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1. Einleitung

1 = EINLEITUNG

Gesunde und qualitativ hochwertige Nahrungsmittel sind wichtige
Voraussetzungen, um einerseits die Lebensmittelsicherheit entlang der
Wertschépfungskette (Wachstum, Verarbeitung, Lagerung und Transport)
sowie andererseits einen vorbeugenden Verbraucherschutz zu gewahrleisten.
Die Belastung von Nahrungsmitteln mit Rlckstanden jeglicher Art stand in
letzter Zeit haufig im Mittelpunkt weltweiter 6ffentlicher Diskussionen, z.B.
Hormone und Antibiotika in Fleischprodukten, Glykol im Wein, Acrylamid in
Kartoffelchips, Dioxin in Fischprodukten und diverse Giftstoffe im
Milchpulver [1]. Qualitatsminderungen von Nahrungs- und Futtermitteln durch
Schimmelpilze werden dagegen selten in der Offentlichkeit wahrgenommen,
haben aber flr Landwirtschaft und Verbraucherschutz eine erheblichere
Bedeutung.

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Gruppe von naturlichen,
strukturell unterschiedlichen Giftstoffen, die unter bestimmten Bedingungen
durch Schimmelpilze gebildet werden, sogenannte Mykotoxine, die Qualitat
von Lebens- und Futtermitteln stark beeintrachtigen und somit ein
gesundheitliches Risiko fir Pflanzen, Tiere und Menschen darstellen.
Kontaminationen von Lebens- und Futtermitteln mit Mykotoxinen sind ein
weltweites Problem: Allein der wirtschaftliche Schaden durch Mykotoxine in
den USA wird auf jahrlich etwa 1.000 Mio. USD geschatzt [2]. Innerhalb der
Europaischen Union wurden hierzu noch keine Daten erhoben.

In unterschiedlichen Bereichen der Land- und Ernahrungswirtschaft werden wir
mit Schimmelpilzen konfrontiert. Sie kdénnen einerseits positive Auswirkungen
haben, wie die Geschmacksverbesserung durch Schimmelpilze bei Kase und
Wurst, aber auch die Qualitat von Nahrungs- oder Futtermitteln als
Schadorganismen, die giftige Stoffwechselprodukte (Mykotoxine) freisetzen
kdnnen, negativ beeinflussen. Mykotoxine kdnnen in einer breiten Palette von
Lebensmitteln vorhanden sein. Das bevorzugte Ziel ist Getreide, da es wegen der
Lagerung in groBen Mengen besonders anféllig ist. Man findet sie aber auch auf
Frichten und Gemuse, Trauben, Nissen, Erdnissen, sowie Kaffee und Kakao.
Fir den menschlichen Organismus sind kontaminierte Lebensmittel duBerst
gesundheitsschadlich und zum Teil lebensbedrohlich. Die Kontamination von
Lebensmitteln mit Schimmelpilzen und damit mit Mykotoxinen ist ein ubiquitar
auftretendes Problem, das zukiinftig noch eine groBe Herausforderung fiir die
lebensmittelverarbeitende Industrie werden wird.
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Der Verderb bestimmter Lebensmittel geht auf einzelne Arten von
Schimmelpilzen zurlck, die aufgrund der besonderen stofflichen Eigenschaften
eines Lebensmittels, z.B. Konsistenz, Wassergehalt, Zusammensetzung der
Nahrstoffe, etc. geeignet sind, diese zu besiedeln. So sind in der Regel fir
viele Lebensmittel meist nur ein bis drei Pilzarten flir den Verderb
charakteristisch. Insbesondere die Fahigkeit einen geringeren Wassergehalt
oder geringere Verfligbarkeit von Wasser in einem Lebensmittel zu tolerieren,
befahigt nur einige spezielle Arten, trockene Lebensmittel zu verderben. Aus
diesem Grund basieren viele Verfahren der Haltbarmachung von Lebensmitteln
auf Trocknung oder Bindung von Feuchtigkeit. Diese Bindung der Feuchtigkeit
wird z. B. durch Salz beim Pdkeln oder sehr hohe Zuckerkonzentrationen (z. B.
in Konfitlre) erreicht. Andere Lebensmittel wie z. B. Niisse weisen einen
hohen Fettgehalt auf, der ebenfalls den Wasseranteil reduziert. Ein erhéhter
Sauregehalt fuhrt zu einem sehr beschrankten  Spektrum an
Verderbniserregern. Es werden daher einige Lebensmittel mit Essig sauer
eingelegt [3].

Offensichtlich verschimmelte Lebens- und Futtermittel sind grundsatzlich als
toxisch zu betrachten, solange nicht der Gegenbeweis erbracht wurde.
Besonders problematisch sind Mykotoxine, wenn sie getarnt auftreten oder
durch die technologische Weiterverarbeitung ein vorgangiger Pilzbefall im
Produkt oft nicht mehr sichtbar ist (z.B. Wein, Apfelsaft, etc.). Sichtbar
verschimmelte Ware sollte in jedem Fall von der Produktion ausgeschlossen
werden. Nach heutigem Wissensstand besteht bei der Anwesenheit von
Schimmelpilzen immer die Gefahr, dass Mykotoxine gebildet worden sind. Um
mit Sicherheit gesundheitliche Folgeschaden ausschlieBen zu kdénnen, sollten
Futter- und Lebensmittel daher mdglichst schimmelpilzfrei sein. In der Praxis
kann dies nur durch die Reduktion von Pilzinfektionen stattfinden. Wichtige
Vorraussetzungen liegen hierfliir im agrartechnischen Bereich durch Auswahl
der Fruchtfolge, Anbau standortgerechter Sorten, schonende Ernteverfahren
und im Bereich der sachgemaBen Lagerung, Verarbeitung sowie Konservierung
von Futter- und Lebensmitteln [4, 5].

Bei Getreide sind insbesondere bei Lagerung, Aufbereitung und Verarbeitung
haufig belastete Partien zu finden. In den Feldbestanden kdénnen sowohl
regional als auch zeitlich sehr unterschiedliche Vorkommen an Feldpilzen und
deren Toxinen registriert werden.

Getreide als Lebens- und Futtermittel spielt eine entscheidende Rolle bei der
menschlichen Erndhrung. In Deutschland liegt der jahrliche Verzehr an
Getreideerzeugnissen aus Weizen und Roggen bei 66 kg pro Einwohner.
Weltweit einzigartig ist Deutschlands Vielfalt an Brot. Es gibt rund 300
verschiedene Sorten, die bei 94% der Deutschen taglich auf dem Teller
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liegen [6]. Deutschland liegt mit seiner Getreideproduktion (Weizen, Roggen,
Triticale und Sommergerste) im Jahr 2010 in H6he von 43.7 Mio. Tonnen [7]
weltweit an zehnter Stelle, wovon zwei Drittel als Futtermittel eingesetzt
werden. Von der gesamten Jahresgetreideernte verderben drei bis vier Prozent
im Nacherntebereich, hauptsachlich durch Pilzbefall [8].

In der Erntesaison 2009 wurden weltweit insgesamt 2219 Mio. Tonnen
Getreide produziert [9]. Fir 2010 prognostiziert die Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO, Ernahrungs- und
Landwirtschaftsorganisation der Vereinten Nationen) weltweit einen leichten
Rickgang aufgrund von Hitze und Trockenheit bzw. haufigen
Witterungswechseln und schatzt, dass bis zu 25 Prozent der weltweit
produzierten Nahrungsmittel mit Pilzgiften belastet sind. In der EU enthalten
etwa 20 Prozent der Getreideernte messbare Mengen an Mykotoxinen [10].

Bisher ist von mehr als 250 Schimmelpilzarten bekannt, dass sie Mykotoxine
bilden kénnen. Wahrend einige Pilzgifte nur von einer begrenzten Zahl von
Arten synthetisiert werden, werden andere wiederum von vielen Arten aus
unterschiedlichen  Pilzgattungen gebildet. Viele werden nur unter
Laborbedingungen in relevanten Mengen gebildet, und nur eine relativ geringe
Zahl kommt haufig und in héheren Konzentrationen natlrlich vor und ist damit
fur die Lebensmittelsicherheit von Bedeutung [11-13].

Mykotoxine sind als naturlich vorkommende, sekundare Stoffwechselprodukte
oder Stoffwechselendprodukte von Schimmelpilzen (Metaboliten) definiert, die
in Abhangigkeit von vorherrschenden Konditionen beim Wachstum
(z.B. Temperatur, Feuchtigkeit, konkurrierende Mikroflora) auf
nahrstoffreichen Substraten, Lebens- und Futtermitteln in unterschiedlichem
Umfang gebildet werden und beim Mensch und Tier zum Teil eine toxische
Wirkung zeigen, bzw. eine Mykotoxikose verursachen. Sie stellen neben den
Antibiotika die zweitgroBte von Mikroorganismen synthetisierte
Wirkstoffgruppe dar und sind weltweit verbreitet [14-16].

Es lassen sich drei Wege unterscheiden, Uber die Mykotoxine in
Nahrungsmittel gelangen kénnen [17-19], Uber:

1. Primarkontamination

d.h. Lebensmittelrohstoffe, wie z.B. Getreide, sind von Toxinbildnern befallen
und im Endprodukt ist der Befall fir den Verbraucher nicht mehr optisch
erkennbar.
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2. Sekundarkontamination

d.h. lagernde, schon fertige Lebensmittel verschimmeln und werden so mit
Mykotoxinen kontaminiert. An der wachsenden, oft schon charakteristisch
durch Konidien(Sporen)bildung verfarbten Pilzkolonie kann der Konsument ein
maogliches Mykotoxinrisiko erkennen.

3. carry over

d.h. Nutztiere, die toxinhaltige Futtermittel aufgenommen haben, kénnen
einzelne Mykotoxine in unveranderter oder metabolisierter Form in
verschiedenen Organen ablagern oder ausscheiden. Auf diese Weise kdénnen
Lebensmittel tierischer Herkunft (Fleisch, Eier, Milch, Milchprodukte)
Mykotoxine enthalten, ohne dass das Produkt selbst verschimmelt ist. Eine
solche Kontamination ist auBerlich fir den Konsumenten nicht erkennbar.

Die Gefahrlichkeit der Mykotoxine wurde lange Zeit nicht erkannt bzw.
unterschatzt. Erst durch den Einsatz genauerer Analysemethoden bei der
Untersuchung von Lebensmitteln und deren Bestandteilen zeigte sich, dass
Mykotoxine Ursache fur verschiedene Krankheiten sein kdnnen. In
Abhangigkeit der Art und Menge kann die toxische Wirkung akut oder
chronisch sein [20-25]. Wahrend Mykotoxine, die keine akuten Symptome
auslésen, im Verdacht stehen, krebserregend und erbgutschadigend zu sein,
kdnnen bei einer akuten Vergiftung nachweisbare Leber- und Nierenschaden
auftreten. Aufgrund der regelmaBigen Kontrollen kommen akute
Mykotoxinvergiftungen in Deutschland sehr selten vor. Der Verzehr von
offensichtlich verschimmelten Lebensmitteln ist sicherlich die
wahrscheinlichste Quelle flir eine Vergiftung. Eine Belastung kann aber auch
durch Inhalation der Sporen erfolgen. Neben unspezifischen gesundheitlichen
Problemen wie Kopf- und Gliederschmerzen kdénnen hohe Mykotoxin-
Raumluftkonzentrationen die Ursache fiir das Auftreten infektidser
Pilzerkrankungen (Mykosen) bei abwehrgeschwachten Personen sein [26].

Aufgrund der Vielzahl an schadigenden Wirkungen existieren fur
Mykotoxinkonzentrationen  gesetzlich festgelegte  Ho&chstmengen, die
eingehalten werden missen. Um das Einhalten dieser Grenzwerte kontrollieren
zu koénnen, sind hochsensitive analytische Methoden erforderlich. Da eine
sichere Vorhersage der Toxinbelastung aufgrund der Vielfalt der
Einflussfaktoren und deren Kombinationswirkung schwierig erscheint, werden
neben den Routinemethoden schnellere und zerstérungsfreie Methoden
bendtigt, um die Lebensmittel direkt auf Schimmelpilze und deren Mykotoxine
zu untersuchen [26]. Zur lebensmittelrechtlichen Beurteilung mussen
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maoglichst reprasentative Proben gezogen werden. Die Probennahme bzw.
Probenaufarbeitung ist daher - wie so oft - der erste entscheidende Schritt
einer exakten Nachweismethode. Die haufig zu beobachtende nesterartige
Verschimmelung in z.B. Getreide kann eine inhomogene Verteilung der
Mykotoxine verursachen, zudem stellt die vergleichsweise geringe
Konzentration der Mykotoxine in den Proben groBe Anforderungen an die
Analytik [27].

Das Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBF) forderte im
Zeitraum von Juli 2006 bis Dezember 2009 das Verbundvorhaben
ProSenso.net® - ,ErschlieBung von Nachhaltigkeitspotenzial durch Nutzung
innovativer Sensortechnologie und ganzheitlicher Bewertungsmodelle in der
Produktionskette von pflanzlichen Lebensmitteln® -, welches vom Leibniz-
Institut far Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB) koordiniert wurde. Im
Teilprojekt 1.2 ,Indikatoren und Sensortechnologie zur Identifikation von
mykotoxinproduzierenden Pilzen in der Verarbeitung von Getreide” wurden
neuartige sensorgestitzte Lésungskonzepte zur Erkennung und Vermeidung
von Mikroorganismen und Toxinen in der Wertschopfungskette Getreide
erarbeitet. Ein in Entwicklung befindliches Analysenverfahren soll die
Produktqualitat sicherstellen und es ermdéglichen, in einem einzigen
Analysensystem mehrere relevante Mykotoxine im bewegten Gutstrom (bei
Ein- bzw. Auslagerung) gleichzeitig zu erfassen. Kurze Analysezeiten sollen fur
eine schnelle Beurteilung der untersuchten Probe sorgen [28]. In dieser Arbeit
werden Ergebnisse des Teilprojektes 1.2 vorgestellt.

Die Kombination moderner Spektroskopiemethoden basierend auf Absorption-,
Lumineszenz- und Reflexionsspektroskopie, im UV/Vis/NIR-Bereich wird
hinsichtlich ihrer Eignung bewertet, vorhandene spektroskopische Verfahren
optimiert und der Einsatz chemometrischer Auswerteverfahren in Betracht
gezogen. Es wird einerseits die Frage geklart, ob die Methode der
Zweiphotonenspektroskopie Erkenntnisse liefern kann, die nicht mit den
klassischen Methoden der Absorption- und ~regularen"
Fluoreszenzspektroskopie erzielt werden koénnen und ob andererseits der
Einsatz von Cyclodextrinen die spektroskopischen Eigenschaften der
Mykotoxine verandert und die Nachweisgrenze erniedrigen kann.

Die Verknupfung der verschiedenen spektroskopischen Methoden wird anhand
von Realproben - hochveredelte Lebensmittel wie Bier und Wein sowie
Getreideproben aus dem Vorerntemonitoring des Landes Brandenburgs - zu
einer zerstorungsfreien, leistungsstarken und gleichzeitig mit minimaler
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Probenvorbereitung verbundenen in-situ Analytik konzipiert. Durch die
Entwicklung spektroskopiebasierter Methoden soll zukinftig an relevanten
Prozessabschnitten entlang der Produktionskette von Lebensmitteln, der Befall
durch Schimmelpilze bzw. Mykotoxine ermittelt und so das gezielte und
dokumentierte Ausschleusen belasteter Produkte ermdglicht werden [29].
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2. GRUNDLAGEN

2.1 Schimmelpilze und Mykotoxine

Mykotoxine beschéaftigen die Menschheit seit Beginn des organisierten
Nahrungsmittelanbaus. Der Ergotismus, eine Krankheit, die nach Verzehr von
Mutterkorn  auftritt, wird bereits in der Bibel beschrieben. An
Mutterkornvergiftung starben im Mittelalter Hunderttausende von Menschen
(Sankt-Antonius-Feuer oder auch lat. ignis sacer - "heiliges Feuer",
"Kribbelkrankheit", im 11. Jahrhundert) [30-34]. Andere Daten weisen
daraufhin, dass auch die Giftstoffe von Fusarienpilzen schon im Europa des
Mittelalters bis hin zur amerikanischen Kolonialzeit eine bedeutende
Krankheitsursache waren [35].

Die Suche nach Mykotoxinen rihrt urspriinglich von der Erforschung einzelner
menschlicher oder tierischer Erkrankungen her, fir die man keine Ursachen
wie Mikroorganismen, Pflanzengifte, Schwermetalle oder Pestizidrickstande
finden konnte. Schritt fur Schritt wurde klar, dass verschimmeltes Tierfutter
oder mit Schimmelpilzen infizierte Futtermittel fiir eine Reihe von
Erkrankungen bei Nutztieren verantwortlich waren, wie z.B. das
Ostrogensyndrom bei Schweinen, Futterverweigerung bzw. eine Erkrankung
von Truthdhnen in England und den USA um 1960, die sogenannte "Turkey X
Disease". Dass die selben Verbindungen auch in menschlichen
Nahrungsmitteln vorhanden sein kénnen und damit madglicherweise Ursache
von Krankheiten sind, zeigte sich erst nachdem die Untersuchungsmethoden
genauer wurden und man in der Lage war, eine Vielzahl von Lebensmitteln
und Lebensmittelbestandteilen zu untersuchen [36-41].

Die umgangssprachliche Bezeichnung "Schimmelpilze" bezieht sich auf den
weiBen bis kraftig gefarbten pelzigen Belag, mit dem manche Pilze ihre
Substrate Uberziehen. "Schimmel" ist somit kein systematischer Begriff,
sondern eine Sammelbezeichnung flr Pilzarten, die vor allem durch die
Bildung asexueller Sporen gekennzeichnet sind und saprophytisch wachsen,
d.h. abgestorbene organische Substanzen als Nahrungsquellen verwerten
kdnnen. Weitere Kriterien, die in ihrer Summe den Begriff "Schimmelpilze"
definieren, sind ihr ubiquitdares Vorkommen, der filamentbése Wuchs der
Myzelien, der wumfangreiche sowie der flr eine Pilzart spezifische
Sekundarmetabolismus [42].

Die Einteilung der Schimmelpilze erfolgt in Feld- und Lagerpilze. Zu den
erstgenannten gehdren Fusarium- und Alternaria-Arten, zu den letztgenannten
Aspergillus- und Penicillium-Arten (Abbildung 1). Feldpilze brauchen meist
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grine Pflanzenteile und kénnen Pflanzenkrankheiten verursachen. In der Regel
vermehren sie sich schneller bei ,geschwachten® Pflanzen oder an
absterbenden Pflanzenteilen (z. B. in Abreife). Lagerpilze treten erst nach der
Ernte bei unglnstigen Lagerbedingungen auf [35, 43, 44].

Abbildung 1: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Schimmelpilze (1000fache
VergroéBerung), von links nach rechts: Fusarium, Aspergillus, Penicillium spp.

Die wichtigsten in Lebensmitteln vorkommenden Schimmelpilze und deren
Toxine sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die bedeutendsten
Toxinproduzenten finden sich unter den Aspergillen, Penicillien und Fusarien.
Viele von ihnen sind haufig Besiedler von Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft.
Im Gegensatz zu parasitischen Pilzen sind sie leicht im Labor zu kultivieren
und daher gut zu untersuchen.
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Tabelle 1: Toxinbildende Schimmelpilze und ihre Mykotoxine

Mykotoxin Mykotoxinbildende | Lebensmittel
Schimmelpilze

Aflatoxin B; (AFB1) Aspergillus spp. Nusse, Getreide, Mais,
z. B. A. flavus Gewdlirze, Milch und
(Lagerpilz) Milchprodukte

Ochratoxin A (OTA) Aspergillus spp. Getreide, Kaffee,
z. B. A. ochraceus NUsse, Wein, Essig,
Penicillium spp. Kal.<ao, Bier, Milch,
(Lagerpilz) Fleisch

Patulin Aspergillus spp. Apfelsaft, Apfel und
Penicillium spp. andere Obstarten (insb.

Kernobst), Gemiuse
Trichothecene Typ A und B | Fusarium spp. Getreide, Nilsse

(T-2 Toxin; HT- 2 Toxin; (Feldpilz)
Deoxynivalenol (DON);
Nivalenol); Zearalenon
(ZEA); Fumonisin B;
(FUM); Monilliformin

Alternariol Alternaria spp.

(Feldpilz)
Ergotalkaloide Claviceps spp. Getreide, besonders
"Mutterkorn" Roggen

2.1.1 Was sind Mykotoxine?

Der Begriff ,Mykotoxin® wird aus dem griechischen myko und aus dem
lateinischen toxicum abgeleitet, was Pilz bzw. Gift bedeutet [45].

Es sind ca. 300 verschiedene Mykotoxine bekannt, die etwa 25 Strukturtypen
zugeordnet werden und aufgrund ihrer chemischen  Strukturen
unterschiedliche toxische Wirkungen zeigen. Sie gehdren den verschiedensten
Stoffgruppen an: Cumarinderivate sind relativ haufig, doch kommen daneben
cyclische Peptide, Anthrachinone, Pyrone, Steroide, Nonadride und
substituierte Fettsauren vor [46-49].




2. Grundlagen

Schimmelpilze und Mykotoxine

Wichtige Vertreter der Mykotoxine sind die Aflatoxine, Ochratoxine, Patulin,
Fumonisine, Zearalenon und die Trichothecene Deoxynivalenol, HT-2 Toxin
und T-2 Toxin (Abbildung 2).

o [¢]

Aflatoxin B, (AFB1)

Patulin

O OH

OMe

COOH O

HOOC

Hooc o
Fumonisin B, (FUM)

Zearalenon (ZEA)

HO
)\ HT-2 Toxin (R1 = OH)

[¢] CHs T-2 Toxin (R1 = OAc)

Abbildung 2: Wichtige Mykotoxine in Europa

2.1.2 Entstehung von Mykotoxinen

Nahrungsmittel besitzen ideale Voraussetzungen flr die meisten
Schimmelpilzarten: Kohlenhydrate, pflanzliche und tierische Ole, organisch
und anorganisch gebundener Stickstoff erlauben bei gunstiger Temperatur,
ginstigem pH-Wert und ausreichendem Wassergehalt ein optimales
Wachstum. Ein Uppiges Pilzwachstum muss aber nicht gleichzeitig mit einer
starken Toxinbildung verbunden sein. Umgekehrt kann auch ein schwaches
Pilzwachstum eine starke Toxinbildung zur Folge haben. Pilze wachsen nicht
nur an der Oberflache, sondern dringen tief in das Ernteprodukt oder die
Lebensmittel ein. Mykotoxine werden entweder in das Substrat, auf dem die
Pilze wachsen, ausgeschieden oder in die Zellen eingelagert und dann
freigesetzt, wenn das Pilzmyzel (Zellverbund der Pilzfaden) auseinander bricht.
Auch die Sporen der Schimmelpilze kédnnen Mykotoxine enthalten. Nicht alle
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Schimmelpilze bilden Mykotoxine. Meist sind es nur bestimmte Arten, wobei
sich das Toxinbildungsvermdgen bei einer Art wiederum von Stamm zu Stamm
stark unterscheiden kann [35, 42].

Die Funktion der Mykotoxinbildung im Stoffwechsel der Pilze ist bisher nicht
bekannt. Diskutiert werden metabolische Kontrollfunktionen sowie eine
Okologische Rolle bei Interaktionen mit anderen Organismen. Im Gegensatz zu
den Produkten des Primarstoffwechsels sind die sekundaren
Stoffwechselprodukte nicht bei allen Organismen zu finden, sondern sind
charakteristisch fur ihren Produzenten. Dazu werden sie oft nur unter
bestimmten Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen, bei reichlichem
Nahrstoffangebot oder in bestimmten Entwicklungsphasen gebildet. Haufig
entsteht nicht nur eine Substanz, sondern eine ganze Familie chemisch
verwandter Verbindungen. Mykotoxine sind weitgehend hitzestabil und werden
daher bei der Nahrungsmittelverarbeitung in der Regel nicht zerstért [35].

Bei Untersuchungen des Einflusses der Wasseraktivitat a, (Menge an freiem
Wasser in einem Produkt, welches von Mikroorganismen genutzt werden kann
oder 1/100 der relativen Luftfeuchte) auf die Entwicklung und Bildung von
Mykotoxinen von Aspergillus flavus (Aflatoxine), Aspergillus versicolor
(Sterigmatocystin), Aspergillus ochraceus (Ochratoxin A), Penicillium
chrysogenum (Citrinin) und Penicillium expansum (Patulin) wurde ein
Minimalwert von 0.77 fur die Bildung des jeweiligen Pilzes gefunden. Die
meisten Lebensmittel besitzen einen Wert zwischen 0.7 und 0.98 [50].
Wahrend des Wachstums der Pilze wird der a,-Wert des Substrates zunachst
vermindert (Verbrauch von Wasser wahrend Sporenkeimung und
Anfangswachstum) und anschlieBend dann erhdht (Einsetzen des sekundaren
Stoffwechsels und Bildung des Mykotoxins).

2.1.3 Bedeutung der Mykotoxine und gesetzliche Regelungen

Wegen der hohen Standards in der Nahrungsmittelproduktion in Europa und
anderen entwickelten Staaten wird eine akute Gefahrdung durch Mykotoxine
als gering eingeschatzt. Wo jedoch Gefahren erkannt werden, werden
wirksame gesetzliche MaBnahmen ergriffen. In subtropischen und tropischen
Gebieten bestehen nach den Ergebnissen epidemiologischer Untersuchungen
zum Teil erhebliche Risiken, die unter anderem durch das Klima, besondere
Essgewohnheiten, mangelhafte Lagertechniken und Ausbildungsmangel
verursacht werden. Darilber hinaus dlirfte es aus lebensmittelhygienischer
Sicht recht interessant sein, wenn z.B. Gehalte an Ochratoxin A in Wein [51]
oder Patulin in Apfelsaft [52-55] Rulckschlisse auf die Qualitat der
verarbeiteten Rohware (hier Weintrauben bzw. Apfel) erméglichen.
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Da im Falle der Aufnahme von mykotoxinkontaminierten Lebensmitteln mit der
Méglichkeit einer Gesundheitsgefahrdung gerechnet werden muss, sind
gesetzliche Regelungen entsprechend der Verordnung Uber Héchstmengen in
Lebensmitteln ndétig [56]. In der Verordnung (EG) Nr. 1881 / 2006 wurden
Hochstgehalte flr bestimmte Kontaminanten festgelegt [57], u. a. fur die
Mykotoxine DON, ZEA, OTA, FUM, den Aflatoxinen und Patulin (Anhang Al).
Nicht fur alle Mykotoxine liegen bisher Héchstmengenregelungen vor; fur diese
gilt das Vorsorgeprinzip.

