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Vitamine (LM, FM)
Biomonitoring (Gras; Blatter)

PAK (polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe) (LM, FM, Boden etc. )

Mykotoxine (LM, FM)
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Mykotoxine allgem.
B-Trichothecene > GC/ECD > GC/MSD

Trennungsoptimierung
Computersimulation

A-Trichothecene -> GC/MSD
SIDA / SIVA
Isotopenmarkierte interne Standards

EU-Vorgaben / Leistungskriterien
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Mykotoxine ( ACES

I|

Schimmelpilzgifte

sekundare Stoffwechselprodukte

akut oder chronisch toxisch fiir Mensch und Tier

hautreizend brechreizend immunsuppressiv nekrotisierend dstrogen
mutagen karzinogen nephrotoxisch

Lagerpilze (z.B. Penicillium, Aspergillus).

Aflatoxine, Ochratoxin A, Patulin

Feldpilze der Gattung Fusarium

Zearalenon, Fumonisine,
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Fusarientoxine
Feldpilze

weit verbreitet
Zerealien

bedeutsamste
Mykotoxinklasse
in Osterreich

B-Trichothecene
Leitsubstanz

hochtoxische
A-Trichothecene:
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Struktur der
Trichothecene

Silylierung

A-Typ:
MSTFA

H,C

O
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3
Typ Substanz Abkiirzung R1 R2 R3 R4 R5
A | Monoacetoxy- MAS H H O-Acetyl | OH OH
scirpenol
A| Diacetoxy- DAS H H | O-Acetyl| OH | O-Acetyl
scirpenol
A HT-2 Toxin HT-2 O-Isovaleroyl H O-Acetyl OH OH
A T-2 Toxin T-2 O-Isovaleroyl H O-Acetyl OH O-Acetyl
B | Deoxynivalenol DON =0 OH OH OH H
g || 3-Acetyldesoxy- | 5 )\ bon | | =0 OH OH | O-Acetyl H
| nivalenol
g [ 15-Acetyldesoxy- 5 s pon| | =0 OH | O-Acetyl| OH H
| nivalenol
B Fusarenon X Fus X =0 OH OH OH O-Acetyl
B Nivalenol NIV =0 OH OH OH OH
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Methodenschema ( AGES
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B-Trichothecene |
EXTRAKTION
25g Ew. 2h 100ml AcN/H,0 (84/16)
Cleanup | ____________________.> IAC-Clean up
MycoSep 227 Immunoaffinititsséulen
HPLC

Silylierung

/ Tri-Sil TBT \
GC/MS I
E __J._ unpolar

Wolfgang Brodacz DON NIV 3AcDON 15AcDON Fus X

nur DON

polar
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Thermodynamische (
Retentionsindizes =

1. Kalibrierexperiment 2. Kalibrierexperiment
Saulenparameter :
Lange
Temperaturprogramm - 1 Innendurchmesser Temperaturprogramm - 2
Filmdicke

VN S

Retentionszeiten - 1 Retentionszeiten - 2
> TRI -
Halbwertsbreiten - 1 Algorithmus
Pneumatik :
¢ Tragergasart
Vordruck
Peak Width constant flow
Druckprogramm

Tuning

Saulenenddruck

Coating Thermodynamische Totzeitmessung
Efficiency Retentionsindizes
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Computersimulation

Trennungsoptimierung

Saulenparameter :
Lange
Innendurchmesser
Filmdicke

Temperatur-
Programm

Retentionszeiten

Halbwertsbreiten

Wolfgang Brodacz

Thermodynamische

Retentionsindizes
+ Cozitine) Eificisney

Simulations -
Algorithmus

Auflésungs-
Informationen
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Pneumatik :
Tragergasart
Vordruck
constant flow
Druckprogramm
Saulenenddruck

Chromatogramm




(AGES

ll-:ltereu h.-'\gt r flir Gesundheit
erhe I:Gml.'lH

GC-Phasen Ubersicht

0=Si— |

——0=Si

Phasentyp
5

Phasentyp
35

Phasentyp
1301

Phasentyp
1701

A

Methyl

95 %

65 %

94 %

86 %

Phenyl

5%

35 %

C

Cyanopropyl-

Phenyl

6 %

14 %

Wolfgang Brodacz




Trennungsoptimierung
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ungssicherhe I:Gml.'uH

Saulendimension

Parameter +
Saulendimension

Parameter +
Saulendimension

TRI-Computersimulation =
nnphase- nnphase- Trennphase-3 Trennphase-3
unpolar mittelpolar mittelpolar leicht polar

TRI-1 TRI-2 TRI-3 TRI-4

Phasentyp 5 Phasentyp 35 Phasentyp 1301 | | Phasentyp 1701
[ b L b ¢ !

