-
ausbeute @ 0.05 0.29 0.36 0.03

Tabelle 1: Zusammenfassung der Absorptions- und
Fluoreszenzdaten in Ethanol
In Abbildung 4 sind die Fluoreszenzspektren der drei
Hauptbestandteile eines Getreidekorns — Frucht- und

Samenschale,

Keimling

und  Mehlkérper
Anregung bei i, = 266 nm dargestellt.

nach
Mit der

Zuordnung der einzelnen Banden haben sich bereits
Nakai et al. [3] beschéftigt. Die Emissionsbanden bei
hemmax = 320 nm werden Tryptophan und bei gy max =
430 nm Riboflavin zugeordnet. Die Fluoreszenzspektren
der Bestandteile eines Getreidekorns verdeutlichen die

unterschiedlichen

spektrum.
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Abbildung 4: Normierte Fluoreszenzspektren der
Hauptbestandteile eines Roggenkorns (A, = 266 nm)
(blau: Frucht- und Samenschale, gelb: Keimling, griin: Mehlkérper)

Anhand der vorangegangen Darstellungen wird deutlich,
dass die laser-induzierte Fluoreszenz der Matrix (des
Getreidekorns) im Wellenlangenbereich der Emission der
Myktoxine liegt und damit die Anregungswellenlénge %, =

266 nm fur diese Problemstellung ungeeignet ist.
Geeigneter scheinen X, = 337 und 355 nm zu sein.
Mittels ~ Reflektionsspektren koénnen qualitative und

quantitative Aussagen Uber die Anteile der Inhaltsstoffe
gemacht werden [4], aber auch der Befall des Getreides
mit Schimmelpilzen untersucht werden. In Abbildung 5
sind drei Reflektionsspektren von Roggenkdrner ohne und
mit Schimmelpilzbefall (Fusarium poae) dargestellt sowie
einer inokulierten Kultur der Fusarium-Art. Bei der
befallenen Probe zeigt sich deutlich eine Veranderung der
Bandenform im Bereich kleiner 1000 nm und Verringerung
des Reflektionsgrades oberhalb 1000 nm. Das Spektrum
der Reinkultur unterscheidet sich deutlich unterhalb 900
nm und zusatzlich oberhalb 1400 nm.

604

504

404

Reflektionsgrad / R%

750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500
Wellenlange / nm
Abbildung 5: Reflektionsspektren von Roggenkdrnern ohne
(schwarz) und mit (blau) Schimmelpilzbefall sowie der
Reinkultur Fusarium poae (griin), gegen 99% Spectralon
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Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass die Form,
Farbe und GroRRe eines Korns sowie der Feuchtigkeits-
gehalt und die Zusammensetzung (Starke, Fett, Protein)
groRen Einfluss auf das Absorptions- und Fluoreszenz-
verhalten hat.  Auch das Fluoreszenzverhalten des
jeweiligen Mykotoxins kann von den Absorptions-
eigenschaften der Matrix abhéngen. Dieser Einfluss muss
auf Basis der Kubelka-Munk-Theorie [5] korrigiert werden.

4. Zusammenfassung

Wegen seiner herausragenden Empfindlichkeit sind die auf
Fluoreszenzspektroskopie basierenden Techniken
potentiell  fir schnelle  vor-Ort-Bestimmungen  von
Mykotoxinen wie Ochratoxin, Aflatoxin sowie Zearalenon
geeignet. Die genannten Toxine koénnen mit einer
Anregung im Spektralbereich 200 nm < ig, < 400 nm und
der Emissionswellenldange 2., > 420 nm untersucht
werden. In  Kombination mit  Absorption-  und
Reflektionsmessungen lassen sich qualitative und
quantitative Aussagen treffen. Ferner erhalt man anhand
von NIR-Reflektionsspektren ~ Angaben zu den
Bestandteilen, dem Wassergehalt und die An- (oder
Abwesenheit) von Schimmelpilzen auf der Probe.
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