Zum Schutz der offentlichen Gesundheit ist es erforderlich, alle
Kontaminationen, die auf jeder Stufe von der Erzeugung bis zum Verbrauch in
die Lebensmittel gelangen kdnnen, in toxikologisch vertretbaren Grenzen zu
halten. Mit der Verordnung (EWG) Nr. 315/93 des Rates zur Festlegung von
gemeinschaftlichen Verfahren zur Kontrolle von Mykotoxinkontamination
wurde die erforderliche Grundlage im Gemeinschaftsrecht der EU erlassen. Auf
der Grundlage dieser Verordnung kdénnen Ho&chstwerte festgesetzt sowie
Probennahme- und Analysenmethoden festgeschrieben werden. Danach darf
kein Lebensmittel in den Verkehr gebracht werden, das einen Kontaminanten
in einer gesundheitlich und insbesondere toxikologisch nicht vertretbaren
Menge enthalt. Mykotoxinkontaminationen sind in Lebensmitteln auf so
niedrige Werte zu begrenzen, wie sie durch gute Praxis bei der Gewinnung,
Verarbeitung, Behandlung, Lagerung, Beférderung und Zubereitung sinnvoll
erreicht werden koénnen. Um einen wirksamen Schutz der o6ffentlichen
Gesundheit sicherzustellen, sollten Erzeugnisse mit einem Gehalt an
Kontaminationen, der Uber dem zuldssigen Hoéchstgehalt liegt, weder als
solche in den Verkehr gebracht, noch mit anderen Lebensmitteln oder als
Lebensmittelzusatz vermischt werden [58].

Flar Futtermittel bestehen gegenwartig Héchstmengenregelungen in Form von
Grenzwerten, Richtwerten und Orientierungswerten. Wahrend das
Uberschreiten eines Grenzwertes ein totales Verfiitterungs- und
Vermischungsverbot der betroffenen Partie mit anderen Futtermitteln nach
sich zieht, kann die Mykotoxinkonzentration eines Futtermittels bei einer
Richt- oder Orientierungswert-Uberschreitung durch Mischen mit einem
weniger belasteten Futtermittel ,verdinnt™ werden [59].

Da Mykotoxine in Lebensmitteln sehr heterogen verteilt sein kédnnen, spielt die
Probennahme eine entscheidende Rolle fir die Genauigkeit der Bestimmung
ihres Gehaltes. In der Verordnung (EG) Nr. 401/2006 werden Kriterien und
Verfahrensweisen  der Beprobung bei amtlichen Kontrollen des
Mykotoxingehaltes in Lebensmitteln geregelt und so eine reprasentative
Probennahme gewahrleistet. Um sicherzustellen, dass die Kontrolllaboratorien
Methoden mit vergleichbarem Leistungsniveau anwenden, wurden allgemeine
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Kriterien flr Probenaufbereitung und Analysenmethoden festgelegt. Diese
Referenzmethoden werden in jahrlich stattfindenden Ringversuchen in den
Laboratorien Uberprift [60].

2.1.4 Methoden zum Nachweis von Mykotoxinen

Die Bedeutung der Schimmelpilze und der von ihnen gebildeten Mykotoxine in
der Nahrungs- und Futtermittelkette wurde in den letzten Jahrzehnten intensiv
erforscht. Schwerpunkte bestanden dabei in der Methodenentwicklung fur die
Analyse der Mykotoxine in verschiedenen Lebens- und Futtermitteln sowie in
der Aufklarung von Einflussfaktoren der Infektionen von Ackerfriichten mit
toxinogenen Schimmelpilzen und in der Bildung von Mykotoxinen [61].

Fir Mykotoxine mit gesetzlich regelten Grenzwerten (Aflatoxine, OTA, DON,
ZEA, FUM und Patulin) liegen genormte Analysenverfahren zur Uberpriifung
dieser Grenzwerte im pg/kg-Bereich (1 pg/kg = 1 ppb) vor. Diese Methoden
basieren hauptsachlich auf flissigchromatographischen Verfahren (HPLC) oder
Kapillarelektrophorese (CE) mit anschlieBender Fluoreszenz - oder UV-
Detektion [62-73]. Die Kombination der HPLC mit Massenspektrometrie -
HPLC/MS und HPLC/MS-MS - mit Dunnschichtchromatographie (DC) oder mit
Gaschromatographie (GC) ist ein weiteres Verfahren, das sich zum Nachweis
verschiedener Mykotoxine wie Mutterkornalkaloide in Getreideerzeugnissen
eignet und zunehmend Anwendung findet [74-79]. Auch fir viele bisher nicht
gesetzlich geregelte Mykotoxine wie z. B. T-2 und HT-2 Toxin existieren GC-,
HPLC- oder andere Methoden, an deren Verbesserung standig gearbeitet wird.
In letzter Zeit werden zunehmend flissigchromatographische Methoden mit
massenselektiver Detektion (LC-MS und LC-MS/MS Verfahren) genutzt, die
viele Vorteile aufweisen. Diese Methoden sind hochselektiv, gewahrleisten eine
niedrige Nachweisgrenze im unteren pug/kg-Bereich und kénnen auch
Mykotoxine erfassen, die mit HPLC- oder GC-Methoden nicht nachzuweisen
sind [80-82]. Ein wesentlicher Vorteil liegt in der gleichzeitigen Erfassbarkeit
einer Vielzahl von Mykotoxinen in einem Analysengang.

Neben den oben beschriebenen chromatographischen Methoden, die apparativ
recht aufwandig sowie arbeits- und kostenintensiv sind und dartber hinaus gut
geschultes Personal voraussetzen, gibt es eine Reihe von Schnellmethoden,
die schneller und billiger sind sowie einfacher zu Analysenergebnissen flhren.
Der Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) ist eine inzwischen gut
etablierte immunochemische Schnellmethode, die apparativ maBig aufwandig
ist und Ergebnisse innerhalb von ca. 30 Minuten liefert, die gut zu den HPLC-
Ergebnissen korreliert sind. Die Zeit- und Kostenersparnis ist aber oft mit einer
geringeren Empfindlichkeit verbunden. Die Spezifitat und Reproduzierbarkeit
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der kommerziell erhaltlichen Testsysteme kann variieren, so dass eine
Vergleichbarkeit der generierten Daten teilweise nicht mdglich ist. Zudem
kdnnen die Tests haufig nicht zwischen chemisch &hnlichen Verbindungen
differenzieren.

Seit einigen Jahren sind fir den Nachweis einiger Mykotoxine auch Schnell-
oder Streifentests (Dipstick Assays) erhdltlich [83-89]. Sie liefern Ergebnisse
auf immunchemischer Basis innerhalb weniger Minuten und sind auch mit
einfachen Mitteln durchzufliihren. Eine Beurteilung erfolgt anhand der
Ausbildung von Farbbanden in einem Messfeld. Die unterschiedliche Intensitat
der Farbbanden ist visuell oder mit Hilfe eines Scanners auszuwerten und
erlaubt eine quantitative Bewertung.

Im Bereich der indirekten Schnellmethoden sind die FT-IR-Spektroskopie
(Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie) und die visuelle Bonitur
ganzer Getreidekdérner zu nennen. Kos et al. [90] haben mittels FT-IR den
Fusarienbefall von Maisproben analysiert und eine Klassifizierung in befallene
und unbefallene Koérner vorgenommen. Auch die Vvisuelle Bonitur
(Besatzanalyse) ist zur Erfassung fusariengeschadigter Kérner weit verbreitet.
Beide Methoden sind jedoch als Schnellmethoden zur Ermittlung von
Mykotoxingehalten wenig bis nicht geeignet. Offensichtlich existiert kein
direkter Zusammenhang zwischen dem Mykotoxin-Gehalt und der
Veranderung der Inhaltsstoffe des Getreidekorns (Kohlenhydrate, EiweiB3, Fett)
durch Schimmelpilzbefall. Ebenso ist eine starke Verpilzung nicht unbedingt
gleichbedeutend mit einem hohen Mykotoxin-Gehalt [91, 92].

Die Schlussfolgerung, ob ein gesetzlich vorgeschriebener Grenzwert fir eine
Getreidepartie Uberschritten wurde, kann nicht allein auf der Basis eines
Schnelltests erfolgen. Fir eine erste Bewertung der Mykotoxinbelastung einer
Getreidepartie beim Landwirt oder in Muhlen ist die Verwendung eines
Schnelltests jedoch geeignet und einer visuellen Beurteilung ganzer Kdérner
vorzuziehen. Ergibt sich im Test der Verdacht auf Uberschreitung des
Grenzwertes, muss sich eine Untersuchung mit den o.g. labordiagnostischen
Methoden anschlieBen.

14



2. Grundlagen
Spektroskopische Methoden

2.2 Spektroskopische Methoden

Optische Methoden sind im weitesten Sinne wohl die wichtigsten Hilfsmittel zur
Aufklarung der mikroskopischen Struktur der Materie. Vorteil ist die
Bestimmung der photophysikalischen Eigenschaften ohne aufwandige
Probenvorbereitung.

2.2.1 Absorption

Licht wird physikalisch als transversale elektromagnetische Wellenbewegung
definiert - mit periodischen Anderungen elektrischer und magnetischer Felder.
Damit ein System Licht in Form von Photonen aufnehmen bzw. abgeben kann,
muss ein Ubergang zwischen einem elektronischen Grund- und einem
elektronisch angeregten Zustand madglich sein. Fur jeden dieser elektronischen
Ubergénge gilt die Resonanzbedingung (1), wobei h das Plancksche
Wirkungsquantum, Ephoton die Energie und vphoton die Frequenz des mit dem
System wechselwirkenden Lichtquants ist. Dabei muss Epnoton gleich der
Energiedifferenz der beiden beteiligten elektronischen Zustdnde E; und Eg
sein [93].

EPh()ton = hVPhoton: |E1 _E0| (1)

Falls dann noch gewisse Voraussetzungen (Auswahlregeln) erflllt sind, zeigen
sich bei den entsprechenden Energien Absorptionslinien, die charakteristisch
fur die untersuchten Gase, Flissigkeiten oder Festkérper sind.

Tritt Licht geeigneter Wellenldange A in eine Probe ein, so verringert sich
dessen Intensitat. Als MaB fur diese Abnahme dient die Transmission T, welche
als Quotient der Intensitdten von transmittiertem Licht I und einfallendem
Licht I, definiert ist (2).

T=>- (2)

Aus Beobachtungen folgt, dass die Intensitat des Lichts exponentiell mit dem
in der Probe zurickgelegten Weg d abnimmt. Dabei besteht ein
Zusammenhang zwischen der Konzentration c des absorbierenden Stoffes, der
Lange d des Lichtweges durch den Stoff und der Intensitat des einfallenden
und des transmittierten Lichts (3), wobei €(A) der molare dekadische
Absorptionskoeffizient oder auch Extinktionskoeffizient ist. Er stellt eine
stoffspezifische, wellenldangen-, temperatur- und I|6sungsmittelabhdngige
GroBe dar.
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I — ]0 A lofs(i)fd (3)

Mit der Definition der Extinktion E (auch Absorption oder optische Dichte) als
dekadischer Logarithmus der reziproken Transmission (4),

E= 1g]1—° bzw. E =-1gT (4)

folgt das Lambert-Beersche Gesetz (5), das einen direkten Zusammenhang
zwischen der experimentell zuganglichen Extinktion und der Konzentration der
absorbierenden Spezies darstellt.

E= g(2)-c-d (5)

Die Gultigkeit des Lambert-Beerschen-Gesetzes ist nur flr verdinnte
Loésungen gewahrleistet, und der absorbierende Stoff darf sich nicht in
Abhangigkeit von der Konzentration verandern. Somit ist es mdglich, durch
Messungen der Absorption bei bekanntem Extinktionskoeffizienten auf die
Konzentration der untersuchten Spezies zu schlieBen [94, 95].

2.2.2 Fluoreszenz

Nach der Absorption von Licht befindet sich das Molekil in einem elektronisch
angeregten Zustand. Um wieder in den thermodynamisch stabilen
Grundzustand zu gelangen, muss das Molekll Energie abgeben. Das kann
entweder auf photophysikalischem oder photochemischem Weg erfolgen. Die
photophysikalischen Mdoglichkeiten der Deaktivierung lassen sich am
einfachsten anhand eines in Abbildung 3 dargestellten Jablonski-Schemas
verdeutlichen [96].
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Abbildung 3: Jablonski-Diagramm zur Veranschaulichung von Absorptions- und
Emissionsvorgangen im Molekdl

(S: Singulett-Zustand, T: Triplett-Zustand, IR: innere Relaxation, IC: innere
Umwandlung, ISC: Interkombination)

Daraus lassen sich die Energiezustande flir die elektronischen und
vibratorischen Niveaus charakterisieren. Die elektronischen Zustande sind
durch lange, etwas dickere Linien dargestellt. Der Abstand der
Schwingungsniveaus nimmt mit steigender Zahl ab. Dartber hinaus sind die
Schwingungszustande durch dinnere Linien charakterisiert.

In diesem Schema finden sich zwei Arten von elektronischen Zustanden:
Singulett-Zustande S und Triplett-Zustande T. Diese Nomenklatur ergibt sich
aus der Multiplizitat (M) der Zustande.

M =25+1 (6)

mit S=is. (7)
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Hierbei ist s; der Spin s = *1/2 des Elektrons i. S ist der Gesamtspin aller
Elektronen N als Summe der Einzelspins s;. Flr Singulett-Zustande ist der
Gesamtspin S = 0, flr Triplett-Zustande entsprechend S = 1 [97].

Die Deaktivierungsprozesse werden nach strahlenden und nichtstrahlenden
Prozessen unterschieden. Nichtstrahlende Prozesse sind die innere
Umwandlung (internal conversion, IC), die innere Relaxation (internal
relaxation, IR) und die Interkombination (intersystem crossing, ISC). Bei der
inneren Umwandlung geht das in hdhere Zustande angeregte Elektron
isoenergetisch in einen hochschwingungsangeregten Zustand eines unteren
Niveaus gleicher Multiplizitat Gber, in dem es dann durch innere Relaxation in
einen niedrigeren Schwingungszustand durch Warmeabgabe gelangen kann.
Uber die innere Umwandlung erreichen die Elektronen dann den
tiefstliegenden Zustand gleicher Multiplizitat (Regel von Kasha) [98].
Interkombination liegt vor, wenn die innere Konversion von Spin-Bahn-
Kopplungen abhéngig ist. Im Regelfall erfolgt der Ubergang vom untersten
angeregten Singulett-Zustand in den untersten Triplett-Zustand. Da fur die
Interkombination Spin-Bahn-Kopplungen von Bedeutung sind, nimmt die
Wahrscheinlichkeit der Interkombination bei der EinfUhrung von
Schweratomen oder paramagnetischen Atomen in die untersuchten Molekile
zu. Aus den untersten angeregten Zustanden kdénnen die Elektronen dann
strahlend durch Fluoreszenz (Singulett-Zustand) bzw. Phosphoreszenz (aus
dem Triplett-Zustand) in den Grundzustand zurlickkehren.

2.2.3 Zweiphotonenspektroskopie

Die Theorie der Zweiphotonenabsorption (2PA) wurde in den 1930er Jahren
zunachst von Maria Géppert-Mayer entwickelt [99] und im Jahr 1961 - seit
der Erfindung des Lasers — erstmals durch Wolfgang Kaiser und C.G.B. Garrett
in den Bell Laboratories (USA) [100] experimentell nachgewiesen. Mit der
Entwicklung und Verbreitung der Subpikosekundenlaser, insbesondere des
Titan-Saphir-Lasers, in den 1990er Jahren wurde die Erforschung der
Zweiphotonenabsorption intensiviert. Die Entwicklung der Zweiphotonen-
Fluoreszenzmikroskopie durch Webb, Xu et al. [101-103] und die schnelle
Umsetzung dieser Technik auf Seiten der Hersteller von Konfokalmikroskopen
hat das Interesse an Mehrphotonenprozessen aller Art sprunghaft ansteigen
lassen.

Bei der Absorption eines Photons regt ein einzelnes Photon mit der Energie hv,
ein Fluorophor an. Je nach Energie des Photons und dem entsprechenden
Absorptionsspektrum wird dieses Fluorophor in héhere Schwingungszustande
des S;- oder z.B. bis in den S,-Zustand angeregt (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Jablonski-Diagramm fir Ein- (blau), Zwei- (grin) bzw.
Dreiphotonenanregung (rot). In hellgrin ist die Mdglichkeit der strahlenden
Desaktivierung durch Fluoreszenzemission gezeigt. Die durchgezogenen Pfeile
zeigen die moglichen So-S;- bzw. S;-So-Ubergénge. Die gepunkteten Pfeile
zeigen die Moglichkeit der Anregung in hdhere Schwingungsniveaus der
angeregten Zustande [104].

Neben dieser Anregung durch ein Photon gibt es auch die Mdglichkeit, dass
Fluorophore durch die Absorption mehrerer Photonen (Multi-Photonen-
Absorption) angeregt werden kénnen. Bei der Zweiphotonenabsorption werden
zwei Photonen der doppelten Wellenlange des Einphotonen-
Absorptionsmaximums ohne existierenden Ubergangszustand simultan
absorbiert. Dadurch wird der Fluorophor mit deutlich energiedarmerer
Strahlung in einen angeregten Zustand versetzt (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Beispielhaftes Fluoreszenzemissionspektrum (griin) nach Ein-
(blau, Aex = 380 nm) bzw. Zweiphotonenanregung (rot, Aex = 760 nm)

Fir eine solche simultane Absorption benédtigt man hohe Puls-Spitzen-
Leistungen, um sicher zu stellen, dass genugend Photonen gleichzeitig zur
Verfligung stehen [105]. Deshalb werden haufig Titan-Saphir-Laser mit hohen
Puls-Spitzen-Leistungen (Pulsbreite = 100 fs) als Anregungsquelle verwendet.
Die Wahrscheinlichkeit, dass zwei oder mehr Photonen zeitgleich auf ein
Molekul treffen, wird durch die hohe Anzahl an Photonen im fokussierten
Femtosekundenpuls sehr groB. Fluoreszenz kann ausschlieBlich im Fokus des
Laserstrahls entstehen, da sich nur in diesem Bereich gentgend Photonen
befinden. Ein Anregungswellenlangenbereich von 690-1000 nm ist geeignet,
da viele fluoreszierende Verbindungen im Bereich von 700-900 nm eine hohe
Wahrscheinlichkeit zur Zweiphotonenabsorption aufweisen [106].

Der Hauptunterschied zwischen Einphotonenabsorption (1PA) und
Zweiphotonenabsorption (2PA) besteht darin, dass die 2PA die praktisch
zeitgleiche Wechselwirkung mit zwei Photonen bedingt und daher mit dem
Quadrat der Lichtintensitdt zunimmt, wahrend die 1PA linear von der
Lichtintensitat abhangt. Ebenso hat die 2PA den entscheidenden Vorteil
gegenuber der Einphotonenanregung, dass die zur Anregung genutzte
Strahlung langwelliger und damit energiedarmer ist. Dadurch werden
insbesondere lichtempfindliche Proben geschont.

Die meisten Anwendungsmadglichkeiten der Zweiphotonenanregung resultieren
aus dieser Abhangigkeit von der Intensitat. Bei der Einphotonenanregung ist
die Anzahl der absorbierten Photonen in jeder senkrecht zum Laserstrahl
stehenden Ebene im Abstand x proportional zur Intensitéat des
Anregungslichtes in dieser Ebene. Fokussiert man den Laserstrahl auf die Mitte
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der Probe, andert man zwar die Form des Strahls und damit die Flache des
bestrahlten Teils der Ebene, nicht aber die Anzahl der Photonen, die die
einzelnen Ebenen der Probe passieren. Man erhalt einen sanduhrférmigen
Emissionsbereich. Ein groBer Teil der Einphotonenabsorption tritt auf, bevor
das Licht den Brennpunkt erreicht. Die Anregungsintensitat und damit die
Emissionsintensitat bleibt Uber alle Abstande x konstant.

r'y 1PA

UV-Laser

Intensitat

N
7

Abstand / um

“«— X —>»
sichtbarer ><
Laserstrahl

Abbildung 6: Schematischer Vergleich von Einphotonen- (oben) mit
Zweiphotonenanregung (unten) [107]

2PA

\

Intensitat

N
7

Abstand / pm

Betrachtet man die  Anregung derselben Probe  durch einen
Zweiphotonenprozess, zeigt sich eine scharfe begrenzte Emission im
Brennpunkt. Die Anzahl der absorbierten Photonen ist proportional zum
Quadrat der Intensitat des Anregungslichtes. Dieser Lichtstrahl wird nun durch
Fokussierung verkleinert, aber seine Intensitat jedoch wird im Fokus soweit
erhoht, dass es zur Absorption kommt. Die Zahl der absorbierten Photonen ist
nicht Gber x konstant, sondern hat im Fokus ein Maximum (Abbildung 6).

Da es sich bei der Zweiphotonenanregung um einen nichtlinearen Prozess
handelt, gelten andere Auswahlregeln als die der Einphotonenanregung [108].
Die Energiezustande, die man quantenmechanisch berechnen kann, sind durch
bestimmte diskrete Werte (Quantenzahlen) gekennzeichnet. Erst durch die
Angabe von vier Quantenzahlen ist der Energiezustand gekennzeichnet. Eine
dieser Quantenzahlen gibt z.B. die GroBe des Drehimpulses des Elektrons in
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dem betreffenden Zustand an. Die Existenz dieser Drehimpulsquantenzahl | ist
bedingt durch eine spezielle Symmetrieeigenschaft, die Kugelsymmetrie. Bei
Einphotonenibergangen lautet somit die Auswahlregel: Al = 1. Die
Auswahlregel bei Zweiphotonenibergangen lautet dann Al = 0 oder +2.

Daraus ergeben sich Unterschiede in den jeweiligen Absorptionsspektren ein
und derselben Substanz. Es ist zu beachten, dass die y-Achse fir die
Zweiphotonenabsorption logarithmisch, fir die Einphotonenabsorption relativ
aufgetragen und auf 1 normiert ist. Um die Spektren besser vergleichen zu
kdénnen, wird zusatzlich das Einphotonen-Absorptionsspektrum gegen die
doppelte Wellenlange aufgetragen. Dadurch kénnen beide Spektren auf der
gleichen Wellenléngenskala betrachtet werden. Am Beispiel der bekannten
Fluoreszenzfarbstoffe Rhodamin B und Fluorescein wurde dies in der Literatur
[109, 110] dargestellt (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Vergleich der Fluoreszenzanregungsspektren von Rhodamin B
und Fluorescein flr Ein- (- - -) und Zweiphotonenabsorption (—)

Die Spektren unterscheiden sich deutlich. Im Fall von Rhodamin B sieht man,
dass die Absorption bei 400 nm schwacher ist als bei 500 nm. Bei der 2PA
hingegen ist die Absorption fir 800 nm starker als fir 1000 nm. Es ist klar zu
erkennen, dass auf einer relativen Skala die 2PA unterhalb des doppelten 1P-
Absorptionsmaximums  gréBer ist als die Absorption fur den
Einphotonenprozess. Dieses Phanomen wurde auch flr zahlreiche andere
Fluorophore beobachtet.

Eine flUr  Absorptionsprozesse  wichtige  Stoffeigenschaft ist der
wellenlangenabhdangige Absorptionsquerschnitt o. Im Falle der
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Einphotonenabsorption entspricht dieser der Flache, mit der ein einzelnes
Molekil einfallendes Licht absorbieren kann. Die Anzahl der pro Sekunde
absorbierten Photonen N; ist fUr die Einphotonen-Absorption durch

N =l (8)

gegeben.

Dabei ist I die Intensitat des einfallenden Lichtes mit der Einheit Photon/cm?s
und o; der Absorptionsquerschnitt. Da N; die Einheit Photon/s hat, ergibt sich
somit fiir 0; die Einheit cm?.

Wenn man entsprechende Annahmen wie beim Lambert-Beer-Gesetz fur die
Einphotonenabsorption trifft, dann ist die Abschwachung eines Lichtstrahls mit
Gleichung (9) zu beschreiben:

% =N, =0,I" =-N&FI (9)

Darin ist I die Intensitat, z die Wellenlange im Medium, N die
volumenbezogene Chromophorzahl und o, ein molekularer Koeffizient flr die
2PA. Die Intensitat kann auch ausgedrickt werden als ein Photonenfluss
F=I/hv (10).

Z—Zz—azthz (10)

0, hat die Einheit cm®s/Photon, damit die Einheiten auf beiden Seiten der
Gleichung Ubereinstimmen. Hier wurde die Einheit GM (benannt nach Maria
Goppert-Mayer) eingefiihrt und entspricht 107°°cm®s/Photon. Weitere
detaillierte Informationen sind in [111] zu finden.

Es gibt zwei Wege den Zweiphotonen-Absorptionsquerschnitt (2PAQ) flr
Fluorophore zu bestimmen: Erstens ist dies durch die direkte Messung des
2PAQ, indem die Schwachung des Lichtes beim Durchgang durch eine Lésung
detektiert wird. Die zweite Mdglichkeit besteht in der Messung der Intensitat
der Fluoreszenzemission nach einer Zweiphotonenanregung. Sie liefert direkte
Informationen Uber die Effizienz einer 2PA, da der Zweiphotonen-
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Fluoreszenzanregungsquerschnitt O, proportional zum Zweiphotonen-
Absorptionsquerschnitt 0 ist (11).

Oypp = $,0, (11)

Die Proportionalitétskonstante ist die Fluoreszenzquanteneffizienz ¢. Dabei
wird vorausgesetzt, dass ¢1 = ¢, ist und sowohl bei der Einphotonen- bzw.
Zweiphotonenanregung derselbe elektronisch angeregte Zustand erreicht wird
bzw. die Fluoreszenzquanteneffizienz iber den gesamten Wellenlangenbereich
konstant bleibt.

Seit der Entwicklung durch Xu und Webb [102] wurden einige Varianten dieses
Verfahrens entwickelt. Ist eine geeignete Bezugsverbindung mit bekanntem
2PA-Spektrum verfligbar, dann ist es am einfachsten, die Fluoreszenzspektren
der Probe nach Ein- und Zweiphotonenanregung mit Spektren zu vergleichen,
welche flr die Bezugsverbindung unter identischen Bedingungen erhalten
wurden. Zweiphotonenanregungs-Experimente erfordern einen Pulslaser, mit
einer Pulsdauer von JUblicherweise 100 fs. Wie bei den meisten
Fluoreszenzmessungen werden verdinnte Lésungen verwendet (mit optischen
Dichten um 0.1), so dass geringe Probenmengen ausreichen. Die Intensitat
des Zweiphotonenanregungs-Signals nimmt mit dem Quadrat der
Laserintensitdt zu. Durch Uberpriifen dieser Proportionalitit ist es méglich, zu
kleine oder Uberhéhte Werte fir ¢ zu erkennen, die auf eine Fluoreszenz nach
Einphotonenanregung zurtckgehen. Einschrankungen der Methode sind
1) dass sie nicht in Spektralbereichen mit Einphotonenabsorption anwendbar
ist und 2) dass die Probe eine Photolumineszenz aufweisen muss.