Trennungs Trennungs Trennungs Trennungs
OPTIMIERUNG OPTIMIERUNG OPTIMIERUNG OPTIMIERUNG

' ' ' '
optimierte GC- optimierte GC- optimierte GC- optimierte GC-
Parameter +

Parameter +
Saulendimension

f

f

'

f

Idealkombination bez. Auflosung + Elution
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30m 0,32 mm 0,25um

50m 0,32 mm 0,12um

5 B-Trichothecene (als TMS)
auf 2 GC-Phasen
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DON NIV 3-Ac- rex
DON
Fus -Ac-
X | bon Methyl-PS
35%0 Phenyl
DB-35ms
L_.’&qL. f\JpL\-r“'r .‘-’H"‘*."’VLZO
-Ac- NIV
DON 3-Ac- 15-Ac .
” pon| DOHN Fus | e
Methyl-PS ” X
59%0 Phenyl
HP-5ms

i

S

LI L L
8.0

28.
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Praxisbeispiel
Schweinemast-FM
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FAPAS - Proficiency Tests \( AGES

internat. Laborvergleiche

4.0 4

3.0 4
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FAPAS® 2230 Deoxynivalenol in Animal Feed Report
CERTIFIED DOCUMENT

2006 Futtermittel
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FAPAS - Proficiency Tests  \/, ¢
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internat. Laborvergleiche ‘===

FAPAS® 2235 Deoxynivalenol in Breakfast Cereal Report
CERTIFIED DOCUMENT

2007 Fruhstuckszerealien
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FAPAS - Proficiency Tests
internat. Laborvergleiche
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FAPAS® 2238 Deoxynivalenol in Wheat Flour Report
CERTIFIED DOCUMENT
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FAPAS - Proficiency Tests \(AGES

internat. Laborvergleiche e

2008
Mais

[a ]! III

!

1.4 ||

o I RE 5D T T KD D IR T I D T

Wolfgang Brodacz

terrelchische A

B
-L".ER‘TFFJEEI DEIE‘UMEHT

0,0

Labormtory Humbar

Z-SCORE ad DON




SIVA Stabilisotopen- ' AGES

vErdunnungsanalytlk nnnnnnnnnnn e ek s
Analyt Probenvorbereitung:
+ Matrlx Extraktion
Clean up
Chromatographie
I lonisierung
>
** *
* -y * W .
o 2
= Analyt Isotopen-
** = Standard
C
*** E
W b FE
Isotopenmarkierter Verlust
interner Standard uste m/z (Masse)

Analyt : Isotopenstandard
Wolfgang Brodacz



Isotopenmarkierung AGES _
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Austauschvarianten:
H durch D

12C durch 13C

vollstéandige 13C-Markierung bevorzugt

stabiler
geringerer Isotopeneffekt
besser mit MS differenzierbar

gleiche physikalisch-chemische Eigenschaften
identes Verhalten bei der Chromatographie

Wolfgang Brodacz



Isotopeneffekt VAGES
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N L * % ¢ ¢\ ¢ C c;" ;;g ¢ {
1 2 12 13
1H 1H 6C GC

Atommasse: 1.008U ———p 2.014u 120000 =———p 13.003u

Massenunterschied: 100% 8%
Reduktion mit D 13 o
Reaktionsgeschw. 6 — 10 fach Clallursgme‘: o
C<—>H langsamer g

Deuterierung zeigt ausgepragten Isotopeneffekt

Wolfgang Brodacz



Isotopeneffekt bei \( AGES _

CItEI‘E'IhEth .-"n.g 'I: T..'I Gesundhelt

Deuterierung \| S

e d5-Atrazin volle 13C-Markierung
Deuterierung A= 24 Da

A=5Da ‘ IStd 13C_, T-2

2600

2400
2200 i

! I.bn 205
2000 ! I:on 200
| lon 215

1800 i i Q2=290

T-2 Toxin

1400

A’:trazin

1200

T=436 Q1=350

1000

PN

! T T T T T T T T T T T T
A L A T 9.90 9.92 994 996 998 10.00 10.02 10.04 10.06 10.08 10.10 10.12
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A-Trichothecene

Isotopenverdunnungs-Methode

1. clean up
(SPE)

2. clean up

Silylierung

Wolfgang Brodacz
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EXTRAKTION

25g Ew. 2h 100ml CH3N/H,0 (84/16)

l( 13C,,-T-2 Toxin

MycoSep 227
Trich+

!

IAC EAsI-EXTRACT

T-2 & HT-2

!