2.2.4 Diffuse Reflexionsspektroskopie

Die Oberflachenbeschaffenheit einer Probe entscheidet, ob das eingestrahite
Licht diffus oder regular gestreut wird. Ideal glatte Oberflachen reflektieren
das Licht regular, ideal matte dagegen diffus, dass heiBt die gestreute
Strahlung verlasst die Oberflache in alle Raumrichtungen mit gleicher
Intensitat, die Winkelverteilung ist isotrop und wird mittels Mie-Theorie
ausgewertet. Solche diffus reflektierenden Oberflachen erflllen das
Lambertsche Kosinusgesetz und werden als Lambertstrahler bezeichnet
(Abbildung 8, links). Bei der regularen Reflexion wird - gemaB dem
Reflexionsgesetz - der austretende Strahl mit dem Winkel B, der gleich dem
Einfallswinkel a ist, reflektiert (Abbildung 8, rechts).
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Wenn der Durchmesser der Teilchen der Probe kleiner als die Wellenlange des
Lichtes werden, wird nicht mehr von Reflexion gesprochen, sondern von
Streuung (Teilchendurchmesser > A/10). Die Vorgange Brechung, Beugung
und Reflexion sind hier nicht mehr voneinander zu unterscheiden. Die
Winkelverteilung der Strahlungsintensitat ist abhangig von der Form, GroéBe
und Polarisierbarkeit der Teilchen und ist in Bezug auf die Einstrahlrichtung
des Lichtes in alle Raumrichtungen verteilt [112, 113].

o
©
£
=
S
=

einfallender reflektierter
Strahl Strahl

transmittierter
Strahl

Abbildung 8: Diffuse (links) und reguldre (rechts) Reflexion

Eine sehr gleichmaBige Streulichtverteilung erhdlt man, wenn Vviele
Streuzentren dicht beieinander liegen, z.B. in feinkristallinem Pulver. Dabei
entsteht diffuse Reflexion R, die sich als Verhaltnis der Intensitat des
zuruckgestreuten Lichtes I zur Intensitat des eingestrahlten Lichtstromes I,
ergibt:

R=— (12)

Aufgrund der Uberlagerung von Absorptions- und Streueffekten ist der
Zusammenhang zwischen der diffusen Reflexion und der Konzentration des
Analyten in der Feststoffprobe komplizierter als vom Lambert-Beer-Gesetz
bekannt. Eine  Mdoglichkeit der Auswertung dieser gemessenen
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Reflexionsspektren erfolgt durch die von Kubelka und Munk [114] entwickelte
Zweikonstantentheorie. Ziel ist es, sowohl den Absorptions- als auch den
Rlckstreukoeffizienten einer bestrahlten Schicht zu bestimmen. Der
Absorptionskoeffizient S beschreibt dabei, wie viel des eingestrahlten Lichtes
durch die Probe absorbiert wird. Der Streukoeffizient K quantifiziert den
Verlust an Strahlungsintensitat, welcher durch Streuung hervorgerufen wird,
in Abhangigkeit von der TeilchengréBe und -form sowie von der eingestrahlten
Wellenlange. Da Transmission und Reflexion sich in der Praxis aus sehr
komplexen Vorgangen zusammensetzen, werden von Anfang an folgende
Vereinfachungen angenommen [115]:

o Das Lambertsche Kosinusgesetz ist gultig.
. Die untersuchte Schicht besteht aus regellos verteilten Teilchen.
o Die Teilchen sind sehr viel kleiner als die Dicke der Schicht.

o Die Bestrahlung erfolgt diffus.

Bereits im Jahre 1931 haben Kubelka und Munk eine Theorie entwickelt, die
die Zusammenhange zwischen diffuser Reflexion und Durchlassigkeit
lichtstreuender und lichtabsorbierender Schichten beschreibt. Flr den Fall
einer unendlich dicken Schicht, gilt die Kubelka-Munk-Funktion [114]:

(1-R)) K
FR)=—"=>2—=— 13
(R,) R S (13)
oder in logarithmischer Darstellung [116]:
logF(R,)=1logK —logS =1logK + const. (14)

F(Rw) entspricht dem Quotienten von diffus reflektierter Strahlung I zur
einfallenden Strahlungsintensitat I,, wobei R., das sog. "absolute diffuse
Reflexionsvermdgen" ist. Wird R durch Absorptionsprozesse geschwacht, steigt
F(R«), analog der Extinktion bei Messung von Lésungen.

Fihrt man anstelle von K den molaren Extinktionskoeffizienten ein, so erhalt
man:

2
A=R.) 21?“0) :gz%zprop.-g (15)

o0

F(R,)=

F(Rw) ist abhangig vom Absorptionskoeffizienten, dieser wird die diffuse
Reflexion umso starker schwachen, je groBer er ist oder je hoher die
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Konzentration des absorbierenden Analyten ist. Von daher sollte ein linearer
Zusammenhang durch Auftragung von F(Rs) gegen die Konzentration zu
beobachten sein. Durch die Messung der Reflexion einer dinnen Schicht auf
schwarzen Hintergrund und die Messung mit endlicher Schichtdicke lassen sich
der Rlckstreu- und Absorptionskoeffizient jeweils separat berechnen [116].

Die Messung der diffusen Reflexion liefert ein Reflexionsspektrum, auch
Remissionsspektrum genannt, das mit dem Absorptionsspektrum einer
Verbindung in Ldsung vergleichbar ist. Aus experimentellen Grinden misst
man in der Regel nicht das absolute, sondern das auf einen gut reflektierenden
(WeiB-)Standard - z. B. Bariumsulfat, Spectralon - bezogene relative
Reflexionsvermdgen

R
R'm — R oo Probe (16)

oS tan dard

und erhdlt das Verhaltnis K/S als Funktion der Wellenlange. Flr die
Untersuchung chemischer Probleme mit Reflexionsmessungen ist man haufig
darauf angewiesen, den WeiBstandard so auszuwahlen, dass eine merkliche
Eigenabsorption des WeiBstandards das Spektrum der Probe nicht verfalscht,
ahnlich wie die Eigenabsorption des Lésungsmittels bei
Durchsichtsmessungen. Es ist daher erwlnscht, das Reflexionsvermdgen im
Ganzen bisher zuganglichen Spektralbereich zu messen [117].

Wird einer Matrix eine absorbierende Substanz zugesetzt, dndert sich der
Rickstreukoeffizient zundchst nicht, weil S weiterhin durch das
Streuvermégen des Verdlinnungsmittels (der Matrix) bestimmt wird
[118, 119]. Das Reflexionsvermdgen wird dennoch sinken, weil es proportional
zur Konzentration des Absorbers ist [117]. Dies erklart, warum Oberflachen
Licht nicht zu 100% reflektieren kénnen. Schon kleinste Verunreinigungen
fUhren zur Abschwachung des eingestrahlten Lichtes [120]. Die
Verdinnungsmethode zur Eliminierung der reguldaren Reflexion ist flr
reflexionsspektroskopische Untersuchungen besonders geeignet, da alle durch
regulare Reflexion oder durch Unterschiede in der KorngrdéBe von Probe und
Standard bedingten Unsicherheiten praktisch vollstdndig ausgeschaltet
werden.

Die kauflichen UV-Vis-Spektrometer sind in der Regel mit einem besonderen
Ansatz flr diffuse Reflexionsmessungen versehen, und zwar flr die diffuse
Einstrahlung Uber eine Integrationskugel (ugs. Ulbricht-Kugel). Flr analytische
UV-Vis-NIR- oder IR-Oberflachenspektroskopie werden Ulbrichtkugeln
standardmaBig verwendet. Abbildung 9 illustriert das Funktionsprinzip der
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Ulbrichtkugel: Licht trifft in die Offnung der Kugel und wird im Innenraum der
Kugel reflektiert und gestreut, so dass das aus der Kugel wieder austretende
Licht ein homogenes raumlich integriertes (Lambertsches) Strahlungsfeld ist,
das unempfindlich auf raumliche, winkelabhangige und polarisationsbedingte
Anderungen des einfallenden Lichtes reagiert. Das eingestrahlte Licht
wechselwirkt mit der Probe, wodurch Rickschlisse auf dessen
Zusammensetzung madglich sind [121].

Referenzstrahl - — — - /

Probenstrahl _A%

Abbildung 9: Schematischer Aufbau der Integrationskugel (P - Probe,
R - Referenz, D — Detektor)
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2.3 Cyclodextrine

Cyclodextrine (CD) sind eine Klasse von Verbindungen, die zu den cyclischen
Oligosacchariden gehdren. Sie stellen ringférmige Abbauprodukte von Starke
dar. Die Cyclodextrine bestehen aus «-1,4-glykosidisch verknUpften
Glukosemolekiilen (Abbildung 10).

Je nach Anzahl der sie aufbauenden Glukosemoleklle erhalten sie einen
griechischen Buchstaben als Prafix:

o-Cyclodextrin: n = 6 Glukosemolekdle
B- Cyclodextrin: n = 7 Glukosemolekile

y-Cyclodextrin: n = 8 Glukosemolekiile

Uber die oben erwdhnten Cyclodextrine hinaus werden in der Literatur
Cyclodextrine und dessen Derivate mit wesentlich mehr Glukoseeinheiten
detailliert beschrieben [122]. Beispiele flr Strukturen befinden sich im
Anhang A2.

Abbildung 10: Allgemeine Strukturformel der Glukoseeinheit

Die Glukosemoleklle ordnen sich in der ,Sessel*-Form so an, dass die
»Sitzflachen der Sessel" in etwa parallel zur Achse des Cyclodextrins stehen.
Damit ergibt sich ein unterer Teil mit den Ring-Sauerstoffatomen und den C5-
Atomen der Glukosemolektile. Deshalb stehen die Hydroxymethylengruppen
(mit den primaren Hydroxylgruppen) auch alle nach unten. Im mittleren
Bereich liegen die Kohlenstoffatome und Sauerstoffatome der «-1,4-
glykosidischen Bindungen zwischen den Glukoseeinheiten. Im oberen Teil
befinden sich die Kohlenstoffatome 2 und 3 der Glukosemoleklle mit ihren
(sekundaren) Hydroxylgruppen. Auf der Seite der primaren Hydroxylgruppe ist
der Innenraum enger, da sie frei rotieren koénnen und dadurch den
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Innendurchmesser effektiv verringern. Durch diese Anordnung ergibt sich eine
toroidale (wulstartige) Struktur mit einem zentralen Hohlraum. Die
nichtbindenden Elektronenpaare der glykosidischen Sauerstoff-Briickenatome
zeigen nach innen. Dies flihrt zu einer hohen Elektronendichte und verleiht
dem Innenraum anteilig den Charakter einer Lewis-Base. Durch die Stellung
der Hydroxylgruppen an den Randern besteht im Inneren ein hydrophober
Hohlraum und auBen ein hydrophiler Bereich.

Die hydrophobe Kavitat im Inneren und die polare AuBenflache erméglichen es
den Cyclodextrinen sogenannte Einschlussverbindungen mit organischen
Verbindungen, z.B. Mykotoxinen, einzugehen. Man spricht von einer Wirt-
Gast-Beziehung. Flr die Ausbildung des Komplexes zwischen dem Cyclodextrin
als Wirtsmoleklil und dem Mykotoxin als Gastmolekil missen mehrere
Bedingungen erfillt sein: In erster Linie muss das Gastmolekil mit seiner
GroBe und Geometrie in den Hohlraum des Cyclodextrins passen. Dann
mussen intermolekulare Wechselwirkungen zwischen Wirt und Gast madglich
sein. Die Abbildung 11 zeigt schematisch den Vorgang bei der Komplexbildung
in Gegenwart von Wasser.

Gastmolekiil {_ Cyclodextrinmolekill q Wassermolekiil ®

Abbildung 11: Schematische Abbildung der Komplexbildung

Man kann bei der Bildung der Komplexe mehrere Schritte annehmen:
Zunachst nahert sich das Gastmolekll an. Dabei kédnnen die hydratisierenden
Wassermolekile aktiv mit den Hydroxylgruppen am Rand des Cyclodextrins
wechselwirken. Auf diese Weise schirmen sie womdglich das eintretende
hydrophobe Moleklil von diesen Hydroxylgruppen ab. Dann werden die
Wassermolekile aus dem Hohlraum entfernt und unter der Zunahme der
Entropie an das umgebende Wasser abgegeben. Nun bilden sich als
Wechselwirkungen van-der-Waals-Krafte und womaoglich Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen Wirt und Gast aus. SchlieBlich wird die Hydratstruktur um
den Komplex restrukturiert.

30



2. Grundlagen

Cyclodextrine

Die treibende Kraft der Komplexbildung ist das Auswechseln der
Wassermoleklile gegen die hydrophoben Gastmolekiile. Dabei entstehen
Wechselwirkungen zwischen unpolaren Molekdulteilen von Wirt und Gast, und
die Ringspannung sinkt, was zu einem stabileren Zustand mit geringerer
Energie flhrt.

Die Cyclodextrine sind mit den Mykotoxinen nicht durch starke chemische
Bindungen verbunden. Es handelt sich im Wesentlichen um van-der-Waals-
Krafte und moéglicherweise Wasserstoffbriickenbindungen. Durch spezifische
raumliche Anordnungen kdénnen diese so ausgepragt sein, dass sie die
.Starke" einer kovalenten Bindung erreichen.

Diese Interaktionen sind hilfreich, da die CDs z. B. die spektroskopischen
Eigenschaften der Mykotoxine, z.B. die Absorption und Fluoreszenz, positiv
verandern. Einige Mykotoxine fluoreszieren erst durch die ,Derivatisierung"
mit Cyclodextrinen, z.B. T2-Toxin [123].

Dabei andert sich die Umgebung des CD-Chromophors vom hydrophoben Kafig
zur polaren wéassrigen Umgebung, was =zu einer Anderung der
Fluoreszenzintensitat fuhrt. Auf diese Weise kann die Konzentration eines
Mykotoxins in wassriger Lésung (z.B. in Lebensmitteln wie Bier und Wein)
gemessen werden, ohne dass die Mykotoxin-Fluoreszenz durch die
Anwesenheit von weiteren Getrankeinhaltsstoffen gequencht wird. Diese
Fahigkeit, die Wasserldslichkeit und die Eignung, eingeschlossene Substanzen
vor Zersetzung und dem umgebenden Wasser zu schitzen sowie die
Lumineszenzeigenschaften der Mykotoxine positiv zu verandern [124], sind
von groBem Interesse fir die Anwendung zum Nachweis von Mykotoxinen in
flissigen Lebensmitteln.
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2.4 Chemometrische Auswerteverfahren — Multivariate Datenanalyse

Der Begriff "Chemometrie" ist nicht scharf definiert. Sie ist eine chemische
Disziplin, die verschiedene mathematische und statistische Verfahren einsetzt,
um optimale Messverfahren und -parameter auszuwahlen und die Messdaten
zu interpretierbaren Informationen weiterzuverarbeiten. Damit soll ein
Maximum an chemisch relevanten und problembezogenen Informationen aus
den experimentellen Messdaten gewonnen werden. Alle Verfahren der
analytischen Chemie flr die Optimierung einer Methode oder einer Messung,
sowie flir die Auswertung von Messdaten werden Ublicherweise zur
Chemometrie gezahlt. Viele der chemometrischen Techniken sind langst
bekannte statistische Verfahren. Da ein  Charakteristikum vieler
chemometrischer Techniken die Mehrdimensionalitat ist, sind die Grundlagen
der Methoden mit der Matrixalgebra einfach und kompakt darstellbar.

In den letzten Jahren sind in vielen Fallen abbildende optische Verfahren zur
Qualitatskontrolle flr die berthrungslose Charakterisierung der Materialen und
Endprodukte entwickelt worden (Beispiel Bildanalyse). Spektroskopische online
Sensoren im Frequenzband des ultravioletten und sichtbaren Spektralbereichs
(UV/VIS) sowie des nahen, mittleren und fernen Infrarotbereichs (NIR und
(mid)-IR) werden in der chemischen Industrie zunehmend bei flissigen oder
festen, homogenen Materialien verwendet. Bei der Untersuchung von
Festkdrpern und Festkdrperoberflachen ist dies schwieriger. Grinde dafir sind,
dass die Inhomogenitat des Festkdrpers und seiner Oberflache stark schwankt
und zum anderen aufgrund der Oberflachenrauhigkeit unterschiedliche Anteile
an diffuser und gerichteter Reflexion als Uberlagernde Informationen erhalten
werden. Nachteil dieser Verfahren ist, dass sehr viele Uberlagernde
Informationen gleichzeitig erlangt werden [125-127].

Bei der Analyse komplexer Proben ist es mit Hilfe moderner Analysensysteme
mdglich, simultan eine Vielzahl von Eigenschaften zu bestimmen und so einen
typischen "Fingerabdruck" von Merkmalen einer Probe zu erhalten. Dabei
sammelt sich sehr schnell ein groBer Datenbestand an. Bei der Interpretation
dieser groBen Datenmengen ist die Erkennung und Veranschaulichung von
Zusammenhangen zwischen scheinbar weit auseinander liegenden MessgréBen
notwendig.

In der Prozessliberwachung, der Qualitatssicherung und auch der
Marktforschung, werden routinemaBig groBe Mengen an Daten erfasst, deren
Informationsgehalt haufig nur zum Teil ausgewertet wird, da sich die wichtigen
Informationen oft in den Kombinationen der Daten verstecken und die
traditionellen statistischen Auswertemethoden hierbei schnell an ihre Grenzen
stoBen. Die Hauptkomponentenanalyse (PCA, engl. Principle Component
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Analysis) und die Projektion auf latente Strukturen (PLS, engl. Partial Least
Squares Regression) sind sicher die am haufigsten verwendeten Verfahren der
multivariaten Datenanalyse zum Auffinden und Herausarbeiten von
Informationen aus groBen Datensatzen. Bei beiden Verfahren erfolgt die
Faktorenzerlegung nach rein mathematischen Gesichtspunkten, weshalb die
Faktoren haufig nur schwer zu verstehen und zu deuten sind.

Um die Interpretierbarkeit vor allem vom chemischen Standpunkt aus zu
erhdéhen, wurden die klassischen multivariaten Verfahren in letzter Zeit durch
Rotationsverfahren, wie z.B. der Multivariate Curve Resolution (MCR)
erweitert. Dies bietet dem Anwender speziell in der Spektroskopie groBe
Vorteile. Bei der MCR erfolgt die Zerlegung in chemisch interpretierbare
Basisspektren, welche die Grundkomponenten der vorhandenen
Mischungsspektren wiedergeben [128-130].

2.4.1 Hauptkomponentenanalyse (PCA)

Die Hauptkomponentenanalyse ist ein statistisches Verfahren, das angewandt
wird, wenn viele Eigenschaften (z.B. Spektrum, Konzentration, ...), die an
vielen Objekten (Proben) gemessen wurden, auf wenige gemeinsame, aber
unabhangige EinflussgréBen reduziert werden sollen. Mit dieser Methode
besteht die Mdglichkeit einen n-dimensionalen Raum auf einen m-
dimensionalen Raum zu reduzieren, wobei m < n sein kann. Das Besondere
dabei ist, dass die wesentlichen Informationen, die in den Daten enthalten
sind, bewahrt bleiben und in den meisten Fallen sogar deutlicher dargestellt
werden. Die Methode fasst dazu Variablen, die stark untereinander korreliert
sind, zusammen. Denn Variablen, die stark untereinander korreliert sind,
liefern weitgehend dasselbe Ergebnis. AuBerdem geht die
Hauptkomponentenanalyse von der Annahme aus, dass es bei stark
korrelierten GréBen eine dritte GréBe gibt, die nicht direkt messbar ist, jedoch
hinter diesen korrelierten Variablen steht und sich quasi in ihnen auBert. Das
bedeutet, die messbaren GréBen sind nur eine andere Erscheinungsform von
GrdéBen, die im Hintergrund stehen und nicht direkt gemessen werden kdénnen.
Man nennt diese im Hintergrund stehenden GréBen Hauptkomponenten (PC,
engl. Principal Components) oder Faktoren. Ziel der
Hauptkomponentenanalyse ist es, solche HintergrundgréBen bzw. Faktoren
aus den gemessenen Variablen zu ermitteln, welche die beobachteten
Zusammenhange maoglichst vollstandig erklaren [129, 131-133].

Zur Bestimmung der Hauptkomponenten wird in den Ausgangsdaten die
maximale Varianz bestimmt - unter der Bedingung, dass die
Hauptkomponenten orthogonal zueinander sind. Die auf diese Weise
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gefundenen Hauptkomponenten stellen ein neues Koordinatensystem dar, das
welches Ausgangsdaten besser beschreibt. Dabei erklart die erste
Hauptkomponente PC1 die gréBtmogliche Varianz in den Daten und die zweite
Hauptkomponente PC2 dementsprechend die zweitgréBte. Mit steigender
Anzahl der berechneten Hauptkomponenten sinkt der Anteil der erklarten
Varianz der jeweiligen Hauptkomponenten mit der Gefahr, dass die darauf
folgende Hauptkomponente nur irrelevante Informationen enthalt.

Die Form des Hauptkomponentenmodells kann man allgemein ausdricken wie
Abbildung 12 dargestellt:

M A M N
+
Hauptkomponenten-
= Matrix
(Loadings)
N N
Datenmatrix Gewichtsmatrix Residuenmatrix
NxM (Scores) (Noise, Error)

Abbildung 12: Matrizen der Hauptkomponentenanalyse

Die Datensatze der multivariaten Analyse sind mehrdimensional. In der Regel
handelt es sich dabei um zweidimensionale Matrizen. In der mathematischen
Formulierung der Hauptkomponentenanalyse wird der zu untersuchende
Datensatz X als das Produkt einer mdglichst kleinen Anzahl von
Hauptkomponenten P und Gewichtsvektoren T dargestelit.

Zusammengesetzt ist die Datenmatrix aus N Zeilen, in denen die Objekte
(Proben) stehen, und M Spalten, welche die Eigenschaften (Merkmale,
Variablen) angeben. In den Zeilen der Matrix P stehen die Hauptkomponenten,
die fur alle Objekte der Datenmatrix X gleich sind. In der T-Matrix
(Scorematrix) stehen die Gewichtsvektoren flir jedes einzelne Objekt. Die
Matrix P hat genauso viele Spalten, wie die Matrix X (=Anzahl der Variablen).
Die Matrix T hat genauso viele Zeilen wie die Matrix X (= Anzahl der Objekte)
und genauso viele Spalten wie die Matrix P Zeilen hat (= Anzahl der Faktoren).
Die Matrix E ist die Residuenmatrix. Je besser die Faktoren- und die
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Scorematrix die Daten beschreiben, umso kleiner wird die Residuenmatrix
[134].

Neben dem Herausheben der Informationen kommt es auch zur
Datenreduktion. Es wird normalerweise eine deutlich geringere Anzahl an
Hauptkomponenten berechnet als es aufgrund der Anzahl der Variablen
madglich ware. Bei der Datenreduktion und der Vereinfachung will man fir die
groBe Datenmenge ein kleineres (berschaubares Modell entwickeln, das die
Daten beschreibt. Mit diesen Modellen lassen sich dann auch unbekannte
Objekte beschreiben, wenn flr diese die gleichen Messungen vorgenommen
werden. Damit kénnen auch AusreiBer erkannt werden, da sie zu keiner
bekannten Klasse gehdren. AuBerdem kann mit Hilfe der PCA die Korrelation
zwischen den Variablen herausgefunden werden, die flur die gegebene
Anwendung von besonderer Wichtigkeit sind.

Eine weitere wichtige Anwendung ist die Vorhersage bestimmter ZielgréBen
aus den gemessenen Eigenschaften. Die Hauptkomponentenanalyse geht hier
in die Regression Uber. In der Regel wird dies mit dem Verfahren der Partial
Least Squares Regression durchgefihrt [135, 136].

2.4.2 Multiple lineare Regression (MLR)

Bei der multiplen linearen Regression wird der funktionale Zusammenhang
zwischen einer abhdangigen Y-Variablen und vielen unabhangigen X-Variablen
gesucht. Man kann das Modell der MLR flr die abhangige Y-Variable
folgendermaBen darstellen:

y=by+bx, +b,x, +b;x; +..+b x, +e (17)

Die ZielgroBe y setzt sich zusammen aus dem Absolutglied by, das flr
zentrierte Variablen gleich dem Mittelwert ist, den linearen Beitragen der
unabhangigen X-Variablen, die auch haufig als ZustandsgréBen bezeichnet
werden und die als fehlerfrei angenommen werden sowie einem Fehler e, der
in der Regel bei der Messung von y entsteht. Ziel der MLR ist es, den
unbekannten Regressionskoeffizienten by bis b, zu bestimmen und damit den
funktionalen Zusammenhang zwischen x und y herzustellen. Dazu werden
mehrere Messungen von vy flr verschiedene Einstellungen der ZustandsgréBen
x; durchgefiuhrt. Es wird eine Kalibrierung durchgeflihrt und zur Auswertung
erhalt man ein lineares Gleichungssystem. Liegen genau n voneinander linear
unabhangige Gleichungen vor, dann ist das Gleichungssystem bestimmt und
eindeutig Iésbar, indem die inverse Matrix berechnet wird.
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Die mulivariate Regression lauft immer in mehreren Schritten ab: 1.
Kalibrierung, 2. Validierung und 3. Vorhersage.

Zur Fehlerabschatzung der MLR wird der systematische Fehler
(BIAS, Verzerrung), die Standardabweichung der Residuen (SEP, engl.
Standard Error of Prediction), der mittlere quadratische Fehler der Kalibration
(RMSEP, engl. Root Mean Square Error of Prediction) wund das
BestimmtheitsmaB R? bestimmt.

2.4.3 Projektion auf latente Strukturen (Partial Least Squares Regression -
PLS)

Die Partial Least Square Regression gehdért zu den multivariaten
Regressionsmethoden und kombiniert die Eigenschaften der
Hauptkomponentenanalyse und der multiplen lineare Regression, um ein
Regressionsmodell zwischen den Scores der X- und Y-Daten zu erstellen,
wobei die X-Werte bei der multivariaten Regression haufig wellenabhangige
Intensitaten (aus Spektren) sind, und die Y-Werte die meist aufwandig zu
bestimmende Referenzwerte (Konzentrationen) darstellen. Allgemein hat die
Regressionsanalyse die Zielsetzung, einen funktionalen Zusammenhang
zwischen den unabhangigen Variablen (X-Werte) und den davon abhangigen
Variablen (Y-Werte) zu beschreiben und eine mathematische Formel zu
erstellen, mit der man bei bekannten X-Variablen die zugehdrigen Y-Werte
vorhersagen kann. Das Besondere an der PLS ist, dass die Hauptkomponenten
der X- und Y-Daten gleichzeitig und voneinander abhangig berechnet werden.
Es wird mit den X- und Y-Daten eine PCA durchgeflihrt, wobei die X-Daten die
PCA der Y-Daten beeinflusst und umgekehrt [137].

Auch bei der PLS Regression werden die X-Daten in die Matrizen T und P
zerlegt, wie bei der PCA. Allerdings wird bei der Zerlegung in die
Hauptkomponenten flr die X-Daten die ZielgréBe Y schon mit einbezogen
(Abbildung 13).

Bei der Ermittlung der Hauptkomponenten findet zwischen der X- und Y-
Datenmatrix ein gegenseitiger Informationsaustausch statt. Auf der einen
Seite ist die Datenmatrix X, die mit Hilfe der PCA in die beiden Matrizen P
(Faktormatrix) und T (Scorematrix) zerlegt wird:

X=TP" (18)
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Auf der anderen Seite hat man die ZielgréBenmatrix Y, die auch nur aus einem
einzigen Vektor bestehen kann. Hat diese Y-Matrix mehr als 1 Vektor, so
erstellt man auch hier eine PCA und erhdlt die Faktormatrix Q mit der
zugehérigen Scorematrix U:

Y —UQ’ (19)

_Q

Abbildung 13: Schematische Darstellung der PLS und der beteiligten Matrizen

Bei der PLS werden nun diese beiden Datenraume X und Y miteinander
verbunden und zwar durch die Scorevektoren. Flr die Berechnung des ersten
Faktors P1 im X-Datenraum wird der Y-Vektor mit der gréBten Varianz gewahlt
und eingesetzt. Mit diesem Anfangswert wird die erste Schatzung fir den
Faktor P1 berechnet. Nach einigen Normierungen wird dann aus dem Faktor
P1 wieder der zugehoérige Scorevektor berechnet und dieser wird nun als
Ausgangswert fir die Berechnung der PCA auf der Y-Seite genommen. Auf
diese Art und Weise spielt der Algorithmus flir die PLS die neu berechneten
Scorevektoren immer wieder von der X-Seite auf die Y-Seite und berechnet
damit Hauptkomponenten flr die X-Daten, bei denen die Struktur der Y-Daten
bericksichtigt ist [131, 136, 138-140].

Wenn alle Hauptkomponenten ermittelt wurden, stellen die Daten von X und Y,
die nach Abzug der Information der letzten berechneten Hauptkomponente
Ubrig bleiben, die jeweilige Restvarianz dar und werden als Residuenmatrix
bezeichnet. Im Anschluss werden nun die Regressionskoeffizienten berechnet.

Mit Hilfe des berechneten PLS-Kalibriermodells kann schlieBlich aus den
gemessenen X-Werten die ZielgréBe Y flr unbekannte Objekte bestimmt
werden.
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3 = MATERIAL UND METHODEN

3.1 Mykotoxine
3.1.1 Absorption und Fluoreszenzspektroskopie

Die in Tabelle 2 aufgefiihrten Mykotoxine wurden bei Sigma Aldrich erworben
und jeweils eine Stammlésung von 1 mg Mykotoxin auf 10 mL Lésungsmittel
hergestellt. Die Konzentrationen der Stammldsungen sind ebenso in Tabelle 2
dargelegt.

Tabelle 2: Verwendete Mykotoxine

Mykotoxin Mykotoxin- Summenformel / | Konzentration
bildner molare Masse in | in mol/L
g/mol
Ochratoxin A Aspergillus Cy0H18CINQg / 2.5-10"

@\/k ohraceus 403.8

OH o

Aspergillus Cy7H1,06 / 312.3 3.2-10*
flavus

Zearalenon Fusarium spp. | CigH2,05 / 318.4 3.1-10"

OH o) CHj

HO
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Mykotoxin Mykotoxin- Summenformel / | Konzentration
bildner molare Masse in | in mol/L
g/mol
Patulin keine Angabe | C;He¢O,/ 154.1 6.5:10™
o
(e}
N
O OH
Fumonisin B, Fusarium C34HsoNOys / 721.8 | 1.4-10™
coon g moniliform
Deoxynivalenol Fusarium Cis5H2006 / 296.4 3.4-10™
graminearum
-anllOH
niH
HT-2 Toxin Fusarium spp. | C2,H3,05 / 424.5 2.4-10"
H H H
H3C. ? ’
CH3 o) 5 «lOH
Hsc)\/u\o S H e
s ¢
HO | CHs3  OH
(0]
A
T-2 Toxin Fusarium spp. | Co4H3409 / 466.5 2.1-10*
H H H
H3C. E ’
CH3 0 «nlOH
H3c)\/u\o S é aniiiH
§ ¢
HO | CH3 OAc
o
A

Ausgehend von diesen Stammldésungen wurden Verdinnungen zur Ermittlung
des Extinktionskoeffizienten ¢()), der Absorptionsmaxima Aaps,max uUnd der
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Fluoreszenzemissionen in Abhangigkeit des Lésungsmittels (Acetonitril, DMF,
Ethanol, n-Hexan, Wasser) sowie des pH-Wertes erstellt.

3.1.2 Zweiphotonenspektroskopie

Zur Bestimmung des Zweiphotonen-Absorptionsquerschnittes der Mykotoxine
Ochratoxin A und Aflatoxin B; wurden folgende Loésungen hergestellt
(Tabelle 3):

Tabelle 3: Verwendete Mykotoxinlésungen

Konzentrationin mol / L

Fluorescein 1.5-10*
Aflatoxin B,

Ethanol 3.2:10"
Wasser / Ethanol (pH = 4) 3.2-10™

Ochratoxin A

Ethanol 1.24-10*
Wasser / Ethanol (pH = 4) 1.24-10™"
Wasser / Ethanol (pH = 11) 1.24-10*
DMF 1.24-10*

3.1.3 Nachweis von Aflatoxin B; in Wein und Bier

Fir den Nachweis des Mykotoxins Aflatoxin B; in handelsiblichem WeiBwein
und Bier wurde zunachst ein dem Wein ahnliches Modellsystem erstellt. Dazu
wurde eine 12%ige Ethanol-Wasser-Mischung (Modellldsung) hergestellt und
auf den pH-Wert von 4 eingestellt (fir Wein und Bier wurde derselbe Wert
bestimmt). Danach wurde AFB1 zur Modellldsung und zu den alkoholischen
Getréanken gegeben (Tabelle 4), wobei angenommen wurde, dass die
untersuchten alkoholischen Getranke keinerlei Mykotoxine enthalten. Der
Nachweis wird anschlieBend mittels Fluoreszenz nach Ein- und
Zweiphotonanregung durchgefiuhrt sowie die Nachweisgrenze flir jede Technik
bestimmt.

Der Nachweis von OTA in Bier und Wein erweist sich aufgrund seiner
spektroskopischen Eigenschaften in ,sauren®™ Lebensmitteln als nicht mdglich
(siehe Kapitel 4.1).
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Tabelle 4: Verwendete Mykotoxinlésungen

Konzentration in mol/L

Fluorescein 1.5-10°

Aflatoxin B,

Modelllésung 3.2.10°
(Wasser / Ethanol, pH = 4)

WeiBwein 3.2:10°
Bier 3.2:107

3.1.4 Spiken von Weizenmehl und -kérnern mit Ochratoxin A

Weizenkdrner mit einer Feuchte von 11% sowie gemahlene Kérner wurden mit
unterschiedlich konzentrierten Ochratoxin A bzw. Aflatoxin B;-Lésungen
gespikt. Danach wurde gewartet, bis das Lésungsmittel verdampft war und
anschlieBend der Gehalt an Mykotoxin mittels Lumineszenz- und
Reflexionsspektroskopie nachgewiesen [141-145]. Far die
Fluoreszenzuntersuchungen mussen geeignete Wellenlangenpaare
(Anregungs- / Emissionswellenlédnge) gewahlt werden.
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3.2 Cyclodextrine

Die eingesetzten Cyclodextrine sind in Tabelle 5 dargestellt und wurden bei
Sigma Aldrich erworben (Strukturen: siehe Anhang A2):

Tabelle 5: Verwendete Cyclodextrine

Cyclodextrin molare Masse in g/ mol
a-Cyclodextrin 972.9
B-Cyclodextrin 1135.0
y-Cyclodextrin 1297.1
2-Hydroxypropyl-pB-cyclodextrin 1396.0
Heptakis(2,6-di-O-methyl)-p-cyclodextrin 1331.4

Die ethanolische Aflatoxin B;- (0.1mg/ml, ¢ = 0.125 mmol) und Ochratoxin A-
(0.1mg/ml, ¢ = 0.25 mmol) Stammlésung wurde mit Wasser auf die
bendtigten Konzentrationen verdinnt. Danach wurden die erforderlichen pH-
Werte 4 und 8 eingestellt. Die Cyclodextrine (¢ = 25 mmol) wurden in Wasser
gelést und die Stammlésung entsprechend der bendtigten Konzentrationen
verdunnt.

Um den Einfluss verschiedener Cyclodextrine auf die Intensitat der
Fluoreszenzemission zu untersuchen, wird das Mykotoxin Aflatoxin B; mit
a-Cyclodextrin in unterschiedlichen Konzentrationsverhéltnissen (1:10% bis
1:10°) versetzt, um die groBte Steigerung der Fluoreszenzintensitat
(hex = 360 nm) zu bestimmen. Dies wird bei allen eingesetzten CDs uUberprift.

Danach wird Ochratoxin A und Aflatoxin B; (Aex = 360 nm) mit den in Tabelle 5
angegebenen Cyclodextrinen in den geeigneten Konzentrationen gemischt und
die Fluoreszenzintensitaten nach Ein- bzw. Zweiphotonenanregung detektiert.
Ziel ist es, das geeignete Cyclodextrin zu finden, welches die
Fluoreszenzintensitdt am meisten erhdht und damit die Nachweisgrenze bei
beiden Techniken erniedrigt. Als Anregungswellenlangen flir AFB1 wurden
entsprechend des Absorptionsmaximum bei iex = 360 nm (1PA) bzw.
720 nm (2PA) und bei OTA bei Aex = 330 nm / 380 nm (1PA) bzw. 760 nm
(2PA) gewahlt.
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3.3 Getreideproben

Fir die spektroskopischen Untersuchungen wurden vom Leibniz-Institut flr
Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB) verschiedene Roggen- und
Weizenproben zur Verfligung gestellt. Das Getreide wurde in Form von
unbehandelten, sterilisierten, wieder befeuchteten sowie kinstlich inokulierten
Kdrnern bereitgestellt. In die Untersuchungen wurde jedoch auch natirlich
kontaminiertes Getreide einbezogen.

3.3.1 Auswahl und Charakterisierung des Getreides

Flr die Versuche standen Roggen und Weizen, bezogen von der Saatgutfirma
S.G.L. GmbH in Alttrebbin-Altlewin, zur Verfigung. Roggen wurde zunachst
nach regionalen Anbaustrategien ausgewahlt. Im Verlauf der Untersuchungen
erwiesen sich allerdings die Inhomogenitat und starke Variabilitat in Form,
Farbe und GroBe der Kérner des Getreides als problematisch, vor allem flr die
spektroskopischen Modelluntersuchungen (Abbildung 14).

et g I

A
#

Abbildung 14: Variabilitéat des Roggens in KorngréBe, Kornform und Kornfarbe

Weizen stellte als Untersuchungsmaterial durch die Homogenitat im Korn eine
Alternative dar. Eingesetzt wurde gereinigter E-Weizen der Sorte CAPO. Die
Angaben zu den Inhaltsstoffen und dem Feuchtegehalt des Weizens und
Roggens sind in Tabelle 6 aufgefihrt.

Tabelle 6: Inhaltsstoffe der verwendeten Getreidearten (TM - Trockenmasse)

Parameter Feuchtegehalt / Stirke / Rohprotein/ Rohasche /

% % T™M % TM % TM
Roggen 10.35 57.94 11.26 1.95
Weizen 12.19 60.20 18.69 1.86
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3.3.2 Infektion mit Pilzstammen

Am ATB wurden zusatzlich fur die kinstliche Inokulation mit Schimmelpilzen
Schimmelpilzstdmme unterschiedlicher Herkunft, die zur Feld- bzw. Lagerflora
gehdren, und von denen das Toxinbildungsvermdgen bekannt ist, eingesetzt
(Tabelle 7).

Tabelle 7: Schimmelpilzstamme fir die kinstliche Inokulation von Weizen

Spezies

Alternaria spec.
Fusarium culmorum
Fusarium graminearum
Fusarium poae
Aspergillus niger
Aspergillus versicolor
Penicillium verrucosum

Penicillium chrysogenum

Fir alle Ansatze wurde steriler Weizen auf einen Feuchtegehalt von 25%
befeuchtet. Das entspricht einer Wasseraktivitat von 0.96-0.99 und liegt damit
im Bereich der Mykotoxinbildung durch Schimmelpilze (Tabelle 8). Fur
Vergleichsuntersuchungen wurden dieselben Spezies als Reinkulturen auf
Nahrmedium (Kartoffel-Dextrose Agar) angelegt und flr spektroskopische
Untersuchungen zur Verfligung gestellt.

Tabelle 8: Wasseraktivitat fur Wachstum und Toxinbildung

aw-Wert aw-Wert

Wachstumsoptimum Toxinbildung

F. graminearum 0.90 - 0.995 0.95 - 0.995
F. culmorum 0.90 - 0.995 0.8-0.85/>0.9
Aspergillus spp. 0.77 - 0.78 0.80 - 0.99
Penicillium spp. 0.82 0.83 - 0.99
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3.3.3 Naturlich kontaminiertes Getreide

Es wurden natlrlich kontaminierte Getreidepartien bezogen und flr
Untersuchungen zur Verfligung gestellt. Solche Getreideproben wurden vom
Zentrum fur Agrarlandschaftsforschung Mincheberg e.V. (ZALF) und vom
Institut fur Getreideverarbeitung Nuthetal (IGV) zur Verfigung gestellt.
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3.4 Absorptions- und Fluoreszenzmessungen

Alle vorgenommenen spektroskopischen Untersuchungen der geldsten
Mykotoxine werden in Quarzklivetten (Hellma GmbH, d = 10 mm)
durchgefihrt.

3.4.1 Absorptionsmessungen

Die Aufnahme der Absorptionsspektren erfolgt mit einem UV-Vis-
Absorptionsspektrometer (Cary 500, Varian) gegen eine mit Lésungsmittel
geflllte Klvette im Referenzstrahlengang. Der aufgenommene
Wellenldngenbereich liegt zwischen 200 nm < ;s < 600 nm. Vor jeder
Messreihe wird eine Basislinienkorrektur (0%- und 100%- Transmission) und
ein Nullabgleich durchgefiuhrt. Folgende Messparameter werden festgelegt:

Datenintervall: 1 nm

Messzeit pro Datenpunkt: 0.5 s

3.4.2 Fluoreszenzmessungen

Stationare Fluoreszenzspektren werden mir dem FluoroMax3-P Spektrometer
(Spex-Jobin Yvon, Horiba, NL) aufgenommen. Die Fluoreszenzspektren der
gelésten Mykotoxine werden in der klassischen 90°-Geometrie aufgenommen,
bei der das Anregungslicht die Probe von der einen Seite bestrahlt und der
Detektor im rechten Winkel positioniert ist.

Fir Feststoffproben gibt es die spezielle Methode der "Front-Face"-
Fluoreszenzspektroskopie. Das einfallende Licht trifft mit einem Winkel von
30°/60° auf die Probe, um sicherzustellen, dass innere Filtereffekte, Reflexion,
Streuung und Depolarisierung [146] minimiert werden (Abbildung 15).

Probe Probe
Anregung > Anregung
v A 4
Emission Emission

Abbildung 15: Klassische (links) und Front-Face-Fluoreszenzspektroskopie
(rechts)
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Far alle Fluoreszenzmessungen der Flissigkeiten und der Feststoffe haben sich
folgende Parameter bewahrt:

Datenintervall: 0.5 nm
Messzeit pro Datenpunkt: 0.5 s

Spaltbreiten (Anregung und Emission): 2 nm /2 nm

Gemessen wurden jeweils das reine Fluoreszenzsignal S sowie das korrigierte
Signal Sc/R, wobei R die Lampenkorrektur ist und bei ¢ eine Korrekturfunktion
einflieBt, die die spektrale Empfindlichkeitsverteilung des Detektors
berlcksichtigt. Fur die Auswertung werden die erhaltenen Spektren
basislinienkorrigiert und auf 1 normiert.

Die optischen Dichten der Lésungen zur Aufnahme von Fluoreszenzspektren
sowie zur Bestimmung von Fluoreszenzquantenausbeuten ¢ (mittels PL
Quantum Yield Measurement System - Typ C9920 - mit Ulbrichtkugel,
Hamamatsu Photonics K.K.) wurden im Bereich um das entsprechende
Absorptionsmaximum / Anregungswellenldnge auf einen Wert von 0.1
verdunnt [147].

Zur Ubersicht wurden bei der Untersuchung von Weizenkérner (pur und
"verpilzte" Weizenkdrner) Fluoreszenzemissionsspektren mit
Anregungswellenldangen von 220 nm bis 500 nm und Emissionswellenlangen
ab 10 nm oberhalb der Anregungswellenléange A.x aufgenommen (Batch-Scan).
Es entstand eine dreidimensionale "Landkarte", die sogenannte Fluoreszenz-
Anregungs-Emissions-Matrix (EEM) [148].
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3.5 Zweiphotonenspektroskopie

Um eine Zweiphotonenabsorption nachzuweisen, wurden leistungsabhangige
Fluoreszenz-Intensitdtsmessungen an Aflatoxin B; und Ochratoxin A in
verschiedenen Loésungsmitteln und mit unterschiedlichen pH-Werten
durchgefiihrt. Zusatzlich wurde Fluorescein als positiver und Wasser als
negativer Standard vermessen.

Als Anregungslichtquelle dient ein Titan-Saphir-Laser (Tsunami 3960, Spectra
Physics, 80.2 MHz), welcher in ein Fluoreszenzspektrometer (FLS920,
Edinburg Instruments, Edinburgh UK) eingekoppelt wird. Der Laserstrahl wird
durch eine Sammellinse auf die Mitte der Lésungen fokussiert und die
Emission der Probe im 90°-Winkel zur Anregung detektiert. Mit einer
Anregungswellenlange im Spektralbereich 700 nm < i < 860 nm, einem
Messbereich 350 nm < Aem < 650 nm in 1 nm-Schritten und der
Integrationszeit von 1 s werden die quantenkorrigierten Emissionsspektren
bzw. die Flachenintegrale der Emissionsspektren mittels Software F900
(Edinburg Instruments, Edinburgh UK) bestimmt. Die Spektren werden
aufgrund der Wellenlangenabhdngigkeit der Response Funktion der
Photomultiplier Tube (PMT) um einen Faktor korrigiert.

Die Leistung des Lasers wurde mit Hilfe eines Grauradfilters stufenweise
erniedrigt und mit einem Leistungsmessgerat quantifiziert. Zu jeder
eingestellten Laserleistung wurde ein Emissionsspektrum gemessen und das
Integral bestimmt, da die Leistung P mit der Intensitat (Flachenintegral) I
nach folgender Gleichung zusammenhangt [110, 149-151]:

I =~ P? (20)

log! ~2log P (21)

Wird nun die Intensitat gegen die Leistung doppellogarithmisch aufgetragen
und erhdlt man einen linearen Anstieg von 2, so ist die
Zweiphotonenabsorption nachgewiesen [150].

Danach kann der wellenldangen- und stoffspezifische Zweiphotonen-
Absorptionsquerschnitt s, nach Rumi et al. [152] berechnet werden, mit
Kenntnis der Quantenausbeute des Mykotoxins im jeweiligen Lésungsmittel.
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. J'de_CFL '¢FL
o, =0, IFFLdV'C-¢

(22)

Hierbei sind ¢ die Quantenausbeute, ¢ die Konzentrationen und Fdv das
Integral der Flachen unter den Emissionskurven. Der Index FL rihrt vom
Standard Fluorescein [153].
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3.6 Reflexionsspektroskopie

Die Aufnahme der Reflexionsspektren erfolgt mit einem
Absorptionsspektrometer (Lambda 750, Perkin Elmer) mit eingebauter
Integrationskugel (Durchmesser: 60 mm, siehe Abbildung 9), welche mit
Spectralon (Labsphere) ausgekleidet ist. Die Messungen lagen im
Wellenlangenbereich zwischen 200 nm < A < 2500 nm. Vor jeder Messreihe
wurde eine Basislinienkorrektur (0%- und 100%-Reflexion) durchgefihrt. Die
Proben wurden in einem Feststoffprobenhalter prapariert und gegen den
Reflexionsstandard Spectralon vermessen.

Folgende Messparameter wurden festgelegt:
Datenintervall: 1 nm

Aufnahmegeschwindigkeit: 266.75 nm / min

Die Zuordnung der spektralen Banden zu den Inhaltsstoffen der
Getreideprodukte erfolgt anhand tabellierter Daten [154-158].

Die erhaltenen Spektren, welche den Reflexionsgrad R% angeben, werden
mittels der Messsoftware in die logarithmische Auftragung umgewandelt,
wobei gilt:

(23)

Nach der Datenvorbehandlung - zur besseren Auswertbarkeit - werden die
Spektren gemaB Kubelka-Munk-Funktion umgerechnet und somit das
Absorptionsspektrum des untersuchten Systems bei gleich bleibenden
Streukoeffizienten erhalten [159].

3.6.1 Datenvorbehandlung

Als wichtigste Parameter, welche die Qualitat der Spektren bestimmen, sind zu
nennen:

e genaue Probenpraparation
e Auswahl des geeigneten Spektralbereichs

e (geeignete Datenvorbehandlung
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e zur chemometrischen Auswertung: (geeigneter Datensatz zur
Modellerstellung und korrekte Auswahl der Anzahl an
Hauptkomponenten

Mit der Auswahl des geeigneten Wellenldngenbereichs werden Bereiche ohne
Informationen ausgeschlossen. Dadurch werden die Einbindung von Beitragen
von Stérkomponenten und irrelevante Informationen (spektrales Rauschen) in
das Modell verhindert, die die Qualitat des Modells verschlechtern. Mit Hilfe
von geeigneten Datenvorbehandlungen kann die chemische Information in den
spektralen Daten hervorgehoben werden, wodurch eine bessere Korrelation
zwischen den spektralen Daten (Reflexionsspektren) und der gesuchten
Variable (z.B. Mykotoxinkonzentration, Inhaltsstoffe) méglich ist [160-162].

Basislinienkorrektur und Glatten: Basislinieneffekte  flihren  zu
systematischen Abweichungen von der Grundlinie, die keine chemischen
Informationen enthalten. Sie kénnen von Verunreinigungen und Streuverluste
verursacht werden oder durch systematische Probleme der Messapparatur
entstehen. Durch die (erste oder zweite) Ableitung der Spektren kénnen
Basislinieneffekte aus den Spektren entfernt werden.

Das Spektrometer selbst kann Stérsignale (Rauschen) in den Spektren
verursachen und damit die Modellherstellung flir die chemometrische
Auswertung erschweren. Durch Glattung kann das Rauschen beseitigt werden,
wodurch das Signal/Rausch-Verhaltnis verbessert wird.

Streueffekte kénnen die chemische Information in den Spektren lUberdecken
und koénnen mit Hilfe der multiplikativen Streukorrektur (MSC, engl.
Multiplicative Scatter Correction) und der Standard Normal Variate (SNV)
Transformation korrigiert werden. Vor allem unterschiedliche TeilchengréBen
(z.B. Mehl und KorngrdéBen) in den Proben flihren zur Streuung. Weiterhin ist
die Streuung von der Wellenlange und vom Brechungsindex abhangig. Gerade
bei den vorliegenden Proben missen Streueffekte durch inhomogene
Verteilungen der Streuzentren (Packungsdichte) beachtet werden, die das
erhaltene Reflexionsspektrum beeinflussen [163].

Multiplikative Streukorrektur (MSC): Bei der multiplikativen
Streukorrektur  wird angenommen, dass eine Abtrennung der
wellenlangenabhangigen Streueffekte von der chemischen Information mdglich
ist. Daflir wird ein Mittelwertspektrum (Referenzspektrum) aller im Datensatz
vorhandener Spektren gebildet, das die mittlere Streuung b und einen
mittleren Offset a reprasentiert. AnschlieBend wird jedes Spektrum dann mit
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Hilfe eines Least Square Verfahrens auf dieses Mittelwertspektrum gefittet,
wobei e idealerweise die chemische Information enthalt:

x,=a,+bXx+e, (24)

So werden flr jedes Spektrum x, die MSC-Korrekturkoeffizienten a, und b,
berechnet und man erhalt schlieBlich das MSC-korrigierte Spektrum Xysc:

Xmsc =b— (25)

Bei der MSC ist zu beachten, dass zur Korrektur ein Mittelwertspektrum als
Referenzspektrum herangezogen wird. Daher muss das MSC-Modell neu
berechnet werden, wenn es zu Veranderungen des Datensatzes durch
Erweiterung oder Klirzung (z.B. Eliminierung von AusreiBern) kommt [164].

Standard Normal Variate (SNV) Transformation: Im Gegensatz zur MSC
wird bei der SNV jedes Spektrum flr sich transformiert, und der gebildete
Mittelwert aller Spektren und die Standardabweichung beziehen sich jeweils
auf ein einzelnes Spektrum [165]. Im vorliegenden Fall der
Reflexionsspektroskopie wird die erhaltene Intensitat (log(1/R) bzw. Ableitung
des Reflexionsspektrums) bei der Wellenlange i korrigiert:

(26)

Dabei steht x; fur die erhaltene Intensitat bei der Wellenléange i und x ist der
Mittelwert fur alle Intensitdten bei allen gemessenen Wellenldangen (p) des
Spektrums. Die SNV ist gegenlber der MSC vorteilhafter, wenn die
Variabilitaten zwischen den Spektren groB sind.
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Erste und Zweite Ableitung der Spektren: Basislinieneffekte lassen sich
mit Hilfe von Ableitungen entfernen. Vorteilhaft ist, dass sie Uberlagerte
Banden hervorheben und damit die spektrale Auflésung verstarken. Daflr
verlieren die Spektren durch die Ableitungen ihre spektrale Form. Deshalb
erfolgen die Ableitungen in Kombination mit einer Polynomglattung (Savitzky-
Golay-Glattung). Durch die vorausgehende Glattung wird die Ableitung
robuster gegenlber im Spektrum vorhandenem Rauschen. Erfolgt die
Ableitung ohne vorherige Glattung, wirde durch die Ableitung das Rauschen
hervorgehoben werden.

Dieses mit einem Polynom des Grades n lokal beschriebene Spektrum wird
nun abgeleitet:

1. Ableitung: O(logl/R) (27)
S5
2
2. Ableitung: 2 (1°€1/%) (28)
S5

Die erste Ableitung entfernt Stéreffekte wie eine konstante Basislinie und mit
Hilfe der zweiten Ableitung kdnnen noch zusatzlich multiplikative Effekte - z.B.
Streueffekte - aus den Spektren herausgerechnet werden [166].

Chemometrische Auswerteverfahren: Die chemometrischen Auswertungen
und die Datenvorbehandlung werden mittels Software Unscrambler 9.8 (Camo,
Norwegen) durchgeflihrt.
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4- ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Photophysikalische Eigenschaften der Mykotoxine
4.1.1 Absorption und Lumineszenzeigenschaften

Wegen teils unvollstandiger und fehlerhafter Angaben der photophysikalischen
Eigenschaften der Mykotoxine in der Literatur [167, 168] wurden
grundlegende photophysikalische Parameter zur Absorption bzw. Fluoreszenz
der wichtigsten Vertreter der Mykotoxine in Europa - Aflatoxin B; (AFB1),
Ochratoxin A (OTA), Fumonisin B; (FUM), Patulin, Zearalenon (ZEA),
Deoxynivalenol (DON) sowie T-2 und HT-2 Toxin in verschiedenen
Loésungsmitteln - wu.a. Ethanol, Acetonitril, Wasser - erneut bestimmt
(Tabelle 9).

Tabelle 9: Absorptionsmaxima (Aapsmax) UNd Extinktionskoeffizienten (¢) der
Mykotoxine in verschiedenen Lésungsmitteln

Xabs,max/ nm (g/ L-mol'l-cm'l)

Mykotoxine Acetonitril Ethanol Wasser
Ochratoxin A 390 (9700) 220 (29600) 333 (3200)
333 (6500) 380 (3000)

Aflatoxin B,

224 (28100)
265 (14400)
356 (24000)

224 (28700)
264 (14500)
360 (26500)

224 (16800)
267 (11400)
365 (18200)

Fumonisin B, 225 (~1200) 230 (~200) 228 (~3300)
Patulin 273 (29600) 275 (14900) 279 (1200)
Zearalenon 236 (27400) 237 (31500) 236 (75800)

273 (11600)

275 (15200)

271 (34100)

315 (5300) 315 (7700) 311 (13900)
Deoxynivalenol | 218 (8000) 218 (7000) 215 (7500)
HT-2 Toxin 275 (~400) 270 (~200) 272 (~200)
T-2 Toxin 275 (~300) 273 (~200) 275 (~200)
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Alle untersuchten Mykotoxine absorbieren im Spektralbereich von 200 nm <
habs < 400 nm, und einige zeigen eine intrinsische Lumineszenz bei
Emissionswellenlangen Ay > 350 nm.