MSTFA

13C,,-HT-2 Toxin

13C-markierten



IAC - Clean Up

Rohextrakt

A\ Mykotoxin Probenaufgabe

. Matrixbestandteile

Wolfgang Brodacz

Nachwaschen
(Wasser)

N 4

Matrixeliminierung

dsterreichische Agentur flir Gesundhelt
und Ernahrungssicherheit GmbH
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Lésungsmittel

= - §

AAAA
A 4

Elution der Toxine



Silylierung MSTFA (AGES
schnell & einfach | G

MSTFA + 1% TMCS )OL §H§3 H
N-methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide (Kp=131°C) FsC I\I\I lCH33
Trimethylchlorosilane 1% (Kp=57°C)  "™“¢“ / CH,

HaC CHa o

= N-Methyltrifluoroacetamide (Kp=156°C) I " en
F.C~ N
hohe Fliichtigkeit + gute Reaktivitat "
- Doppelfunktion: Losungsmittel + Derivatisierungsmittel

Hydrolyse & Re-Extraktion entfallen!
zur Trockene (50)- 100ul MSTFA 30min bei RT

silyliert Probenweg im GC-System
GC-Phasen ausreichend stabil

Wolfgang Brodacz



Splitless-Injektion

mit 5 pl

Solvent Vapor Volume Calculator

AGES
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Approximate wvaporwo 292 ul 29 9%
lume (ul):
Injection Yolume {ul) > Solvent Froperties
[ I I R Y R B R I | |\I| LI R I R N Y R B IE-
N IS |MSTFA ]|
Inlet Temp () Bailing Pt (C); 131
3 250 Denisty (g/cm3): 1.075
_ ]
bal Wit ([amu). 199 25
Inlet Fressure |
L O R T O Y Y O Y O O R Y R N A T I N B | IEDD ::”-'l--“ﬁht
) .
_ L] ]
Pressure Units InjectionLiner Yaolurme (ul)
& KPa »  bar | 19251-60540 straigh ¥ |
— - Capachy limits ()
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EU-Richtlinie ad (AGES
MkatOXine (GI‘_ B) 1; ormc

ECD - zwei Saulen mit unterschiedlicher Polaritat

relativer Retentionszeit + 0,5 % Mindest-RT = 2 * Totzeit
GC/MS - Full-Scan mit diagnostischen Ionen
Molekul-Ion

charakteristische Addukte des M(+)
charakteristische Fragment-Ionen

Isotopen-Ionen
> 10 % Abundance

SIM-GC/MS - 3 Identifizierungspunkte

Wolfgang Brodacz



EU-Richtlinie YaGES
Identifizieru ngspun kte IP <1a Ossechacne spenur s Gsunanes

MS
MSn
MSn

Wolfgang Brodacz

1 SIM-Ion 1IP  (HR: 2)
1 Vorlaufer-Ion 1IP (HR:?2)
1 Ubergangsprodukt 1,5IP (HR: 2,5)

Rel. Intens. EI-GC-MS cCI-GC-MS, GC-MS"

(% des Basisp.) LC-MS, LC-MS"
50 % + 10 % + 20 %
>20%-50% +£15% +25%
>10%-20% +20% + 30 %

<10% + 50 % + 50 %



Verfahren Y AGES

Identifizierungspunkte IP <1’ S
GC-MS 3 SIM-Ionen = 3 IP
LC-MS-MS 1VL > 2 Tochter = 4 IP
LC-MS-MS 2 VL > je 1 Tochter = 51IP
GC-MS 2EI-SIM + 2CI-SIM =2 41P

GC-MS
+LC-MS 2GC-SIM + 2LC-SIM =2 41IP

Wolfgang Brodacz



Selected Ion Monitoring
3 diagnost. Ionen (,,IP") |

Mais-Matrix

Ionen:
Target
Qual-1
Qual-2

Standard 100 ppb

?&D

T T T T T T L ¥
7RR 2 7.50

P S e T T
7RN 7RR 7R0
Wolfgang Brodacz

II tereu:15

AGES

Identifizierungs-
Erfordernisse:

exakte

mit Standard
alle SIM-Ionen

vorhanden
ubereinstimmende

mit Standard



EU-Kriterien vs AGES ,(AGES
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T-2 Toxin
Konzentrationsbereich
Ha/kg RSD r Wiederfindg.
(%) (%)
50 - <= 250 <=40 60-130

> 250 <= 30 60-130

Wolfgang Brodacz




EU-Kriterien vs AGES ,(AGES
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HT-2 Toxin
Konzentrationsbereich
Ha/kg RSD r Wiederfindg.
(%) (%)
100 - <= 200 <=40 60-130