-
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Abbildung 16: Absorptions- und Emissionsspektren der untersuchten
Mykotoxine in ethanolischer Lésung

Die Emissionsmaxima von Aflatoxin B;, Ochratoxin A, Zearalenon und Patulin
liegen in ethanolischer Ldésung zwischen 420 nm < 2Aem < 470 nm
(Abbildung 16). Die Maxima in einer Acetonitril- bzw. wassrigen Lésung sind
unverandert oder nur wenig bathochrom verschoben (Anhang A3 / A4). Patulin
fluoresziert in wassriger Lésung und Acetonitril nicht. Die
Fluoreszenzeffizienzen liegen zwischen 1% und 50% und die entsprechenden
Fluoreszenzabklingzeiten im ns-Bereich. Fumonisin B;, HT-2 sowie T-2 Toxin
absorbieren im untersuchten Spektralbereich nur schwach und fluoreszieren
unter den gewahlten experimentellen Bedingungen nicht.

In den nachfolgenden Untersuchungen wird speziell auf die Mykotoxine
Aflatoxin B; und Ochratoxin A eingegangen. Beide Mykotoxine sind im Ranking
nach Hesseltine [169] die bedeutendsten Pilzgifte. Beide werden von den
Feldpilzen Aspergillus spp. gebildet und kénnen in ahnlichen Lebensmitteln
(Getreide, Wein) gefunden werden. Nachfolgend sind die Besonderheiten der
beiden Mykotoxine bei den spektroskopischen Untersuchungen aufgefuhrt.
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4.1.2 Ochratoxin A (OTA)

Abbildung 17 zeigt die Strukturformel von Ochratoxin A, die aus einer
Isocumarin- und Phenylalanin-Einheit zusammengesetzt ist.

@\j\OOH

NH on o
0 o)
\\\\\CH3

H
Cl

Abbildung 17: Strukturformel von Ochratoxin A

Das Proton der Carboxylgruppe der Phenylalanin-Einheit besitzt einen
pKa-Wert von 4.3+0.1, das phenolische Proton einen pKax-Wert von 7.2+0.2
[170]. Bei pH-Werten kleiner 7 ist eine Keto-Enol-Tautomerie madglich: Die
Carbonylgruppe liegt in der Form mit der Doppelbindung zum Sauerstoff als
auch in einer Form mit der Doppelbindung zwischen dem Carbonyl-Kohlenstoff
und dem a-Kohlenstoff vor. In letzterer Form ist ein Proton vom o-C-Atom
zum  Sauerstoff der Carbonylgruppe gewandert und bildet eine
Hydroxylgruppe, es entsteht ein ,Enol®.

Die Keto-Enol-Tautomerie beim OTA ist abhdngig vom Ldsungsmittel
(Abbildung 18). Besteht die Méglichkeit  die Enol-Form uber
Wasserstoffbriickenbindungen (z.B. in Wasser) zu stabilisieren, liegt das
Gleichgewicht nahezu vollstandig auf der Seite des Enols E. In aprotischen
Lésungsmitteln (z.B. DMF) kann die Enol-Form nicht lber intramolekulare H-
Bindungen stabilisiert werden und die Keto-Form K wird beglinstigt.

Die intramolekulare Protonenwanderung verlauft vor allem in aprotischen
Lésungsmitteln sehr schnell, so dass eine eindeutige Unterscheidung von
Keton und Enol nicht mdglich ist.
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Abbildung 18: Keto-Enol-Tautomerie des OTA in Abhadngigkeit vom
Loésungsmittel

In Abbildung 19 sind die Fluoreszenzanregungsspektren von OTA in
verschiedenen Ldsungsmitteln dargestellt. Die Fluoreszenzbande um
Lex,max = 333 nm ist in saurer LOsung breiter als in neutraler L6ésung. Die
Bande um Aexmax = 380 nm ist nur im LOsungsmittel DMF sichtbar. In
ethanolischer Lésung sind beide Fluoreszenzbanden erkennbar, wobei die
Intensitat der Bande um Aexmax = 380 nm ein Drittel gegentber der um
Lex,max = 333 nm betragt.
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Abbildung 19: Fluoreszenzanregungsspektren von Ochratoxin A in
Ethanol (grtn), DMF (blau), Wasser (gelb) und Wasser pH<4 (schwarz)
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Strukturell beinhalten Mykotoxine oftmals funktionelle Gruppen (z. B. OH-
Gruppen), die die Photophysik der Verbindung nachhaltig pragen kénnen. Im
angeregten Zustand unterscheiden sich die Saure-Base-Eigenschaften des
Molekills gegeniber dem Grundzustand aufgrund der verdnderten
Elektronendichteverteilung, wodurch Protonentransferreaktionen im
angeregten Zustand (ESIPT, engl. excited state intramolecular proton transfer
reaction) [171] ermdglicht werden (Abbildung 20).

E*
Sl * \\
“A
— A”” K
S0

E

Abbildung 20: Energiediagramm, welches die Anregung des Enols aus dem
Grundzustand (Sp) in den ersten angeregten Zustand (S;) darstellt, gefolgt
von einem ESIPT zur angeregten Ketostruktur K~ mit anschlieBender Emission
in den Grundzustand K und der Rickreaktion zur stabileren Enolform E [172].

In Tabelle 10 sind die Emissionsmaxima von OTA in Abhangigkeit vom
Loésungsmittel und der Wellenldange zusammengefasst. In Ethanol liegt das
Emissionsmaximum nach einer Anregung mit Aexmax= 380 nm Dbei
Lem,max = 427 nm und bei Xemmax= 456 NM (Aex,max = 333 nm). Die Emission in
einer DMF-L6sung liegt bei Aemmax = 437 NM (Aex,max = 390 nm).
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Tabelle 10: Emissionsmaxima von OTA in Abhangigkeit des Lésungsmittel und
der Anregungswellenlénge

Losungsmittel | Aex,max / NM | Aemmax / M
DMF 390 437
Ethanol 333 456
Ethanol 380 427
Wasser 333 456
Wasser, pH<2 333 470

In wassriger saurer Losung ist die Phenolgruppe der Isocumarineinheit des
OTA wie bereits vorab beschrieben, durch Keto-Enol-Tautomerie stabilisiert.
Erst wird nur die carboxylische Gruppe der Phenylalanin-Einheit deprotoniert
(Abbildung 21) und es bildet sich das Monoanion (OTA"). OTA und OTA" zeigen
die gleiche Absorption bei iss = 333 nm. Die Fluoreszenzabklingzeit der
monoanionischen Form betragt t = 5.9 ns [173].

S) ©
©\£OH @\ﬁo O\/Ckoo
NH ©

NH on o NH on o o o
O o) pH > 4 (0] (o) pH > 7 9) (0]
WnCH3 WiCH3 WnCH3
H H H
cl cl cl
OTA OTA" OTAZ"

Abbildung 21: Deprotonierung von Ochratoxin A

Unter Zugabe einer Base oder nach dem Ldsen in aprotischen Lésungsmitteln
(z. B. DMF) bildet sich das Dianion (OTA%*). Das Absorptionsmaximum ist auf
Aabs = 380 nm bzw. 390 nm (DMF) bathochrom verschoben, wahrend das
Fluoreszenzmaximum von iem = 455 nm zu Aem = 427 nm hypsochrom
verschoben ist (Abbildung 22). Die Fluoreszenzabklingzeit der dianionischen
Form betragtt = 5.1 ns [173].
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Abbildung 22: Fluoreszenzemissionsspektren von Ochratoxin A in Wasser bei
unterschiedlichen pH-Werten

So ergibt sich anhand von zeitaufgelésten Fluoreszenzmessungen zur
Bestimmung der Abklingzeiten und Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen
Spezies eine Saurekonstante von pK, = 1.5 + 0.4, die gut mit der Aciditat der
phenolischen OH-Gruppe Ubereinstimmt und im elektronisch-angeregten
Zustand um ca. 5 GréBenordnungen verstarkt wird [174].

4.1.3 Aflatoxin B4

Aflatoxin  B; ist eine heterozyklische Verbindung, die aus einer
Dihydrofuranofuraneinheit besteht und mit einem substituierten Cumarinring
verbunden ist (Abbildung 23).

H OCH5

Abbildung 23: Strukturformel von Aflatoxin B,
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Die Absorptionsspektren von Aflatoxin B; in Ethanol weisen drei
charakteristische Banden um Xa;ps = 224 nm, 264 nm und 360 nm auf. Eine
Verschiebung des langwelligsten Absorptionsmaximums zu kleineren
Wellenldangen ist in unpolaren und aprotischen Ldsungsmitteln (Hexan,
Acetonitril) zu beobachten (Abbildung 24). Dies weist auf einen n—>n*-
Charakter der langwelligsten Absorptionsbande hin.
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Abbildung 24: Absorptionsspektren des AFB1 in den Ldsungsmitteln:
Acetonitril (blau), n-Hexan (pink), Ethanol (schwarz) und Wasser (hellgrin);
c=1*%10"mol /L

Die Gestalt des Absorptionsspektrums von AFB1 in Wasser lasst die
Herausbildung einer Zweitstruktur von AFB1 vermuten. Die Banden mit einem
Absorptionsmaximum von iazps = 223 nm und Xazps = 364 nm zeigen jeweils die
Ausbildung einer Schulter bei A;ps = 240 nm und A,ps = 340 nm. Eine mogliche
zugrunde liegende Reaktion ist eine photochemisch induzierte Hydroxylierung
unter Addition von Wasser (Abbildung 25) an die Doppelbindung des
Furanrings.
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Abbildung 25: Hydroxylierung von Aflatoxin B;

Die Struktur der Spektren impliziert auch einen Einfluss des Ldsungsmittels
auf die Intensitdt der Absorptionsiibergange. Dabei weisen die
Absorptionsspektren von AFB1 in Wasser und Hexan eine deutlich geringere
Absorption als im Spektrum des Ldsungsmittels Ethanol bei gleicher
Konzentration auf.

Ahnliche Verdnderungen lassen sich bei wé&ssrigen Lésungen mit
unterschiedlichen pH-Wert beobachten (Abbildung 26). Bei pH = 4 st eine
Schulter bei Xsps = 340 nm zu sehen, die auf die Ausbildung von AFB2A
hinweist, da die Gegenwart von Mineralsauren eine Derivatisierung zu AFB2A
beginstigt. Bei pH = 11 ist eine bathochrome Verschiebung des Maximums zu
erkennen [175].
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Abbildung 26: Absorptionsspektren des AFB1 in Wasser bei den pH-Werten:
4 (rot), 7.8 (griin) und 11 (blau); c = 1*10®° mol / L

Weil die dargestellten Mykotoxine in einem groBen Umfang in
unterschiedlichen Lebensmitteln gefunden werden kdnnen, ist es flir deren
Nachweis wichtig, die photophysikalischen Eigenschaften in Abhdngigkeit von
der Umgebung zu kennen. Im Kapitel 4.3.2 wird der Nachweis von
Ochratoxin A und Aflatoxin B; in Wein und Bier erlautert. Da die Mykotoxine
dort in nur in Spurenmengen zu finden sind, ist zunachst der Einsatz von
Cyclodextrinen zur Verstarkung der Fluoreszenzintensitat zu untersuchen.
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4.2 Die Anwendung von Cyclodextrinen zur Verstarkung von
Lumineszenzintensitaten

Anhand quantenmechanischer Berechnungen zu Bindungsenergien von
Mykotoxinen an Cyclodextrinen und Komplexbildungskonstanten haben sich
beispielhaft fur Aflatoxin B; und Ochratoxin A zwei unterschiedliche Arten von
Einschlusskomplexen mit B-Cyclodextrin (B-CD) in Wasser ergeben [176].
Abhangig von der raumlichen Anordnung des Einschlusses kann das
Fluoreszenzsignal erhdht oder geléscht werden. Bei AFB1 sind die
fluoreszierenden Gruppen tief im CD eingeschlossen und damit vor
Fluoreszenzléschung geschutzt (Abbildung 27, links). Es kommt zur
Verstarkung der Fluoreszenzintensitat. Das OTA wird vor Wasser nicht
geschiutzt (Abbildung 27, rechts), da die fluoreszierenden Gruppen dem
Wasser ausgesetzt werden und damit die Fluoreszenzintensitat teils
vermindert wird. Folglich ware eine Funktionalisierung hilfreich, um die
Gruppen zu schitzen.

Abbildung 27: Einschlussverbindungen von a) Aflatoxin B1 und B-CD und
b) OTA und B-CD [176]

4.2.1 Aflatoxin B;

Die Aflatoxine haben eine natlrliche Fluoreszenz, die mit einer Anregung von
rex = 360 nm hervorgerufen wird. Die Effekte der Cyclodextrine und
substituierten Cumarine (ahnlich den Aflatoxinen), wurden bereits untersucht
[177].

In der Literatur wurde von Ramirez-Galicia et al. [178] ein mdoglicher
Mechanismus des Einschlusskomplexes entwickelt, welcher besagt, dass die
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Carbonylgruppe des Aflatoxins nach Zugabe des Cyclodextrins weniger mit
Wasser wechselwirkt, d.h. die Fluoreszenz wird dadurch geléscht und es
kommt somit zu einer Erhéhung der Intensitat. Basierend auf diesem Modell
wird gemutmaBt, dass AFB1 in den CD-Kéafig eingeschlossen wird und sich ein
1:1-Komplex ausbildet [179], der eine mogliche Wasserstoffbriickenbindung
zwischen der Carbonylgruppe des Mykotoxins und der zweiten Hydroxlgruppe
des Cyclodextrins herstellt.

Die Abbildung 28 =zeigt die Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitaten von
Aflatoxin B; (¢ = 2.5-107 mol/L, pH = 4) mit o-Cyclodextrin bei
unterschiedlicher Konzentration des Cyclodextrins in wassriger Lésung, nach
einer Fluoreszenzanregung von i.x = 360 nm. Wassrige Lésungen des a-
Cyclodextrins wurden entsprechend den Verh&ltnissen 1:10% bis 1:10°
verdunnt.

Aflatoxin B1 in Wasser

60000
Aflatoxin B, :0-CD = 1:10°
Aflatoxin B, :a-CD = 1:10"
45000 4 Aflatoxin B :a-CD = 1:10°
E Aflatoxin B :0-CD = 1:10
2
¢ 30000 -

Fluoreszenzintensitit / a.u.

: .
500 550 600

Wellenldnge / nm

T T
400 450

Abbildung 28: Fluoreszenzspektren von AFB1 (¢ = 2.5-10”7 mol/L) in Ab- und
Anwesenheit von a-Cyclodextrin, Aex = 360 nm

Es ist deutlich erkennbar, dass die Intensitat der Fluoreszenzemission
(Aem,max = 440 nm) in Anwesenheit von a-CD ansteigt. Die hdchste Steigerung
ist bei einem Verhéltnis von 1:10° also bei einer CD-Konzentration
c = 2.5-10 ® mol/L zu beobachten. Eine weitere Erhdhung des Verhéltnisses
und damit einer Konzentration an a-Cyclodextrin in der Loésung uber
c = 1-10 2 mol/L war aufgrund der geringen L&slichkeit des Cyclodextrins in
Wasser nicht mdglich.
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Anhand der Kenntnis des geringen Komplexbildungsvermdégen (Ig K = 2.5) des
gebildeten 1:1-Komplexes aus AFB1 und o-CD [179] konnte mittels
Massenwirkungsgesetz (Anhang A5) berechnet werden, dass bei einem
Verhéltnis von 1:10° 95% von AFB1 mit a-Cyclodextrin komplexiert ist. Im
Gegensatz dazu ist bei einem Verhéaltnis 1:102 nur 7% komplexiert.

In Tabelle 11 ist das Verhaltnis F, der Fluoreszenzintensitat des reinen AFBL1 in
Wasser Fo und der Fluoreszenzintensitat F des CDs mit verschiedenen
Konzentrationen dargestellt. Beim Verhéltnis von 1:10° die héchste Steigerung
zu erkennen, in diesem Fall eine 11fache Intensivierung. Bei kleiner
werdendem Verhaltnis sind nur noch geringe Steigerungen bis maximal 3
sichtbar, so dass flur die kunftigen Untersuchungen nur noch Lésungen von
Mykotoxinen und Cyclodextrinen im Verhéltnis 1:10° eingesetzt wurden.

Tabelle 11: Steigerung der Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit der
Konzentration von a-CD, Xex = 360 NM, Aemmax = 440 nm

Konzentration o-CD / Verhaltnis F.=F/ Fo
mol/L AFB1 : a-CD
0 - 1
2.5:107 1:10? 1.1+0.1
2.5-10™ 1:10° 1.3+0.1
2.5-10°3 1:10° 3.3+£0.3
2.5-102 1:10° 11.2+0.2

Zur Abschatzung, welches Cyclodextrin die hochste Steigerung der
Fluoreszenzemission von Aflatoxin B; zur Folge hat, wurden die
herkdmmlichen, unsubstituierten (a-CD, B-CD, y-CD) und die substituierten CD
(2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin, Heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin) in
wassriger Loésung untersucht (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Fluoreszenzspektren von AFB1 in Wasser (c = 2.5-10” mol/L) in
Kombination mit verschiedenen Cyclodextrinen, A = 360 nm und
c(CD) = 2.5-10"2 mol/L

Die meisten Cyclodextrine verursachen eine Erhéhung der
Fluoreszenzintensitat und eine Blauverschiebung des Emissionsmaximums von
440 nm um maximal 10 nm. Diese beiden Tatsachen bestdtigen eine
Interaktion des Mykotoxins mit den Cyclodextrinen. Insbesondere sind die
Shifts der Emissionsmaxima dieselben, die man in den Spektren von AFB1 in
weniger polaren Lésungsmitteln als Wasser ebenso beobachten konnte.

Bei den unsubstituierten CDs sind allein a- und B-CD geeignet, das Mykotoxin
in sich aufzunehmen. Die Fluoreszenzemission des y-CD-Komplex ist nur
geringfliigig hoher. In der Literatur wird dies mit der GroBe des des y-Kafigs
begriindet, der zu groB (10 A) und zu beweglich erscheint, um einen stabilen
EinschluBkomplex zu bilden [178]. Ferner ist dort beschrieben, dass «-CD
aufgrund der geringen GréBe von 4.7 A zu klein fur den Einschluss des AFB1
ist. Quantenmechanische Berechnungen [179] widersprechen jedoch dieser
These und belegen, dass alle 0.g. unsubstituierten CDs Einschlusskomplexe
bilden kdnnen.

Die substituierten CDs sind ebenfalls geeignet. Die groBte Intensivierung
wurde durch den Einsatz von Heptakis(2,6-di-O-methyl)-p-cyclodextrin
beobachtet, welcher zu einer Steigerung um das 11fache flhrt. Auch ist der
Vergleich von unsubstituiertem p-CD und dem neutralen 2-Hydroxypropyl-p-
CD nicht aus den Augen zu lassen, bei dem das letztgenannte Cyclodextrin
eine Vervielfachung der Intensitat von 7 und unsubstituiertes B-CD nur von 6
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hervorruft. Dies ldsst  sich anhand der geringflgig héheren
Komplexbildungskonstante des 1:1-Komplexes von AFB1 mit Heptakis(2,6-di-
O-methyl)-B-cyclodextrins (K = 892492 L/mol) im Vergleich zu AFB1 mit B-
Cyclodextrin (K = 399465 L/mol) erklaren [179].

Nutzt man die Zweiphotonenanregung fur den AFB1:CD-Komplex (pH = 4) mit
einer Wellenldange von Xe = 720 nm und detektiert im Bereich um
Aem,max = 440 nm, dann erhdlt man ahnliche Erhéhungen der
Fluoreszenzintensitaten. Ganz anders verhdlt es sich, wenn man eine
Aflatoxin B;-Lésung (pH = 8) mit Cyclodextrinen versetzt und die
Fluoreszenzintensitdten nach Ein- bzw. Zweiphotonenanregung ermittelt
(Tabelle 12).

Tabelle 12: Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten nach Ein- bzw.
Zweiphotonenanregung bei AFB1 (pH = 8)

Verhaltnis I/I, (Aem,max = 440 nm)

Cyclodextrin Aex = 360 nm Aex = 720 nm
a-Cyclodextrin 24.5+0.2 7.4+0.4
B-Cyclodextrin 23.4+0.2 6.1+0.4
y-Cyclodextrin 3.0+0.2 1.1+0.4
2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin 35.7+0.2 8.2+0.4
Heptakis(2,6-di-O-methyl)-B- 20.3+£0.2 54+0.4
cyclodextrin

Bis auf y-Cyclodextrin ermdglichen alle verwendeten CDs eine Intensivierung
der Fluoreszenz. Nach der Einphotonenanregung ist eine Steigerung bis zum
35fachen (2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin) madglich, bei der
Zweiphotonenanregung nur eine Steigerung bis zum 8fachen Wert.

4.2.2 Ochratoxin A

Ochratoxin A zeigt - wie bereits unter 4.1.2 beschrieben - abhangig vom pH-
Wert und Ldsungsmittel Besonderheiten in den spektroskopischen
Eigenschaften. Es wird daher in den nachfolgenden Ergebnissen nur auf die
OTA-L6sung mit pH = 8 eingegangen, da selbige beide Absorptionsmaxima
aufweist wie eine Loésung mit pH = 4 (Aabsmax = 330 nm) und pH = 11
(Aabs,max = 380 nm) und der Anteil von Mono- und Dianion gleich ist [180].

68



4. Ergebnisse und Diskussion

Anwendung von Cyclodextrinen

Verrone et al. [181] haben bereits das Verhalten eines OTA/B-CD- Komplexes
in Abhangigkeit des pH-Wertes untersucht und stets einen starken (bis zum
6fachen) Anstieg der Fluoreszenzintensitat sehen kénnen. Dieses Verhalten
konnte weder bei der Einphotonen-, noch bei der Zweiphotonenanregung
reproduziert werden. Die Behauptung, dass die protonierte und deprotonierte
Form des OTA (siehe Abbildung 21) mit dem CD gleich stark interagieren und
die Fluoreszenz des zweifach deprotonierten Molekils am starksten ist, trifft
nicht zu [182].

1,6

0,8

Verhaltnis Fluoreszenzintensitét I/l (Aem = 440 nm)

L 4
. *
0,6 -
* L 2

0,4

0,2

— Aex = 330 nm ——Aex = 380 nm Aex =760 nm
0 . . . } . . }
Wasser a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin Heptakis-(2,6-di-O- 2-Hydroxypropyl-f-

methyl)-B-cyclodextrin cyclodextrin

Abbildung 30: Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten von AFB1 zu Cyclodextrin
bei kem = 440 nm, ¢(CD) = 2.5-10" mol/L

Die hier dargestellten Ergebnisse (Abbildung 30) zeigen, dass eine Steigerung
der Intensitat bei einer Anregung von A = 330 nm bei Mischungen mit B-
Cyclodextrin  (1.2), Heptakis(2,6-di-O-methyl)-p-cyclodextrin (1.5) wund
2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin (1.2) zu sehen ist. Im Gegensatz dazu
nehmen die Intensitdten der Fluoreszenz nach einer Anregung von A = 380
nm (deprotonierte Form) teils um das Zweifache ab, bei der
Zweiphotonenanregung nach Anregung mit A.x = 760 nm bleibt teilweise sogar
nur ein Funftel der Intensitat erhalten.

Eine Erklarung hierflir liefern i) die Praparation der OTA-L6ésung und ii) das
Bindungsverhalten des OTA. Die wassrige Ochratoxin A-Lésung wurde
aufgrund der besseren Ldslichkeit aus einer ethanolischen OTA-Ldsung
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hergestellt. Es sind daher in der Lésung noch geringe Anteile an Ethanol
enthalten und die spektroskopischen Eigenschaften des OTA in Ethanol
mussen geringfligig bei der Auswertung einbezogen werden.

Die naturliche Fluoreszenz des OTA wird durch die Isocumarin-Einheit
verursacht und wird erhdéht, wenn OTA an ein ‘"starres" Molekil
(L6sungsmittel) unter Ausbildung einer intramolekularen Wasserstoffbindung
zwischen  Phenolgruppe und amidischer Carbonyl- (a-Form) oder
Carbonylfunktion der Esterguppe (B-Form) bindet. Wird das Molekil in einen
angeregten Zustand uberfiuhrt, verteilt sich die Elektronendichte neu und das
Dipolmoment andert sich. Ein Nicht-Gleichgewichtszustand wird gebildet, da
das Loésungsmittel der Anderung wéahrend der Relaxation in den "neuen"
Zustand nicht folgen kann. Die Wechselwirkung zwischen OTA- und dem
Lésungsmittelmolekil andert sich daher.

Die dianionische Form des OTA (Xex = 380 nm) emittiert in Abhangigkeit des
Losungsmittels mit einem Maximum um Xtemmax = 445 nm (Wasser) und ist in
Ethanol zu Aemmax = 425 nm blauverschoben. Auch der kleine Shift im
Anregungsmaximum von 10 nm (Ethanol: Xsps,max = 375 nm, Wasser:
Labs,max = 385 nm) ist auf die Polaritat des Lésungsmittel zurickzufihren und
stammt von der spezifischen Interaktion zwischen Lésungsmittel und geléstem
OTA - hauptsichlich von einer Wasserstoffbindung zwischen OTA* und dem
Lésungsmittel. Es kommt zur Erhéhung des Dipolmomentes des im angeregten
Zustand befindlichen Molekiils im Vergleich zum Grundzustand [180, 181].

Der Effekt auf die Verschiebungen in den Emissionsspektren durch die Addition
von Wasser in eine ethanolische OTA-LOsung ergab die gleichen Ergebnisse
wie die Untersuchungen der einzelnen Lésungsmittel. Die Abnahmen der
Fluoreszenzintensitaten nach Anregung mit Lex = 380 nm bestatigen sich. Dies
resultiert aus dem durch Wasser verursachten dynamischen Ldschen
("Quenchen") der Fluoreszenz von OTA in Ethanol. Unter dynamischem
Loschen versteht man die Wechselwirkung zwischen einem fluoreszierenden
Molekldl und einem Ldscher ("Quencher"), der die Quanteneffizienz des
Fluorophors herabsetzt [183]. Ausgehend von einer linearen Korrelation von

1

70:1+KSV[Q] (29)

ist die Berechnung der Quenchkonstante Ksy (Anstieg) aus dem Verhaltnis der
Fluoreszenzintensitat ohne Quencher I und mit Quencher I in Abhangigkeit
der Quencher-Konzentration [Q] méglich.
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Abbildung 31 zeigt die Auftragung der modifizierten Stern-Volmer-Gerade flr
den Quench-Effekt von Wasser (Quencher) auf die Fluoreszenz von OTA in

1
Ethanol. Nach der linearen Auftragung von 7 OI gegen L erhdlt man
.-

Ksy = (0.19 + 0.01)I/mol. In der Literatur [180] wird dieser Wert bestatigt.

y = 5.83x + 1.02
14 R*>=0.99

0 — T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

1/[Q]1 / L/mol

Abbildung 31: Modifizierte Stern-Volmer-Gerade fir den Ldscheffekt von
Wasser auf die OTA-Fluoreszenz

Die Loscheffizienz bezieht sich auf die Mdglichkeit der Ausbildung einer
Wasserstoffbricke durch das Quenchermolekill. Das Hinzufligen von Wasser
zu Ethanol kann u.a. die Eigenschaften des Ldsungsmittels wie pH-Wert,
Polaritat, Solvent-Solvent-Wechselwirkungen &ndern. Die Aktivitat der
Protonen ist in Ethanol geringer als in Wasser, ausgehend von der Fahigkeit
des Ochratoxin A als Wasserstoff-Donor zu fungieren und der Natur des
Ethanols als Wasserstoff-Akzeptor. Die Zunahme der Wasserkonzentration in
einer ethanolischen OTA-Lésung flhrt zu einer Abnahme des Anteils der
dianionischen OTA-Form und letztendlich zu einer Abnahme der
Fluoreszenzemission nach einer Anregung mit Lex = 380 nm.

Schlussfolgernd ist der Einsatz von Cyclodextrinen beim Nachweis von
Aflatoxin B; in wassriger Lésung geeignet und kann bei Ochratoxin A unter
bestimmten Umstdnden nicht in Betracht gezogen werden.
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4.3 Zweiphotonenspektroskopie

Der Nachweis der Mykotoxine mit Multiphotonenanregung erfolgte bisher nach
einer Kapillarelektrochromatographie und durch das Hinzufigen von
Cyclodextrinen [184]. Im folgenden Teil soll der Nachweis der Mykotoxine
AFB1 und OTA in verschiedenen Lésungsmitteln mittels Detektion der
Fluoreszenzemission nach einer Zweiphotonenanregung erfolgen. Die
Bestimmung des wellenlangenabhéngigen Zweiphotonen-
Absorptionsquerschnittes (2PAQ) ist dabei zentrales Thema. Ziel dieser
Methode ist die schnelle Identifikation der o.g. Mykotoxine in alkoholischen
Getranken (Wein und Bier), ohne aufwandige Probenpraparation.

4.3.1 Bestimmung des Zweiphotonen-Absorptionsquerschnittes  von
Ochratoxin A und Aflatoxin B,

Diese Untersuchungsmethode wurde fur Aflatoxin B; in Ethanol und einer
Ethanol/Wasser (pH = 4) sowie Ochratoxin A in DMF und Ethanol/Wasser
(pH = 8) angewandt.

Fir die Bestimmung der Zweiphotonen-Absorptionsquerschnitte von
Aflatoxin B; und Ochratoxin A erfolgten leistungsabhdngige Messungen der
Fluoreszenzemissionen im Wellenlangenbereich von 350 nm < iem < 650 nm
nach einer Anregung zwischen 700 nm < Xex < 860 nm (Titan-Saphir-Laser).
Zusatzlich wurde Fluorescein als positiver und Wasser als negativer Standard
vermessen. Zum Nachweis der Zweiphotonenanregung wurden die ermittelten
Fldchenintegrale gegen die mittleren Leistungen doppellogarithmisch
aufgetragen. Aufgrund der groBen Datenmenge sind die Ergebnisse der
linearen Auftragung nach Anregung mit A, = 760 nm nur beispielhaft in
Abbildung 32 dargestelit.

Fur Ochratoxin A in Ldsung erweist sich ein auf Zweiphotonenanregung
basierender Nachweis schwieriger als im Vergleich zu Aflatoxin B;, da OTA bei
pH = 4 sowohl als protonierte Form (OTA) und als Monoanion (OTA",
Absorptionsmaximum A = 333 nm) vorliegt und apparativ bedingt nur eine
minimale Anregungswellenlange von 700 nm (entsprechend einer
Einphotonabsorption bei A = 350 nm) madglich ist. Somit konnten nur sehr
ungunstige Anregungsbedingungen realisiert werden und dieses gestaltet den
Nachweis in sauren Loésungen (z.B. Lebensmitteln, wie Wein und Bier)
schwieriger im Vergleich zum AFB1.

72



4. Ergebnisse und Diskussion

Zweiphotonenspektroskopie

B Fluorescein
10°4 @ OTAin DMF
AFB, in Ethanol

| 2.014/-0.03

10°4 1.98+-0.02

Flachenintegral der
Fluoreszenzintensitat

2.05 +/- 0.12

LA DL AL L L L L L BB L AL BRI LN UL b
100 150 200 250 300 350

mittlere Leistung P / mW

Abbildung 32: Doppellogarithmische Auftragung der Flachenintegrale der
Emissionspektren und der Laserleistung von Fluorescein, Aflatoxin Bl in
Ethanol und OTA in DMF nach einer Anregung von A = 760 nm

Um einen Zweiphotonenprozess nachzuweisen, der stets durch einen Anstieg
der logarithmischen Auftragung von zwei gekennzeichnet ist, wurden die in
Tabelle 13 aufgefihrten Werte und Fehler der Anstiege ermittelt. Flr alle
anderen Anregungswellenlangen im Bereich zwischen 700 nm < A, < 860 nm
konnte der Zweiphotonenprozess ebenfalls belegt werden.

Tabelle 13: Ermittelte Anstiege und Fehler der Regression

ermittelter Anstieg
+ Fehler der Regression
Fluorescein 2.01 £ 0.03
AFB1 in Wasser / Ethanol (pH = 4) 2.03 +0.08
AFB1 in Ethanol 1.98 £ 0.02
OTA in Wasser / Ethanol (pH = 8) 2.08 + 0.09
OTA in DMF 2.05+0.12

Nachdem der Zweiphotonenprozess fur jede Losung festgestellt wurde, ist die
Berechnung des Absorptionsquerschnittes o0, im Bereich zwischen
700 nm < Aex < 860 nm flr die Mykotoxine mdglich (Gleichung 22), wenn u.a.
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die Quantenausbeute der Mykotoxine im jeweiligen Ldsungsmittel und als
Referenz die in der Literatur [103] aufgefuhrten (wellenlangenabhangigen)
Absorptionsquerschnitte 0, des Fluorescein bekannt sind.

Unter Verwendung der berechneten Absorptionsquerschnitte (Anhang A6) sind
die gesamten Zweiphotonenanregungsspektren flr Aflatoxin B; und
Ochratoxin A im Wellenlangenbereich 700 nm < A.x < 860 nm in Abhangigkeit
vom Loésungsmittel und pH-Wert bestimmt worden (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Vergleich der Absorptions- (Linie) und Zweiphotonenanregungs-
(Punkte) Spektren von :

a) Aflatoxin B; in wassriger Ethanol-Lésung (pH = 4)
b) Aflatoxin B; in Ethanol

c) Ochratoxin A in wassriger Ethanol-Lésung (pH = 8)
d) Ochratoxin A in DMF

Fir die Darstellung des Einphotonen-Absorptionsspektrums sind die
entsprechenden Absorptionswellenlangen als 24 zum besseren Vergleich
dargestellt.
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In den Spektren sind gute Ubereinstimmungen in der spektralen Form des
Einphotonen- sowie Zweiphotonen-Absorptionsspektrum zu erkennen. Ebenso
spiegeln sich in den Absorptionskoeffizienten die Extinktionskoeffizienten sowie
die unterschiedliche Quantenausbeute wieder (siehe Gleichung 11). Beim AFB1
in Ethanol ist das Absorptionsmaximum (Aaps,max = 360 nm) mit einem
Extinktionskoeffizienten ¢ = 26.000 mol/L-cm verbunden. Der dazugehdrige
2PAQ (hex = 720 nm) betragt 0, = 35 GM und ist damit gréBer als der Wert fur
AFB1 (o, = 22 GM) in wassriger Lbésung, bei dem auch der
Extinktionskoeffizient kleiner ist. Ein &hnliches Ergebnis lasst sich bei
Ochratoxin A im Maximum A = 380 / 760 nm belegen.

Die unterschiedlichen 2PAQ fir OTA und AFB1 sind mit den Quanteneffizienzen
zu erklaren. Da diese Werte fir OTA in DMF (4=0.49) und in wassriger
Ethanol-Lésung (¢=0.35) grdéBer sind als fur AFB1 in Ethanol (¢=0.042) und in
wassriger Ethanol-Lésung (¢=0.038), wird bei der Berechnung nach Gleichung
22 der resultierende 2PAQ kleiner.

4.3.2 Nachweis von Aflatoxin B; in alkoholischen Lebensmitteln - Bier und
Wein - mittels Zweiphotonenanregung

Berichte Uber das Vorkommen von Mykotoxinen in Bier zeigen, dass es sich
aufgrund des hohen Konsums des alkohol- und sdurehaltigen Getranks,
welches durch Garung aus den Grundzutaten Wasser, Hopfen und Malz (aus
Gerste) gewonnen wird, um ein weltweites Problem handelt. Fir ein
kontrolliertes Auslésen des Garvorganges wird meistens Hefe zugesetzt. In
Studien mit verschiedenen Mykotoxinen durch Zugabe wahrend des Brauens,
konnte belegt werden, dass das AFB1 vom kontaminierten Korn ins Bier
Ubergeht. Momentan hat die Europaische Union noch keine Héchstgrenzen flr
Mykotoxine in Bier festgelegt, lediglich fir das Vorkommen in Gerste und Malz.

Das Vorkommen von Mykotoxinen (OTA) im Wein ist laut Verordnung Uber
Hochstmengen in Lebensmitteln auf maximal 2 ppb (= 2 ug/kg) beschrankt.
Die Quelle von AFB1 und OTA in Wein sind am Rebstock mit Schimmelpilzen
(Aspergillus carbonarius) befallene Trauben, die wahrend der Weinproduktion
in den Wein Ubertragen werden. Daher ist das Interesse an schnellen und
nicht-invasiven Untersuchungsmethoden zur Bestimmung von diesen
Mykotoxinen von groBem (wissen- und wirtschaftlichen) Interesse.

Speziell die Zweiphotonenspektroskopie scheint eine viel versprechende
Technik zum Nachweis von Mykotoxinen in komplexen flissigen Proben zu
sein. Die Photonen sind im Vergleich zur ,regularen" Einphotonenanregung
von doppelter Wellenléange (,zwei rote Photonen" statt ,eines blauen
Photons"). Dadurch gelingt es, experimentell Stérungen durch die
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Matrixlumineszenz zu minimieren bzw. in optisch dichten Proben eine hdhere
Eindringtiefe zu erreichen. Dies ist besonders flr flissige Proben - wie Wein
und Bier - von groBer Bedeutung, denn die Limitierung durch die intrinsischen
optischen Eigenschaften der Matrix schréanken eine breite Anwendung von
einzig auf reguldren Fluoreszenzmessungen basierende in-situ-Detektion von
Mykotoxinen merklich ein.

Der Nachweis von Ochratoxin A kann auBen vor bleiben, da sich der auf
Zweiphotonenanregung basierende Nachweis als schwieriger im Vergleich zu
Aflatoxin B; erweist, da OTA bei pH = 4 als Monoanion (Absorptionsmaximum:
A = 330 nm) vorliegt und apparativ bedingt nur eine minimale
Anregungswellenlange  von A = 700 nm (entsprechend eine
Einphotonenabsorption bei A = 350 nm) madglich ist. Es beschrankt sich daher
hier die Auswertung auf AFB1.

Ausgehend von den in den Kapiteln 4.1 und 4.2 dargestellten Ergebnissen wird
flir die Bestimmung von AFB1 in alkoholischen Getranken eine Modell-Lésung
(12% ethanolische Lésung, pH = 4) hergestellt, welche als Phantom flr die
hochwertig veredelten Getreide- und Traubenprodukte, Bier bzw. Wein
eingesetzt wird.

Bevor der Nachweis mit der Zweiphotonenanregung erfolgen kann, muissen die
photophysikalischen Eigenschaften der Modell-Lésung und des in WeiBwein
gelésten AFB1 geprift werden. Aflatoxin B;, geldst in der Modell-L6sung, zeigt
das gleiche Absorptionsverhalten und Fluoreszenzemissionsmaxima um
Lem,max = 440 nm nach erfolgter Anregung mit Aex = 360 nm wie in wassriger
Lésung (Abbildung 34) und im Wein (Abbildung 35).
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1.4
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Abbildung 34: Fluoreszenzanregungs- (Linie) und Emissionsspektren (Punkt-
Strich) von Aflatoxin B; in Wasser (blau) und Modell-Lésung (pink)
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Abbildung 35: Absorption (Linie) und Emissionsspektren (Punkt) von
Aflatoxin B; in Modell-Lésung (pink) und Wein (lila)

Ausgehend von den vorstehend aufgezeigten wund in Tabelle 14
zusammengefassten Ergebnissen nach der Einphotonenanregung kann ein
Einfluss des Ldsungsmittels auf das Absorptions- und Fluoreszenzverhalten
von AFB1 beobachtet werden [185].
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Tabelle

14: Absorptionsmaxima
Fluoreszenzemissionmaxima (rem,max) Und Quanteneffizienz ¢ des Aflatoxin B,
in verschiedenen Lésungsmitteln

(xabs,max),

Extinktionskoeffizient

(e),

Aabs,max / nm Aem,max / | Fluoreszenzquanten-
(€ / L-mol™-cm™) nm effizenz ¢ / %
(Aex = 360 Nnm)
w 224 267
asser 6 365 440 13
(16800) | (11400) | (18200)
Ethanol 224 265 360 430 4.5
(28700) | (14500) | (26500)
Modell-
Lésun 224 265 365 440 3.8
9 (18800) '
pH =4
Aufgrund der starken Hintergrundfluoreszenz von Bier und Wein im

Wellenlangenbereich 200 nm < A < 300 nm kann AFB1 nur im Bereich des
Absorptionsmaximums um A = 360 nm oder A = 365 nm (wie in der Modell-
Lésung) angeregt werden. Im nachsten Schritt, der Bestimmung des
Zweiphotonen-Absorptionsquerschnitts, wird vermutet, dass die
Fluoreszenzquanteneffizienz von Aflatoxin B; in Wein und Bier niedriger ist, als
in der Modell-Lésung. Der gemessene Wert (Aex = 360 nm) von ¢ = 2.3 %
bestatigt dies. Wie bereits im theoretischen Teil erklart ist, wird fir die
Berechnung des Zweiphoton-Absorptionsquerschnittes die gleiche
Quanteneffizienz angenommen wie fir einen Einphotonenprozess [110].

Die kleinere Quantenausbeute des AFB1 in Wein und Bier resultiert aus der
héheren Absorption bedingt durch die Matrix bzw. die Inhaltsstoffe der
Getréanke verursachenden Léschung der Fluoreszenz. In Abbildung 36 ist ein
Fluoreszenzemissionspektrum von Bier sowie WeiB- und Roséwein nach einer
Fluoreszenzanregung mit Aex = 720 nm dargestellt. Es wird vorausgesetzt,
dass das Rotwein-Spektrum dem Spektrum von Roséwein, entspricht, da
Rotwein aufgrund seiner optischen Dichte im Verhaltnis 1:10 mit der Modell-
Lésung verdinnt wurde.

Das Maximum des Bierspektrums ist gegeniber den Weinspektren auf
A = 450 nm bathochrom verschoben. Die Intensitat aller Fluoreszenzspektren
ist im Bereich von 400 nm bis 500 nm am gréBten und geht auf die
Inhaltsstoffe und Riboflavin zurlick. Die Fluoreszenzcharakteristik stammt von
aromatischen Aminosauren, NADH, Riboflavin, Vitamin Bg, Polyphenolen und
Iso-a-Sauren, die fir die Bitterkeit im Bier verantwortlich sind.

78



4. Ergebnisse und Diskussion

Zweiphotonenspektroskopie

350

WeiBwein
Roséwein
Bier

300+

250+
200~
150

100

Fluoreszenzintensitit / counts

50

O T T T T T T T T T T N 1
350 400 450 500 550 600 650

Wellenldange / nm

Abbildung 36: Fluoreszenzemissionspektrum nach Zweiphotonenanregung
(kex = 720 nm) von Bier (gelb), WeiBwein (blau) und Roséwein (pink)

Die Bestimmung des Zweiphotonen-Absorptionsquerschnitt von Aflatoxin B; in
der Modell-L6sung und den alkoholischen Getranken nach Anregung
(hex = 720 nm) und einer Detektion im Wellenldngenbereich
350 nm < Aem < 650 Nnm wird - wie bereits oben beschrieben - durchgeflhrt.
Die Spektren werden jeweils dreimal aufgenommen und gegen das
Loésungsmittelspektrum, d.h. gegen Bier oder Wein, korrigiert.

Ebenso wurden leistungsabhdngige Messungen von AFB1 in der Modell-Lésung
und in den alkoholischen Getranken durchgeflhrt, um die
Zweiphotonenabsorption (Abbildung 37) durch Auftragung der
Flachenintegrale der Spektren gegen die mittlere Leistung nachzuweisen. Die
Anstiege der Geraden sind bei allen Messungen nahezu 2.
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Flachenintegral der Fluoreszenzintensitat

Abbildung 37: Doppellogarithmische Auftragung der Flachenintegrale der
Emissionsspektren gegen die Laserleistung von Fluorescein und Aflatoxin B; in
verschiedenen alkoholischen Getranken sowie der Modell-L6sung, Anregung:
hex = 720 nm

Die Berechnung der 2PAQ nach Gleichung 22 ergeben in den unterschiedlichen
Medien nahezu gleiche Werte (Tabelle 15). In der Modell-Lésung ist der 2PAQ
(22 GM) genauso so groB wie der von AFB1 in wassriger Ethanol-Lésung
(pH = 4) aus Kapitel 4.3.1 und bestatigt diese Messungen sehr gut. Die etwas
hoéheren, innerhalb der Fehlergrenze liegenden Werte in den alkoholischen
Getranken rihren von schwankenden Laserintensitditen und an dem
beschriebenen Fluoreszenzquenchen durch die Inhaltsstoffe bzw. der
fehlerbehafteten Fluoreszenzeffizienz.

Tabelle 15: Zweiphotonen-Absorptionsquerschnitt o, von Aflatoxin B; in
verschiedenen Lésungen, Aex = 720 Nnm

Zweiphotonen-Absorptionsquerschnitt
o, von Aflatoxin B, / GM

Modell-Lésung 22 £ 3
Bier 24 £ 5
WeiBwein 23 £ 3
Roséwein 23 £5
Rotwein (1:10-Verdlinnung) 25+ 8
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4.3.3 Vergleich von Einphotonen- und Zweiphotonenanregung

In der Literatur wird oftmals beschrieben, dass die durch Ein- und
Zweiphotonenanregung gewonnenen Emissionsspektren die gleichen sind.
Allerdings gibt es auch Falle, in denen sich diese unterscheiden [186, 187]. In
Abbildung 38 sind die Spektren von Aflatoxin B; in WeiBwein, nach Ein- und
Zweiphotonenanregung dargestellt.
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Abbildung 38: Fluoreszenzemissionsspektren von Aflatoxin B; in WeiBwein
nach Einphotonen- (blau) und Zweiphotonenanregung (rot)

Der Vergleich der beiden Spektren zeigt, dass die durch Ein- und
Zweiphotonenanregung erhaltenen Emissionsspektren dhnlich sind. So sind
gleiche Formen der Emissionsbanden und Emissionsmaxima bei Aem = 440 nm
zu finden. Es ist allerdings zu beachten, dass die Spektren nicht quantitativ
verglichen werden konnen, da beide Methoden auf unterschiedlichen
experimentellen Aufbauten beruhen.

4.3.4 Bestimmung der Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenzen (LOD - Limit of Detection) flir die Ein- und
Zweiphotonen-induzierte Fluoreszenz nach einer Anregung bei Aex = 360 nm
bzw. 720 nm werden gleichzeitig bestimmt. Die Konzentration des AFB1 in der
Modell-Lé6sung und den alkoholischen Getranken wurde dabei in kleinen
Schritten durch Zugabe des geldsten Mykotoxins erhdht. Die erhaltenen
Spektren werden jeweils um das zugehdrige Ldsungsmittel korrigiert. Die
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gemessenen Intensitdaten der Emissionen werden im Wellenldangenbereich
435nm < A < 445 nm aufsummiert und gegen die Konzentration des
Mykotoxins aufgetragen. Aus dem Anstieg und der Standardabweichung der
Gerade lassen sich die Nachweisgrenzen bestimmen.

Die Nachweisgrenze bestimmt die niedrigste Konzentration des Analyten, die
mit der Methode noch zuverlassig nachgewiesen werden kann. Das Kriterium
des zuverlassigen Nachweises wird auf die Prazision des Messverfahrens bei
einer Nullmessung (gegen Ldsungsmittel) oder Leermessung bezogen. Damit
ist der statistische Fehler oder die Schwankung des MeBsignals gemeint, wenn
noch kein Analyt in der Probe vorhanden ist (Hintergrundsignal oder
Blindwert).

Die Nachweisgrenze wird bestimmt tber die Gleichung

LOD = y,+3s, (30)

wobei yg der Mittelwert des Blindwertes, also die Fluoreszenzintensitat der mit
Lésungsmittel geflllten Klvette und sg die Standardabweichung der Intensitat
sind. Da die mit Lésungsmittel geflillte Klvette hier als Blindprobe fungiert und
zehnmal AFB1 hinzugefugt wurde, lasst sich die Nachweisgrenze aus der
linearen Auftragung der Summe der Intensitdten gegen die Konzentration
gemalB Gleichung

LOD = —£ (31)

bestimmen, in der m der Anstieg der erhaltenen Geraden ist. Beispielhaft ist
die Ermittlung der Nachweisgrenze flir AFB1 in WeiBwein nach Einphotonen-
und Zweiphotonenanregung in Abbildung 39 gezeigt.
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Abbildung 39: Lineare Auftragung der Summe der Fluoreszenzintensitaten
gegen die Konzentration von AFB1 in WeiBwein nach Ein- (schwarz) und
Zweiphotonenanregung (rot)

Tabelle 16: Nachweisgrenze von Aflatoxin B; in der Modell-L6sung und den
alkoholischen Getranken - Vergleich von Einphotonen- (kex = 360 nm) und
Zweiphotonenspektroskopie (hex = 720 nm)

Modell- WeiBwein Roséwein Bier
Losung
LOD (1PA) < 1 ppb 31 ppb 43 ppb 62 ppb
LOD (2PA) < 1 ppb 6 ppb 20 ppb 46 ppb

Fir die Ein- und Zweiphotonen-induzierte Fluoreszenz wurden die
Nachweisgrenzen fir AFB1 bestimmt (Tabelle 16). Obwohl die alkoholischen
Getrénke eine starke Eigenlumineszenz sowohl bei der "regularen" als auch bei
der Zweiphotonen-induzierten Fluoreszenz aufweisen, kénnen niedrige LODs
ermittelt werden. Die LOD von Aflatoxin B; in der Modell-Ldésung ist kleiner als
1 ppb (=pg/kg). Dieses Ergebnis wurde wegen des Fehlens der
Hintergrundfluoreszenz des Ldsungsmittels auch nicht anders erwartet. In
Wein und Bier ist eine héhere Nachweisgrenze erwartet worden, was sich mit
31 ppb und 43 ppb in Wein und 62 ppb in Bier bestatigte. Die LODs bei der
Zweiphotonenspektroskopie sind mit 6 ppb und 20 ppb in Wein und 46 ppb in
Bier niedriger. Das kommt von der Minimierung der Hintergrundfluoreszenz
der Matrix.
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Zudem ist bekannt, dass die Emissionsintensitaten fir einen
fluoreszenzbasierten Nachweis verschiedener Mykotoxine vergréBert und
damit die LOD verkleinert werden kénnen, indem zu einer wassrigen L6sung
des Mykotoxins Cyclodextrine gegeben werden (Vgl. Kapitel 4.2.1). Es bilden
sich Einschlussverbindungen, wodurch eine Erhéhung der Fluoreszenz der
Probe zu beobachten ist, z.T. um das 10fache (nach Einphotonenanregung)
und um das 4fache (nach Zweiphotonenanregung) bei AFB1 (pH = 4). Es
besteht ferner die Méglichkeit, dass ,Fluoreszenzloscher", z.B.
Weininhaltsstoffe, so ,unschadlich® gemacht werden [185] und durch eine
Addition von Cyclodextrinen eine direkte Analyse des Mykotoxins ohne
Separationsschritt madglich ist [188]. Das wurde far die
Zweiphotonenspektroskopie geprift, jedoch ergab die Addition des CDs zu
Wein eine ebenso groBe Steigerung der Fluoreszenzintensitat von 1.3 wie die
Addition von CDs zu AFB1 in Wein (Abbildung 40) und kann somit nicht zu den
gewlinschten Ergebnissen fiihren.
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Abbildung 40: Fluoreszenzemissionsspektren nach Zweiphotonenanregung
(hex = 720 nm) von:

a) WeiBwein (blau) und nach Zugabe von pB-Cyclodextrin (grun,
c = 2.5.10” mol/L)

b) Aflatoxin B; (c = 2.5:107 mol/L) in WeiBwein (blau) unter Zusatz von
B-Cyclodextrin (rot, ¢ = 2.5.10° mol/L)
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4.4 Matrix ,Getreide"

Das Potential der Fluoreszenzspektroskopie zur Untersuchung von Getreide ist
durch die technische Entwicklung der Spektrometer und der Anwendung von
chemometrischen Hilfsmitteln gestiegen. Die optische Spektroskopie ist in
einer Matrix wie Getreide extrem schwierig, da es bei den Kdérnern eine groBe
nattrliche Variationsbreite hinsichtlich GroBe, Form,
Oberflachenbeschaffenheit und Farbung gibt. Ferner kénnen noch in
Abhangigkeit von den Witterungs- bzw. Lagerungsbedingungen zentrale
GroBen wie der Feuchtigkeitsgehalt stark variieren. Es ist daher sehr wichtig,
die experimentellen Messbedingungen an die anspruchsvolle Matrix , Getreide®
anzupassen. Dies kann in ersten Schritten durch Referenzproben geschehen.
Als Referenzprobenmaterial koénnen z.B. lagerfahige Roggen- und
Weizenkdérner oder befeuchtete Kérnerproben mit definiertem Feuchtegehalt
(11 bis 28 Prozent) herangezogen werden, die mittels Fluoreszenz- und/oder
Reflexionsspektroskopie untersucht werden.

4.4.1 Intrinsische Fluoreszenz des Getreides

Zandomeneghi et al. [189] hatten bereits in den 1990er Jahren die "Front-
Face-Fluorescence"-Spektroskopie zur Unterscheidung von Getreidearten
etabliert. In Studien der Arbeitsgruppen von Zandomeneghi [190, 191], Karoui
[192] und Bonomi et al. [193] wurden die charakteristischen Wellenldangen zur
Bestimmung der Getreideinhaltsstoffe und zur Unterscheidung der
Getreidearten bestimmt.