> 200 <= 30 60-130

Wolfgang Brodacz




FAPAS - Proficiency Test  \r,crg

internat. Laborvergleich |

6.0

5.0 A

4.0 A

3.0 A

2.0 A

dsterreichische Agentur flir Gesundhelt
und Ernahrungssicherheit GmbH

FAPAS® T-2 & HT-2 Toxins in Oats Report 2243
CERTIFIED DOCUMENT

fap/as

2008
Hafer

91098-Z
o

0.0 4
N ||||||
20 4

20

404

Wolfgang Brodacz

| | | | 94.3 pgikg
65.5 pgikg

36.7 pa'kg

Laboratory Number



Auftrennung hochtoxische \( AGES _
A-Trichothecene il

EU- T1-2
Vorschlag . W

(CRL)

HT-2

HT-2

Unknown

;J_W._L._

7.60 765 7.70

Wolfgang Brodacz

7.75 7.80

e84 950 9R0 970 980 9% 1000 1010



Sensitivitit (Gerste) AGES

ungssicherhe tGmL‘uH
I|

HT-2 Toxin [\ 512347 T-2 Toxin

T=436

~ \\P’W\—'

i Ty ' T
9.40 9.42 Q44 946 948 950 952 954 956 958 960 962 964 966 968 970 9.90 992 994 996 998 1000 1002 1004 10.06 1008 10.10 10.12

i1 IStd 3C,, HT-2

T=365 IStd 13C,,, T-2

T T T T T T — T
9.44 946 948 950 952 954 956 958 960 9.62 9.64 9.66 9.90 9.95 10.00 10.05 10.10 10.15
Wolfgang Brodacz



Weizenbier dunkel ,AGES
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.95 Sy
Taion 367.1
‘ lon 365.1 :E . .
Iy it o
. =929
Iy ST
I .l ] Kona832
’_-' 00 455.2 ] 5’ £
;3 N 13
D 24 Do ,-' t
QL \ wa ena ". "'l M - YD
[ Py LY euEmg " :--l_ _l-l= — ...-—..IH-— "h !
9.82 9.84 9.86 9.88 9.90 9.92 9.94 9.96 9.98 10.00 10.02 10.04 10.06 10.08 T 9‘.35 T 9‘,40‘ T 9‘45‘ T 9‘,50‘ o 9‘55‘ o 9‘A60‘ o 9,65 o
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9.49
on466.2
lon478.2
9.82 984 986 988 990 992 994 096 998 1000 1002 1004 1006 10.08 ‘ ffg:s‘" — 940 945  os0 ;5‘ " o060 oes
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Fazit

GC nur in ,,Premium-Qualitat"
optimierte Zwei-Saulen-Verifizierung
selektive Detektoren

GC/MS
>= 3 diagnostische Ionen (SIM)
Komplettspektren (scan bzw. SIM/scan)

Isotopenverdiinnungs-GC/MS
voll 13C-markierte Toxine
- ideale IStd (optim. Verlustkomp.)
Konigsklasse der MS-Quantifizierung

Trend: Multitoxinanalytik LC-MS/MS

Wolfgang Brodacz
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Startseite = Ernad

Autor:; CC-Cluster Chemie Linz GLOSSAR
S BT == Mykotoxine ERWANDTE INHALTE

P Flissige Lebensmittel Die wichtigsten »

» Thema: Emahrung Mycotoxine
P VO Fleischuntersuchungen +

» Haltbarkeit von Pflanzenschutzmittel- »

- rickstande in

: Lebensm!tteln : Lebensmittel
Lebensmittelbedingte Lebensmittelzusatzstoffe

Krankheiten »

Vitamine Farbstoffe b
w Riickstdande / Was sind kaotoxine ? Thema: Ernahrung »

Kontaminanten ++Weitere Inhalte++ »
Mykotoxine . . . .

b pAanzenschutzmittel-  Mykotoxine sind Pilzgifte. Sie sind natirliche, sog. sekundare
o EETdE T Stoffwechselprodukte von Schimmelpilzen, die bei Menschen \{:f AGES Newsletter
Lebensmittel und Tieren eine toxische Wirkung zeigen, bzw. eine Mykotoxikose |
Palyzyklische verursachen. Nicht zu den Mykotoxinen gezahlt werden die v ]
aromatische Giftstoffe, die in bestimmten héheren Pilzen (z.B. {l. AGES Rkademie
Kohlenwasserstoffe Knollenblatterpilz) enthalten sind.
(PAK) Im Gegensatz zu den Produkten des Priméarstoffwechsels sind

Biomonitoring
P Arzneimittel- und
Hormonrickstande

Schwermetalle
P Dioxine und PCB Bedeutung

diese sekundaren Stoffwechselprodukte nicht bei allen Organismen
zu finden, sondern sind charakteristisch flr ihre Produzenten.

P Kokain-Spuren in Red
Bull Cala Die FAO schétzt, dass bis zu 25 % der Weltproduktion von

) Mahrungsmitteln mit Mykotoxinen kontaminiert sind. Etwa 20 %
Produkte und Tarife der Getreideernte der EU enthalten messbare Mengen von

Mykotoxinen.