Es sind mindestens drei Emissionsbanden im Spektralbereich
250 nm < A < 600 nm nachweisbar, sowie vier Absorptionsbanden mit den
Maxima Aapsmax = 280 nm (Bande I), 330 nm (Bande II), 400 nm (Bande III)
und 450 nm (Bande IV). Die intensivsten Banden um A = 280 nm und 330 nm
sowie die um A = 450 nm finden sich bei der Fluoreszenzanregung
(Abbildung 41, blau) wieder. Die Intensitat der Bande lasst Rlckschlisse auf
die Konzentration des Chromophors, welches den Anteil am zugehérigen
Inhaltsstoff des Getreidekorns erfasst, zu. Damit lasst sich ein typisches
~Fingerprint®-Spektrum jeder Getreideart erstellen.
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Abbildung 41: Fluoreszenzanregungsspektrum (blau) und Emissionsspektren
(rot: Aex = 275 nm, grun: Aex = 350 Nnm) von Weizenmehl

Die Herkunft der Bande I (hex = 275 NM, Aemmax = 335 nm) stammt von
aromatischen Fluorophoren der Proteine, z.B. Tryptophan und Tyrosin. Bande
IT (Aex = 350 NM, Xem,max = 420 nm) stammt von niedermolekularen Molekulen
wie Tocopherole, Aminosdauren der Proteine, etc., die im Mehlkdrper
vorkommen. Bande III (Aex = 400 nm) kann keiner spezifischen Emission und
die Bande IV (Aex = 450 nmM, Aemmax > 450 nm) dem Gehalt an Xantophyll -
einem Carotenoid - im Mehlkérper zugeordnet werden. Das Maximum um
Aemmax = 520 nm (nach Anregung mit A = 450 nm) kann Riboflavin
(Vitamin B,) zugeordnet werden. Da der Carotenoidgehalt in Mehlen 2-5 fach
hoher als der Gehalt an Riboflavin ist, konkurrieren beide Intensitdten der
Anregungsmaxima [191].
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Abbildung 42: Aufbau eines Getreidekorns [194]
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Es kann eine phanomenologische Zuordnung der spektralen Daten zu den
verschiedenen Kornbestandteilen durch eine Zerlegung von Getreidekdrnern in
ihre Hauptbestandteile (Abbildung 42) - Frucht- und Samenschale, Mehlkérper
und Keimling - gemacht werden.
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Abbildung 43: Emissionsspektren der Getreidebestandteile (hex = 270 nm)

(blau: Frucht- und Samenschale, gelb: Keimling, grin: Mehlkérper)

In Abbildung 43 sind die Fluoreszenzspektren der drei Hauptbestandteile eines
Getreidekorns nach Anregung bei i = 270 nm dargestellt. Die
Emissionsbanden bei Xemmax = 335 nm werden Tryptophan und bei
Lem,max = 430 nm Riboflavin zugeordnet.

Bei Anregungswellenldangen i.x < 320 nm Uberlappen die schwache
Emissionsbande von Tryptophan (Aemmax = 320 nm) und die intensivere von
Riboflavin = (Aem,max = 425 Nnm) stark mit der Fluoreszenz verschiedener
Mykotoxine (siehe Abbildung 16). Anhand der dargelegten photophysikalischen
Eigenschaften der Mykotoxine und des Getreides wird erkennbar, dass die
Unterscheidung von Mykotoxin- und intrinsischer Matrixfluoreszenz
problematisch wird. In Einzelfdllen, bedingt durch die spezifischen
Eigenschaften des jeweiligen Mykotoxins z.B. bei OTA Uberschneiden sich die
Emissionsbanden im gesamten Spektralbereich. Im Falle von
fluoreszenzbasierten Techniken ist die Wahl der Anregungswellenldange ein
zentraler Selektionsparameter und mulssen daher allerdings so gewahlt
werden, dass eine qualitative und quantitative fluoreszenzbasierte online
Fluoreszenzanalytik mdglich ist.
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4.4.2 Abhangigkeit der Fluoreszenz vom Feuchtegehalt des Getreides

Voraussetzung fur die Biosynthese von Mykotoxinen auf Getreide ist das
Wachstum von Schimmelpilzen. Wachstum und Toxinproduktion funktionieren
nur dann, wenn gleichzeitig ausreichend Wasser zur Verfligung steht. Der
Wasserbedarf der einzelnen Schimmelpilzarten ist jedoch verschieden. In der
Praxis spricht man von der Wasseraktivitat a, und meint damit den fir die
Schimmelpilze verfigbaren Wasseranteil im Getreide. Es handelt sich dabei
um die Wassermenge, die bei langerem Aufenthalt des Produktes mit der
umgebenden relativen Luftfeuchte im Gleichgewicht steht.
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Abbildung 44: Fluoreszenzemissionsspektren befeuchteter Weizenkdrner,
hex = 275 nm

In Abbildung 44 werden die auf die spezifische Tryptophan-Fluoreszenz [192]
normierten Emissionsspektren (Aex = 275 nm) von "trockenen" Weizenkdrnern
(Feuchtegehalt 11%) und ,feuchten™ Weizenkdrnern (Feuchtegehalt bis 28%)
verglichen. In den Spektren sind zwei dominante Banden (Aemmax = 320 nm
und 430 nm) zu sehen. Die Emissionsbande Aemmax = 320 nm zeigt bei
steigendem Wassergehalt eine Erhéhung der Fluoreszenzintensitat. Die
Erhéhung der Intensitat ist zurlckzufihren auf eine kleinere Streuung,
Absorption und Rickstreuung des Lichtes bei nassen Proben [195].

Die Tryptophan-Fluoreszenz (Aem,max = 320 nm) ist hochselektiv gegeniiber der
Umgebungspolaritat, d.h. beim Anstieg der Hydrophobie kann sich das
Maximum der Emission teils bathochrom um 10 nm, das der Anregung bis zu
15 nm verschieben.
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Wie bereits beschrieben wird der a,-Wert des Substrates wahrend des
Wachstums der Pilze zunachst vermindert (Verbrauch von Wasser wahrend der
Sporenkeimung und des Anfangswachstums) und anschlieBend erhoht
(Einsetzen des sekundaren Stoffwechsels). In einem 14tagigen Dauerversuch
wurde diese Erkenntnis mittels Bestimmung der spektroskopischen
Eigenschaften der Kdrner bei der Bildung der Schimmelpilze und mdglicher
Toxine untersucht. Dazu wurden Weizenkérner (25% Feuchtegehalt) kinstlich
mit Aspergillus niger und Penicillium verrucosum inokuliert und an den Tagen
4, 6 und 10 nach der Inokulation mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht.
Eine sterile Probe ohne Pilzbefall diente als Referenz. Parallel fand die
Bestimmung der Keimzahlen und der mdglichen Toxinbildung mittels Dipsticks
statt. Die Keimzahl gibt die Anzahl der vermehrungsfahigen Keime eines Teils
der Mikroorganismen an, die in einer bestimmten Substratmenge enthalten
sind. Sie sagt jedoch nichts Uber die Arten, NuUtzlichkeit oder Schadlichkeit
dieser Organismen aus.

Zur Ubersicht wurden von den Getreideproben Fluoreszenzemissionsspektren
mit Anregungswellenléangen im Bereich 270 nm < Xl < 360 nm und
Emissionswellenldangen jeweils 10 nm oberhalb der Anregungswellenldnge
aufgenommen. Zur besseren Darstellung werden diese Daten als totales
Fluoreszenzspektrum oder EEM-Spektrum (Excitation-Emission-Matrix) in
Abbildung 45 wiedergegeben.
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Abbildung 45: Anregungs-Emissions-Matrix der Fluoreszenz von unbelasteten
sowie mit verschiedenen Schimmelpilzen belasteten Weizenkérnern

Es wird die Fluoreszenzintensitat als Funktion von Anregungs- und
Emissionswellenldange in einer dreidimensionalen Matrix dargestellt. Den
Zusammenhang von Farbe zu einem Intensitidtswert verdeutlicht die Anderung
des Farbverlaufes, wobei Blau den niedrigsten Wert und Rot den hdéchsten
Wert der Intensitat widerspiegelt. Das Spektrum links zeigt die Fluoreszenz
der unbelasteten Probe (Weizenkdrner - Sterilkontrolle), die Ubrigen Grafiken
die Fluoreszenz von Schimmelpilzbelasteten Weizenproben in Abhangigkeit der
Messtage nach der Inokulation.

Die Intensitat der Fluoreszenzemission, die charakteristisch flr die
Hydrophobie des Tryptophans ist und damit die Abnahme des Feuchtegehaltes
darstellt, nimmt durch das eingesetzte Pilzwachstum ab (Anstieg der
Keimzahlen auf 10° bis 10°). Beim Befall der Kérner mit Aspergillus niger
verschwindet der rote Bereich zunehmend und am Tag 10 ist die geringste
Intensitat zu erkennen.

Die Spektren sind ebenfalls zum groBen Teil von der Fluoreszenz der
naturlichen Weizenbestandteile dominiert und unterscheiden sich in dieser
Darstellung wenig, d.h. die Wellenlangen der Emissionsmaxima der belasteten
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Weizenkdrner sind nicht verschoben zur Fluoreszenz der unbelasteten Kdérner.
Das belegt u.a., dass die Schimmelpilze keine Autofluoreszenz zeigen. Bei
Anwesenheit von fluoreszenzféahigen Mykotoxinen wirde man im roten Bereich
eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat erwarten. Am Beispiel des Penicillium
verrucosum, dessen Fluoreszenzintensitdt am zehnten Tag gegeniber dem
sechsten Tag wieder ansteigt, wird hier deutlich, dass die Bildung von
Ochratoxin A eingesetzt hat, welches man mittels OTA-ELISA-Test nachweisen
konnte (37 ng/kg) .

Die hingegen mehr oder weniger beobachtbare Abnahme der
Fluoreszenzintensitat bei Anwesenheit von Schimmelpilzen kann auch noch
weitere Ursachen haben:

o Durch die von Schimmelpilzen verursachten Verfarbungen (,Pilzteppich™)
andern sich die optischen Eigenschaften der Probe, wodurch das
intrinsische Fluoreszenzspektrum der natirlichen Pflanzeninhaltsstoffe
verzerrt wird.

. Durch die Schimmelpilze werden die natlrlichen Pflanzeninhaltsstoffe
soweit chemisch verandert, dass sich die Fluoreszenzeigenschaften
andern oder schlicht abgebaut werden.

. Die verschiedenen Fluoreszenzintensitaten der drei dargestellten Proben
haben natlrliche Ursachen, d.h. die Konzentrationen bzw. die
Konzentrationsverhaltnisse der Inhaltsstoffe sind variabel.

Je nachdem, welche Ursache flr die geringere Fluoreszenzintensitat im
markierten Spektralbereich der Pilz befallenen Weizenproben verantwortlich
ist, besteht die Aussicht, diese Abnahme der Fluoreszenzintensitat als Indiz fur
Schimmelpilzbefall auszuwerten. Der eigentliche Nachweis des Pilzbefalls
erfolgt mittels Reflexionsspektroskopie.

4.4.3 Reflexionseigenschaften der Getreidekdrner

Nah-Infrarot (NIR)-Spektroskopie schlieBt an das sichtbare Spektrum bei
780 nm an und endet bei 2500 nm. Diese Technik wurde erstmals in der
Landwirtschaft eingesetzt, um den Feuchtegehalt von Kérnern zu
bestimmen [166]. Durch die Uberlagerung von Schwingungen ist die
Peakdichte und damit der Informationsgehalt dieses Spektralbereiches héher
als in anderen Wellenlangenbereichen. Diese Vielfalt kompliziert aber auch die
qualitative Auswertung der Spektren, da jede Molekllstrukturinformation im
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Oberschwingungsbereich nur als Bandenverschiebung oder Formveranderung
statt des Auftretens separierter Banden beobachtet werden kann, anders ist
das bei der quantitativen Analyse. Ein groBer Vorteil ist die Gultigkeit des
Lambert-Beerschen-Gesetzes im NIR und macht daher eine Datenkorrelation
einfach (siehe Kubelka-Munk-Funktion).

NIR-Spektren von Getreide werden durch breite Banden charakterisiert, die
durch Oberton- und Kombinationsschwingungen von C-H, O-H und N-H
Bindungen resultieren. Bei groBen Molekilen oder komplexen Matrixes - wie
Getreide - werden die Banden durch Uberlagerungen verbreitert. Die
Konzentrationen der Inhaltsstoffe, wie Wasser, Proteine, Fette und
Kohlenhydrate kénnten im Prinzip durch diese Methode bestimmt werden. Flr
die meisten Getreidearten gilt allerdings, dass die chemischen Informationen
aus Anderungen im Spektrum durch die natiirliche Variationsbreite der Kérner
hinsichtlich GréBe, Form, Oberflachenbeschaffenheit und Farbung sowie
Feuchte resultieren [125]. Normalerweise wird die NIR-Spektroskopie
routinemaBig fir die Charakterisierung der Lebensmittelbestandteile,
ProzeBintermediaten und Endprodukte eingesetzt. Die Analysen sind in der
Regel einfach und sehr schnell und kénnen zur Online-Detektion eingesetzt
werden. Auch kann die NIR-Spektroskopie im  Gegensatz zur
Fluoreszenzspektroskopie Getreidebestandteile (Proteine, Fett, Starke,
Wasser) qualitativ und quantitativ nebeneinander nachweisen und somit die
Qualitatsparameter bestimmen, die flir den Verkauf am  Markt
preisbestimmend sind.

Durch die Erweiterung des Wellenlangenbereichs bis in den UV-Vis-Bereich ist
somit zusatzlich die Bestimmung des Schimmelpilzbefalls und der Toxinbildung
maoglich. Das bedeutet, dass die NIR-Spektroskopie als zweite
Referenzmethode neben der Fluoreszenzspektroskopie genutzt werden kann,
um der Fragestellung des Nachweises von Schimmelpilzen und deren
Mykotoxine nachzugehen [164].

Die Aufnahme und Auswertung der diffusen Reflexionsspektren von
unbefallenen und befallenen Getreidekérnern benétigen jedoch genaue
Kenntnisse Uber die Zuordnung der erhaltenen Banden sowie spezifische
Datenvorbehandlungen und chemometrische Auswerteverfahren, um die
relevanten Informationen aus den strukturellen Spektrenanderungen zu
verstehen und eine molekulare Interpretation der Ergebnisse zuzulassen.

In Abbildung 46 sind das logarithmierte Reflexionsspektrum eines Weizenkorns
mit einem Feuchtegehalt von 25% und dessen zweite Ableitung dargestellt.
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Abbildung 46: links: Reflexionsspektrum einer befeuchteten, sterilen

Weizenprobe mit 25% Feuchte; rechts: die zweite Ableitung des
Reflexionsspektrums (W - Wasser, P/S - Proteine, Starke, Ole)

Das Reflexionsspektrum wird dominiert durch die charakteristischen Oberton-
Schwingungen des Wassers um 980 nm wund 1410 nm und einer
Kombinationsschwingung um 1940 nm. Schwingungen, die Starke, Proteinen
und Olen zugeordnet werden, kénnen um 1200 nm, 1380 nm und 1760 nm
beobachtet werden. Bedingt durch Variationen in Form, GréBe [196],
Farbe [197], Dichte, Zusammensetzung und Feuchtigkeitsgehalt [198] werden
in den Reflexionsspektren von Getreidekdérnern Bandenvariationen von bis zu
30 nm gefunden. Die Farbe der Weizenkdrner variiert von hellgelb bis rotbraun
in Abhangigkeit von der Samenschale und von den Wachstumsbedingungen
und kann erganzend zur Bestimmung der Sorte genutzt werden. Um den
Einfluss der KorngréBen Zu umgehen, werden Schritte der
Datenvorbehandlung vor der Auswertung durchgefthrt.

In Tabelle 17 sind nochmals alle im NIR-Bereich durch Getreideinhaltsstoffe
verursachten Banden zusammengefasst.
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Tabelle 17: Zuordnung
Struktur

bestimmter Banden im NIR in Abhangigkeit von der

Wellenldange / nm Zuordnung Bestandteil
1920 - 1950 O-H Wasser
(2. Obertonschwingung)
1790 O-H
(Kombinationsschwingung)
1400 - 1450 O-H
(1. Obertonschwingung)
2080 - 2220 und - NH Proteine -
1560 - 1670 (Deformationsschwingung) Peptide
1680 - 1760 - CH2 und CH3 Fette
(Kombinationsschwingung)
1200 - CH
2060-2150 C-0, O-H stretch Kohlenhydrate
1540 O-H Starke

4.4.4 Abhangigkeit der Reflexion vom Feuchtegehalt des Getreides

Wasser ist der wichtigste chemische Bestandteil in Getreide. Weizen kann im
Feuchtegehalt zwischen 6 und 25% bei der Ernte variieren, abhéangig von den
Wetterbedingungen wahrend der Ernte und dem Ort der Ernte. Zugleich
mussen wahrend der Lagerung in Silos folgende Bedingungen gelten, um
Pilzbefall zu vermeiden: Feuchtigkeit unter 14%, Temperatur unter 20°C (am
gunstigsten sind Temperaturen zwischen 5-8°C). Getreide ist erst ab 14.5%
Feuchte sicher lagerféahig. Da je nach Witterung auch mit einer hdheren
Feuchte gedroschen wird, muss die Feuchte vor der Lagerung durch Trocknen
entzogen werden.

Weil Wasser stark im NIR absorbiert, wird das Spektrum dadurch in seinen
Banden dominiert. Das Spektrum wird noch verkompliziert durch
wellenldngenabhangige Streueffekte, Heterogenitaten in der
Zusammensetzung, durch Messapparaturen verursachtes Rauschen dem
Umgebungsmedium und anderen Effekten. Daher werden alle Spektren
vorbehandelt oder zur besseren Transformationen in die zweite Ableitung
Ubergeflhrt.
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Abbildung 47: a) Reflexionsspektren von unkontaminierten Weizen mit
variablem Feuchtegehalt: 11% (grin), 14% (hellblau), 18% (gelb), 21%
(blau) und 25% (pink); b) zweite Ableitung o0.g. Spektren

In Abbildung 47 sind Reflexionsspektren von flinf verschiedenen
Feuchtegehalten von Weizenkdrnern abgebildet, wobei 11% und 14%
lagerfahiges Getreide und die restlichen die Feld- bzw. erntefeuchten Proben
symbolisieren. Die markante Wasserbande ist um 1930 nm (11% Feuchte) zu
finden und verschiebt sich mit zunehmendem Feuchtegehalt bis zu 20 nm zu
kleineren Wellenlangen [198]. Anhand von Kalibrationen ist es mdéglich, den
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Feuchtegehalt genau zu bestimmen, allerdings bendtigt man hierzu eine groBBe
Datenbank an Spektren, die alle Informationen zu Einflussvariablen wie
Sorten, Form, Farbe, GroBe, Dichte und Zusammensetzung der Kérner sowie
zum Feuchtigkeitsgehalt, Wetterbedingungen und Anbauort beinhalten.
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4.5 Nachweis von Schimmelpilzen mittels Reflexionsspektroskopie

Schimmelpilze befallen das Getreide sowohl auf dem Feld als auch wahrend
der Lagerung. Sie besiedeln zunachst die Oberflache des Korns und dringen
dann mittels Hyphen (Pilzfaden) tief in das Korn ein und bilden Dauerformen.
Die Mykotoxine werden entweder auf dem besiedelten Substrat freigesetzt
oder in den Zellen der Pilzfaden gespeichert. Der Pilz- und Toxinbefall ist dabei
kornspezifisch. Eine Beurteilung einer Weizenpartie gestaltet sich schwierig, da
die Mykotoxinverteilung im Einzelkorn und in der gesamten Getreidepartie
sehr heterogen sind. In der Regel liegt der mit Pilzen belastete Anteil unter
5%, wahrend in diesen Kdrnern ca. 80% des Mykotoxingehaltes anzufinden
ist. Fir die Analyse zur Mykotoxinbestimmung empfiehlt sich die Vermahlung
der Probe.

Beim Nachweis des Pilzes, der sich zunachst auf der Kornoberflache befindet,
und zudem einen spektralen Informationsgewinn dber die Koérner (vgl.
Kapitel 4.4.3) ermdglicht, scheint fir diffuse Reflexionsmessungen von
Kornoberflachen (Eindringtiefe max. einige Mikrometer) im NIR-Bereich
aussichtsreich zu sein. Es entfallt der Probenvorbereitungsschritt der
Vermahlung. Wie bereits vorab beschrieben ist ein Nachweis mittels
Fluoreszenz nicht mdglich.

Die Proben, die in diffuser Reflektion gemessen werden, zeigen haufig
spektrale Unterschiede, die von den physikalischen Eigenschaften der Kérner
stammen. Dies hat zur Folge, dass die chemischen Informationen oftmals in
starkem MaBe von auftretenden Streueffekten Uberdeckt werden. Vor den
Auswertungen wurden Datenvorbehandlungen durchgefihrt, z.B. die Standard
Normal Variate (SNV) Transformation oder Multiplicative Signal Correction
(MSCQ).
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Abbildung  48: Reflexionsspektren  von  sterilen,  unkontaminierten

Weizenkdrnern und klnstlich mit Schimmelpilzen inokulierten Weizenproben
gleicher Feuchte (25%)

Abbildung 48 zeigt aus zehn Messungen gemittelte Reflexionsspektren von
sterilen unbefallenen Weizenkdérnern sowie von Weizenkdrnern, jeweils
kinstlich inokuliert mit den Schimmelpilzen Fusarium graminearum,
Aspergillus niger und Penicillium verrucosum. Da alle Koérner auf einen
Feuchtegehalt von 25% eingestellt wurden, scheiden hier die verursachten
Verschiebungen aus.

Zu allererst ist zu erkennen, dass die Spektren im Wellenlangenbereich
oberhalb 1250 nm von den Bandenformen relativ gleich sind. Unterhalb von
1250 nm unterscheiden sie sich in ihrem Reflexionsgrad sowie in der
Bandenform. Es zeigt sich eine deutliche Abgrenzung des Spektrums von
Penicillium verrucosum zu den anderen Spektren. Die weiteren pilzbelasteten
Weizenkdrner zeigen Spektren mit kleinerer Reflektivitat als die Weizenkdrner.
Diese Kurven liegen groBtenteils unter der Kurve von Weizen. Die Verfarbung
der Koérner durch den Pilzbefall kdnnte hier die Erklarung flr die geringe
Anderung der Reflektivitat sein.

Ein Vergleich und die Zuordnung der Pilze zu den Spektren sind anhand der
Messung von Schimmelpilzen auf Agar mdglich. Die Durchfihrung einer
Hauptkomponentenanalyse zeigt, dass eine Zuordnung der Koérner zu den
Pilzgattungen madglich ist.

Abbildung 48 zeigt einen Score/Score-Plot der Hauptkomponenten 1 und 2
(PC1 und PC2). Die Datenvorbehandlung hat sich nur auf ein Minimum
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beschrankt, es wurden Mittelwerte der Spektren gebildet und eine
Streukorrektur  durchgefihrt. Es wurden flir die Erstellung der
Hauptkomponentenanalyse je Schimmelpilz 25 Proben von unterschiedlichen
Inokulationsversuchen und der Wellenldangenbereich 200 nm < X < 1200 nm
einbezogen.

Bei der Interpretation der PCA ist zu sehen, dass sich kontaminierte von den
unkontaminierten Proben unterscheiden. Es kristallisieren sich vier Bereiche
heraus. Einerseits kdnnen kontaminierte von unkontaminierten Ko&rnern
abgegrenzt und andererseits die kontaminierten Proben in die Gattungen
eingeteilt werden. Das belegt das Ergebnis der ersten beiden
Hauptkomponenten, die 96% der spektralen Informationen enthalten. Die
unbelasteten Proben liegen auf dem positiven Abschnitt der ersten
Hauptkomponente, die belasteten im negativen Bereich beider
Hauptkomponenten. Der gréBte Unterschied der Pilzspektren zu den Spektren
von unkontaminierten Kérnern ist durch Penicillium verrucosum verursacht.
Die Spektren der Aspergillen unterscheiden sich weniger von unbefallenen und
den der Fusarien.
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Abbildung 49: Score/Score Plot der Reflexionsspektren (PC1 vs PC2) von
unbefallenen und kiinstlich inokulierten Weizenkérnern

Eine Unterscheidung in den Pilzarten (z.B. zwischen Fusarium graminearum
und Fusarium poae, Abbildung 50a) ist mittels Hauptkomponentenanalyse
nicht méglich, da sich beim Vermessen der Reinkulturen auf Agar gezeigt hat,
dass innerhalb einer Gattung die spektralen Unterschiede nicht vorhanden
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sind. Das liegt zum einen am charakteristischen "Schimmel", der dieselbe
Farbe aufweist und zum anderen an der Ausbreitung der Pilze, da in den
meisten Fallen "nesterartige" Verschimmelungen durch mehrere Unterarten
oder auch mehrere Pilze gebildet werden. Eine deutliche Einteilung mittels PCA
in Feld- und Lagerpilze ist auch aufgrund der Farbe der Pilze ebenso nicht
maoglich, z.B. bilden Penicllium spp. und Aspergillus spp. gleichfarbige (grine)
"Pilzteppiche" (Abbildung 50b).

b)
Abbildung 50: Verschiedene Pilzisolate auf Agar angezogen

a) links: Pilzgemisch aus Fusarium graminearum (Feldpilz) und Aspergillus
niger (Lagerpilz), rechts: Pilzgemisch aus Fusarium poae und Alternaria spp.
(Feldpilze)

b) oben: Penicillium verrucosum, unten: Aspergillus niger (Lagerpilze)

Weiterhin hat sich gezeigt, dass kulnstlich inokulierte Weizenproben mit
Schimmelpilzen mittels Reflexionsspektroskopie bestimmt werden, jedoch nur
einzelne Pilze, keine Pilzgemische (Abbildung 51) - wie sie bei Realproben auf
dem Feld oder im Lager gefunden werden koénnen. Auch wurden die
.Veranderungen" erst detektiert, als der Befall schon flir den Menschen
ersichtlich wurde - ,Verschimmelung" des Korns.
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Abbildung 51: Reflexionsspektren von kinstlich mit Schimmelpilzen
inokulierten Weizenkérnern gleicher Feuchte (25%): Penicillium verrucosum
(blau) und Aspergillus niger (grin) sowie einem Gemisch aus beiden Pilzen

(pink)
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4.6 Nachweis von Mykotoxinen auf Kérnern

In natdrlich mit Mykotoxinen kontaminierten Getreideproben muss davon
ausgegangen werden, dass mehrere Toxine gleichzeitig und in
unterschiedlichen Mengen vorliegen. Far weitere systematische
Untersuchungen zur Detektion von Mykotoxinen mittels verschiedener
Methoden ist jedoch das Vorliegen nur eines Toxins von Vorteil. Deshalb
wurden flir weitere Modellversuche Getreideproben gezielt mit jeweils einem
Mykotoxin in unterschiedlichen Mengen versetzt (gespikt). Es wurden
systematisch verschiedene EinflussgréBen wie die Applikationsform des
Getreides (ganzes Korn, Mehl) untersucht.

4.6.1 Fluoreszierende Mykotoxine — am Beispiel von Ochratoxin A

Die Reflexions- und Fluoreszenzuntersuchungen der Weizenkérner auf
Mykotoxine war mdglich, anhand der Wahl geeigneter Anregungs- und
Detektionswellenlangen, jedoch konnte keine Quantifizierung erfolgen, weil
das Mykotoxin beim Aufbringen ebenso in das Korn eindringt und damit nicht
mehr an der Kornoberfladche detektiert werden kann - es kann also bestenfalls
ein semi-quantitativer Nachweis erfolgen.

Aufgrund dessen wurden die Koérner vermahlen und erneut vermessen. In
Abbildung 52 sind die in die Kubelka-Munk-Funktion [160] umgewandelten
Reflexionsspektren des mit OTA versetzten Weizenmehls, im
Wellenlangenbereich 200 nm < & < 500 nm, dargestellt.

3.0
— Weizenmehl
—— 600 ppm OTA
2.5 — 500 ppm OTA
W\\ —— 400 ppm OTA
\ R 300 ppm OTA
2.0+ 200 ppm OTA
—— 100 ppm OTA
E‘ 1.5 80 ppm OTA
freg ' — 60 ppm OTA
40 ppm OTA
1.0 4 20 ppm OTA
0.54
0.0

T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500

Wellenldange / nm

Abbildung 52: Reflexionsspektren von mit OTA gespiktem Weizenmehl
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Es misste nun ein linearer = Zusammenhang bei A =330nm
(Absorptionsmaximum des Ochratoxin A in ethanolischer Ldsung) durch
Auftragung von F(R) gegen die Konzentration zu beobachten sein
(Abbildung 53), da ein Zusammenhang zum Lambert-Beerschen-Gesetz
besteht (vgl. 2.2.4) und anhand des bekannten Absorptionskoeffizientens von
Ochratoxin A Ruckschlisse auf die Konzentration gezogen werden, womit eine
Quantifizierung mdglich ist. Beim Betrachten von Abbildung 51 zeigt sich aber,
dass keine lineare Steigerung von F(R) mit steigendem OTA-Gehalt, analog
der Extinktion bei Messung von Lésungen, ersichtlich wird. Das liegt
vermutlich an der inhomogenen Zusammensetzung der Inhaltsstoffe des Mehls
am Messpunkt, die im gleichen Bereich absorbieren wie das Ochratoxin A. Die
Unterscheidung von Mykotoxin und Matrix ist daher mittels
Reflexionsspektroskopie problematisch.

2.2

2.04 @ - *)

1.8 o

1.6 1

F(R) / A =333 nm

1.4+

1.2 T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Zugabe OTA / ppm

Abbildung 53: Auftragung von F(R) bei Aem = 333 nm gegen die OTA-Zugabe

In Einzelfallen, bedingt durch die spezifischen Eigenschaften des jeweiligen
Mykotoxins, koénnen die experimentellen Parameter allerdings selektiv so
gewahlt werden, dass eine qualitative und quantitative fluoreszenzbasierte
Fluoreszenzanalytik mdglich ist. In Abbildung 54 sind die Emissionsspektren
derselben Proben, welche mit OTA kontaminiert wurden, bei einer Anregung
hex = 330 nm abgebildet. Es zeigt eine schrittweise Erhdhung der
Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit der OTA-Konzentration. Die Spektren
wurden jeweils um das Spektrum des reinen Weizenmehls korrigiert.
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Weizenmehl (Nullprobe)
1.0 = mit 20 ppm OTA
e = mit 35 ppm OTA
i mit 65 ppm OTA
2 0.8 = mit 90 ppm OTA
—~
3 £ = mit 100 ppm OTA
£ c ——— mit 150 ppm OTA
N8 0.6
g‘) m
3 ]
X
6 U 0.4
3
'8
o 0.2
0.0 T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600

Wellenldange / nm

Abbildung 54: Front-Face-Emissionsspektren von gemahlenen Weizenkdrnern
nach der Zugabe von unterschiedlichen Mengen an in Ethanol geldstem OTA,
Aex = 330 nm

Die Auftragung der normierten Fluoreszenzintensitat am Emissionsmaximum
rem = 460 nm gegen die Zugabe an Ochratoxin A zum Weizenmehl ergibt eine
Gerade (Abbildung 55). Die Nachweisgrenze betragt 2 ppm (=mg/kg).

Anhand dieser Kalibration mit 7 Werten kann man nun eine Prifung auf
Richtigkeit, eine sog. Validierung mittels PLS durchfihren, welche eine
Korrelation zwischen den Intensitaten und den quantitativen Angaben zu
berechnen versucht.
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Abbildung 55: Lineare Auftragung der Fluoreszensintensitat am Maximum
(Aem = 460 nm) gegen die OTA-Konzentration

Fir die Validierung wurden nochmals 12 Proben mit verschiedenem OTA-
Gehalt hergestellt, vermessen und der vorhergesagte Wert (aus der
Kalibration berechnete OTA-Wert) gegen den gemessenen Wert aufgetragen
(Abbildung 56).

Bei der PLS wird ein Messwert durch ein zuvor trainiertes Modell abgeschatzt
und eine quantitative GrdBe flur eine Variable (Deskriptor oder Merkmal)
berechnet. Bei der Variablen kann es sich um jede beliebige GréBe handeln,
sofern diese quantisierbar in einem quasilinearen Zusammenhang mit den
Sensorsignalen steht. Es gibt unterschiedliche Mdéglichkeiten von quantitativen
Variablen. Sie kdnnen je nach Anwendung frei definiert werden. Hier ist es die
Konzentration des OTA in der Probe. Genutzt wird die PLS-Vorhersage immer
bei Anwendungen, in denen die Sensorsignale mit einer quantitativen Angabe
korreliert werden sollen und dementsprechend bestimmte quantitative
Merkmale mit den Musterdaten zu verknlUpfen sind. Die PLS-Vorhersage
unterscheidet sich von den anderen Auswertungen dadurch, dass sie
quantitative Werte flir die in der Musterdatei enthaltenen PLS-Merkmale
berechnet und ausgibt. Sie ist daher kein Klassifikator der eine Entscheidung
herbeifihrt, sondern eher gréBenmaBige Angaben berechnet. Der aktuelle
Wert wird mit dem vorhergesagten Wert verglichen.
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Abbildung 56: Validierung: Predicted versus measured OTA-Konzentration

Die Abbildung zeigt, dass alle Werte flir die berechneten OTA-Konzentrationen
mit denen der gemessenen Konzentrationen gut Ubereinstimmen. Der
Schatzfehler der Vorhersage (RMSEP) liegt bei 0.11 ppm. Es wird somit eine
gute Vorhersage von OTA in Mehl ermdglicht.

4.6.2 Nicht-fluoreszierende Mykotoxine — am Beispiel von Deoxynivalenol

Bei Deoxynivalenol handelt es sich um ein nicht-fluoreszenzierendes Mykotoxin
(vgl. 4.1.1), welches in Kombination mit Zearalenon (ZEA) auftreten kann.
Beide werden im Gegensatz zu OTA von Feldpilzen gebildet und gehéren zu
den haufigsten Mykotoxinen unter den gemaBigten klimatischen Verhaltnissen
in Deutschland.

Zur Bestimmung von DON wurden folgende kontaminierte Weizenproben des
Erntejahres 2006 (Herkunft: ZALF), welche zwischendurch getrocknet worden
sind, herangezogen. FiUr die Reflexionsmessungen wurden die Proben nach
Abwesenheit  von ZEA  ausgewahlt  (HPLC-Ergebnisse unter der
Nachweisgrenze - NWG), da ZEA selbst fluoreszierend ist und die Ergebnisse
verfalschen kdénnte. In Tabelle 18 sind die mittels HPLC ermittelten
Mykotoxinkonzentrationen aufgelistet. Sie reprasentieren Proben, die deutlich
Uber (1770 ppb / 1885 ppb) und unterhalb (640 ppb sowie < NWG), aber auch
in der Nahe (710 ppb / 740 ppb) der in Deutschland erlaubten H6chstmenge
(> 750 ppb in Getreidemehl) liegen.

106



4. Ergebnisse und Diskussion

Nachweis von Mykotoxinen

Tabelle 18: Mykotoxinkonzentrationen der untersuchten Weizenproben

Probe ZEA-Gehalt DON-Gehalt
ng / kg ng / kg

1 < NWG 1885

2 < NWG 1770

3 < NWG 740

4 < NWG 710

5 < NWG 640

6 < NWG < NWG

Far die Auswertung wurde der Wellenldngenbereich der Absorption des DON
(200 nm < 2Asps < 400 nm) einbezogen. Eine Betrachtung der
Hauptkomponentenanalyse in Abbildung 57 zeigt, dass auch hier kein
Zusammenhang zwischen der Konzentration des Mykotoxins DON und der
Position in der PCA zu erkennen ist. Das Ergebnis kommt trotz Einbeziehung
des gesamten Messbereiches zustande, unter Berlcksichtigung der
Zusammensetzung des Mehles und des Feuchtegehaltes.

15
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9_- Probe 2
4 [ ]
6 - Probe 1 .
o 1 n Probe 5
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%- 3'_ Probe:l
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o |
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Abbildung 57: Score/Score Plot der Reflexionsspektren (PC1 vs PC2) von
naturlich mit DON kontaminierten Weizenkérnern
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Dasselbe Ergebnis ergab sich bei der Untersuchung der gemahlenen
Getreidekdrner mittels Reflektionsspektroskopie. Es gestaltet sich auch der
Vergleich mit Referenzuntersuchungen (z. B. HPLC-Ergebnisse) als schwierig,
da die Probennahme vollkommen unterschiedlich ist. Aus einer 100 kg groBen
Teilprobe wurden Teilmengen fur die Extraktion und fur die Spektroskopie
genommen. AuBerdem wurden flr die HPLC-Untersuchungen 100 g
Materialproben extrahiert und die Mykotoxingehalte bestimmt. Bei den
spektroskopischen Methoden sind nur geringe Probenmengen erforderlich (ca.
2 g fur die Untersuchung mittels Reflexionspektroskopie), was zu Verringerung
der Nachweis eines Befalls von Korn mit Toxin fuhrt. Wenn die gesamte
Probenmenge des Extraktionsmaterials vermessen und anschlieBend der
Gehalt an Mykotoxinen in Lésung mittels klassischer Fluoreszenzspektroskopie
bestimmt  wird, ergibt sich eine  Ubereinstimmung  von 93%.
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4.7 Kombination der optischen Methoden zum Nachweis von
Schimmelpilzen und deren Mykotoxine in Realproben

Aus den durchgefihrten Messungen an Laborproben und den daraus
resultierenden Ergebnissen kann ein Schema flr die Untersuchung von
Realproben, d. h. Feld- und Lagerproben, entwickelt werden (Abbildung 58).

reprasentative Probennahme
(mehrere Teilproben)

l

visuelle Prufung auf Schimmelpilzbefall
(Verfarbung der Kérner, Pilznester)

l

Trocknen der Probe auf den Feuchtegehalt
lagerfahiger Proben (11-14%)

l

[ Uberpriifung des Schimmelpilzbefalls }

mittels Reflexionsspektroskopie

Bestimmung des Schimmelpilzes nachweisbarer nicht nachweisbarer
anhand Referenzproben Schimmelpilzbefall Schimmelpilzbefall

[ Vermahlen der Probe ]

Uberpriifung der Proben auf Mykotoxine
mittels Reflexionsspektroskopie,
Transformation in Kubelka-Munk-Funktion

— .

Lfluoreszierendes™ Mykotoxin, ~hicht-fluoreszierendes™ Mykotoxin,
z.B. OTA, AFB1, ZEA z.B. DON

Quantifizierung mittels Quantifizierung
Fluoreszenzspektroskopie mittels HPLC oder ELISA

Abbildung 58: Ablaufdiagramm zur Untersuchung von Getreideproben auf
Schimmelpilze und Mykotoxine

Die ordnungsgemaBe Probennahme an sich ist der wichtigste Schritt. Als Probe
bendtigt man einen reprasentativen Querschnitt des Erntegutes vom Feld bzw.
aus dem Silo. Die Proben werden auf mehrere Teilproben aufgeteilt und einer
visuellen Prifung unterzogen. Nachdem die Koérner zur besseren
Vergleichbarkeit auf einen Feuchtegehalt von 11% bis 14% getrocknet
werden, werden sie auf Schimmelpilzbefall auf der Oberflache des Korns

109



4. Ergebnisse und Diskussion

Kombination der optischen Methoden

untersucht. Wird Schimmelpilzbefall belegt, wird unter Verwendung der
Spektrendatenbank der Laborproben geprift, um welche Pilzgattung es sich
handelt. AnschlieBend erfolgt eine Prifung auf mogliche Mykotoxine. Daflr
werden einerseits die Reflexionsspektren mittels Kubelka-Munk-Funktion
transformiert und das Absorptionsspektrum der Probe erhalten. Durch den
Vergleich mit Spektren der Mykotoxine in Lésung andererseits wird ermittelt,
ob sich "fluoreszierende" (z.B. OTA, AFB1, ZEA) oder "nicht-fluoreszierende"
(z.B. DON) Mykotoxine gebildet haben. Die fluoreszierenden Toxine werden
mittels Fluoreszenzspektroskopie und vorhandener Kalibration quantifiziert.
Die Quantifizierung der "nicht-fluoreszierenden" Mykotoxine erfolgt mittels
HPLC oder ELISA.

Das FlieBschema und die Ergebnisse der Voruntersuchungen wurden auf 7
Proben aus dem Vorerntemonitoring des Landes Brandenburgs
(Herkunft: IGV) aus dem Jahr 2009 angewandt. Das im Jahr 2007 in
Brandenburg eingefiihrte Mykotoxin-Frihwarnsystem fir Getreide dient der
frihzeitigen Abschatzung der Mykotoxinbelastung des Erntegutes. Flr das
Monitoring werden von Weizen-Schldgen vor der Ernte Ahrenproben
geschnitten und untersucht. Als Leittoxin wird Deoxynivalenol gewahlt, weil
dieses Toxin am haufigsten und in z. T. hohen Konzentrationen in Getreide
vorkommt. Die Hohe des DON-Gehaltes in den Kdrnern dient als Indikator fur
die mdgliche Belastung des Erntegutes. Die Mehrzahl der untersuchten Proben
bestand aus sogenannten Risikoschlagen, welche bereits flr Fusarium anfallige
Sorten sind. Wenn in den Proben keine erhéhten Mykotoxingehalte auftreten,
ist davon auszugehen, dass Getreide von Feldern mit geringerem Risiko
ebenfalls keine erhdhten Werte aufweisen. Im umgekehrten Fall gibt die
Feststellung von hohen DON-Gehalten in den Proben einen Hinweis auf eine
allgemein zu erwartende héhere Belastung.

Die Probennahme erfolgt zehn Tage vor dem geplanten Erntetermin. Die Ahren
werden getrocknet, die Getreidekdrner aus den Spelzen geldst, vermahlen und
ihr DON-Gehalt ermittelt. Die Proben werden parallel mittels HPLC bzw. ELISA
untersucht. Die Gehalte an Mykotoxin beziehen sich jeweils auf 14%
Kornfeuchte.

Im Jahr 2009 waren die Witterung und damit die Infektionsbedingungen
wahrend der Getreideblite regional sehr unterschiedlich. Diese Unterschiede
lieBen sich aus den Untersuchungsergebnissen der Vorernteproben
ablesen [59]. Im Weizen wurden DON-Gehalte zwischen 50 und 2160 pg/kg
gemessen (HPLC-Ergebnisse, ATB). 6% der Proben wiesen Gehalte oberhalb
des Grenzwertes von 1250 ug/kg auf. Der Mittelwert der 47 Proben lag bei
426 pg/kg.
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Exemplarisch sind in Tabelle 19 sieben Proben aufgezahlt, die fur die
Bestimmung ausgewadhlt wurden. Drei dieser Proben Uberschritten die in
Deutschland zuldassige Hbéchstmenge (1562 bis 2297 ug/kg), ein Wert lag
gering darunter (1081 pg/kg) und die Werte der restlichen drei Proben war
niedrig (<50 bis 638 ng/kg). Die DON-Gehalte sind mittels HPLC bestimmt
worden.

Tabelle 19: DON-Gehalte der untersuchten Weizenproben aus dem
Vorerntemonitoring 2009

Probe DON-Gehalt /
ng/kg
2W 1081
3w 449
4w <50
5w 2297
11W 1562
12W 1368
13W 638

Die Proben wurden mittels Reflexionsspektroskopie im Wellenldangenbereich
der Absorption des DON (200 nm < A < 400 nm) vermessen. Es kann keine
Quantifizierung der DON-Gehalte mittels Reflexion erfolgen, aber die HPLC-
Ergebnisse kdnnen mit den Daten korreliert werden. Die Betrachtung der
Hauptkomponentenanalyse in Abbildung 57 zeigt, dass sich hier der
Zusammenhang zwischen der Konzentration des Mykotoxins DON und den
Ergebnissen der HPLC widerspiegeln.
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Abbildung 59: Score/Score Plot der Reflexionsspektren (PC1 vs PC2) von
natdrlich mit DON kontaminierten Weizenkdérnern aus dem Vorerntemonitoring

2009

Die HPLC- und Reflexionsergebnisse lassen sich sehr gut korrelieren. Es bilden
sich vier Gruppen heraus, die eine Aufteilung nach Gehalten erméglicht. Dabei
werden die hochsten Gehalte in einer Gruppe gefunden (Proben 5W und 12W),
die nachst niedrigeren (Proben 2W und 12W) in der nachsten, usw..

Die Kombination der Fluoreszenzdaten auf Vorhandensein von Ochratoxin A
und Zearalenon, welches in Kombination mit DON vorkommt, und der
Reflexionsdaten brachte in diesem Fall keinerlei Ergebnisse, da die OTA- und
ZEA-Gehalte bei der Fluoreszenzspektroskopie unter den Nachweisgrenze von
2 ppm lagen.
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5 s ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In dieser Arbeit wird das Potenzial von ausgewahlten optisch-basierten
spektroskopischen Methoden fir die in-situ bzw. in-line Detektion von
Schimmelpilzen sowie Mykotoxinen in Getreide(produkten) untersucht. Es
werden Absorptions- und Reflexionsmethoden einerseits und
Fluoreszenztechniken andererseits eingesetzt. Die spektroskopischen
Methoden werden dabei auf Proben unterschiedlicher Komplexitat angewandt -
beginnend mit der Untersuchung der photophysikalischen Eigenschaften der
reinen Mykotoxine in Ldsung Uber kinstlich mit verschiedenen Mykotoxinen
kontaminierten Getreideproben bis hin zu mit Pilzen befallenem Getreide und
hochveredelte Lebensmittel (Wein und Bier) als Proben hdchster Komplexitat.

Mykotoxine

Zunachst werden grundlegende photophysikalische Parameter der wichtigsten
Vertreter der Mykotoxine (Aflatoxin B;, Ochratoxin A, Fumonisin B;, Patulin,
Zearalenon, Deoxynivalenol sowie T-2 und HT-2 Toxin) in verschiedenen
Lésungsmitteln bestimmt. Alle untersuchten Mykotoxine absorbieren im
Spektralbereich von 200 nm < Aiss < 400 nm und einige zeigen eine
intrinsische Lumineszenz bei Emissionswellenlangen Aem > 350 nm.

Im Nachfolgenden wird besonders auf die spezielle Photophysik der
Mykotoxine Ochratoxin A (OTA) und Aflatoxin B; (AFB1) eingegangen:
Untersuchungen haben dabei gezeigt, dass die Lumineszenzeigenschaften der
beiden Mykotoxine stark vom pH-Wert und vom gewdahlten Losungsmittel
abhangen.

OTA ist aufgrund seines strukturellen Aufbaus (heteroatomhaltige Gruppen,
Keto-Enol-Tautomerie) besonders interessant, da die Hydroxylgruppe am
Isocumarinring eine Protonentransferreaktion im elektronisch angeregten
Zustand erfahrt und sich dessen Aciditat im elektronisch angeregten Zustand
um 5 GroBenordnungen (pKa" = 1.5+0.4) verstarkt. Das hat zur Folge, dass in
Lésung (in Abhangigkeit vom Lésungsmittel und pH-Wert) zwei OTA-Spezies
(Mono- und Dianion) zu beobachten sind. Die Unterschiede sind vorallem in
den Absorptions- und Fluoreszenzspektren Zu sehen. Das
Absorptionsmaximum des Monoanions liegt bei Ass = 333 nm, das des
Dianions bei 2ss = 380 nm, wahrend sich das Emissionsmaximum von
Xem,max = 456 nm hypsochrom auf iem,max = 427 nm verschiebt.
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Bei AFB1 in saurer, wassriger LOsung lasst die Gestalt des
Absorptionsspektrums die Herausbildung einer Zweitstruktur vermuten. Das
Absorptionsspektrum zeigt zusatzlich die Ausbildung einer Schulter bei
Aabs = 240 nm und A.s = 340 nm. Eine modgliche zugrunde liegende Reaktion
ist eine photochemisch induzierte Hydroxylierung unter Addition von Wasser
an die Doppelbindung des Furanrings.

Aus den vorangegangen Messungen zeigt sich, dass im Einzelfall durch die
Wahl der Messbedingungen (besonders flir den Fall von fluoreszenzbasierter
Techniken) ein qualitativer bzw. quantitativer Nachweis der Mykotoxine
mdglich ist. Die Bildung von Einschlussverbindungen in wassrigen Lésungen
durch die Addition von (substituierten und unsubstituierten) Cyclodextrinen
fUhren zur Steigerung der Fluoreszenzintensitat bei AFB1 (Aex = 360 nm) um
das bis zu 35fache, um das Zweifache beim OTA-Monoanion (Aex = 330 nm)
sowie zur Verringerung beim OTA-Dianion (kex = 380 nm) aufgrund der
raumlichen Anordnung des Einschlusses. Die fluoreszierenden Gruppen ragen
aus der Einschlussverbindung heraus und werden dem Wasser ausgesetzt, was
zur Fluoreszenzléschung fuhrt.

Zweiphotonenspektroskopie

Fur spezielle Anwendungsfelder werden innovative spektroskopische Methoden
getestet, speziell die durch Zweiphotonenanregung induzierte Fluoreszenz.
Durch Zweiphotonenanregung werden wu.a. Signalbeitréage, die von
intrinsischen Komponenten der Matrix herrihren, wirkungsvoll unterdrtckt.
Zweiphotonenanregung wurde flr die direkte Detektion von OTA und AFB1 in
alkoholischen Getranken, z.B. Wein und Bier, charakterisiert. Es wird gezeigt,
dass Aflatoxin B; und Ochratoxin A separationsfrei direkt in Bier und Wein
nachgewiesen und die Nachweisgrenze gegentliber der ,reguldaren™ Fluoreszenz
teils halbiert werden kann. Ebenso sind die gesamten
Zweiphotonenanregungsspektren flir Aflatoxin B; und Ochratoxin A im
Wellenlangenbereich 700 nm < 2% < 860 nm in Abhdngigkeit vom
Losungsmittel und pH-Wert bestimmt.

Sowohl die ,regulare® als auch die durch Zweiphotonen-induzierte Fluoreszenz
eignhen sich zum nicht-invasiven und zerstérungsfreien Nachweis in fllissigen
Lebensmitteln. Die in Deutschland gesetzlich geregelte Héchstmenge in Héhe
von 2 ppb (= 2 pg/kg, laut Verordnung tGber Hochstmengen in Lebensmitteln)
wird dabei nicht erreicht. Die auf Zweiphotonenanregung basierten
Nachweisverfahren sind derzeit im Bereich der hochveredelten Produkte (z.B.
Bier, Wein und Apfelsaft) denkbar. Es mulssen jedoch zur Erniedrigung der
Nachweisgrenzen leistungsfahigere und mobile Femtosekunden-Lasersysteme
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zur Verfigung stehen, wodurch dann eine entsprechende Methode flr die
mobile, vor-Ort Analytik interessant wird.

Eine zerstdrungsfreie Anwendung der Zweiphotonenspektroskopie ist bei
Getreide aufgrund des apparativen Aufbaus und des energiereichen Fokus des
Laserstrahls nicht moglich, so dass andere spektroskopische Methoden
gefunden werden missen, um Mykotoxine und Schimmelpilze auf
Getreidekdérnern nachzuweisen.

Nachweis von Schimmelpilzen und dessen Mykotoxine

Die Vielfaltigkeit der Schimmelpilze, der Mykotoxine und des Probenmaterials
im Gemisch fihrt zu aufwandig auswertbaren Fluoreszenz- und
Reflektionsspektren. Da die Fluoreszenz- und Reflektionsspektroskopie beides
Methoden zur Untersuchung von Kornoberflachen, und nicht des Inneren sind,
wird ein Befall des Korns im Inneren nicht bertcksichtigt und die Kérner vor
der Untersuchung auf Mykotoxine vermahlen.

Die Anwendung der Fluoreszenzspektroskopie zur Untersuchung von Getreide
ist schwierig, da es eine groBe natilrliche Variationsbreite der Koérner
hinsichtlich GréBe, Form, Oberflachenbeschaffenheit und Farbung gibt.
DarUber hinaus kdénnen noch in Abhdngigkeit von den Witterungs- bzw.
Lagerungsbedingungen zentrale GrdoBen wie der Feuchtigkeitsgehalt stark
variieren. Anhand der Wahl der Anregungs- (Aex = 275 nm) und der
Emissionswellenlange  (Aemmax = 320 nm) des Getreideinhaltsstoffs
Tryptophans als zentralen Selektionsparameter lassen sich "trockene"
Weizenkdérner  (Feuchtegehalt 11%) von ,feuchten®™ Weizenkdrnern
(Feuchtegehalt bis 28%) unterscheiden. Der Feuchtegehalt spiegelt die
Wasseraktivitat des Korns wieder und gibt damit Hinweise auf die Bildung von
Schimmelpilzen und Mykotoxinen (Verbrauch von Wasser wahrend
Sporenkeimung und Anfangswachstum und anschlieBende Erhdéhung durch
Einsetzen des sekundaren Stoffwechsels). In einem 14tagigen Dauerversuch
wurde dieser Sachverhalt mittels Bestimmung der spektroskopischen
Eigenschaften der Kdrner bei der Bildung der Schimmelpilze und mdglicher
Toxine untersucht. Diese Daten werden als totales Fluoreszenzspektrum oder
EEM-Spektrum (Excitation-Emission-Matrix) dargestellt.

Es hat sich gezeigt, dass bei Fluoreszenzmessungen die Interferenzen durch
die komplexen Matrixes erheblich sind, so dass ein alleiniger Nachweis von
Mykotoxinen bzw. Pilzen durch fluoreszenzbasierte Techniken eingeschrankt
ist.

Klnstlich mit Schimmelpilzen inokulierte Weizenproben koénnen mittels
Reflexionsspektroskopie bestimmt werden. Die Kombination mit
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5. Zusammenfassung und Ausblick

chemometrischen  Auswerteverfahren (z.B. Hauptkomponentenanalyse,
multiple lineare Regression und Projektion auf latente Strukturen) erlaubt eine
Unterscheidung z.B. von befallenen und nicht-befallenen Kérnern, jedoch nur
einzelner Schimmelpilze, aber keiner Pilzgemische wie bei Realproben auf dem
Feld gefunden werden kb&nnen. Dabei sind die ,Veranderungen" erst
detektierbar sobald der Befall fir den Menschen sichtbar wird.

Die Erweiterung des Wellenlangenbereichs bis in den UV-Vis-Bereich
ermoglicht  zusatzlich zur Bestimmung des Schimmelpilzbefalls die
Toxinbildung. Durch die Umwandlung der Reflexionsspektren in
Absorptionsspektren mittels Kubelka-Munk-Funktion kdénnen fluoreszierende
und nicht-fluoreszierende Mykotoxine bestimmt werden. Das bedeutet, dass
die NIR-Spektroskopie als zweite Referenzmethode neben der
Fluoreszenzspektroskopie genutzt werden kann, um den Nachweis von
Schimmelpilzen und deren Mykotoxine zu flhren.

Ausblick

Der Einsatz spektroskopischer Methoden in der Lebensmittelkontrolle und
-Uberwachung, welche zerstérungsfrei und mit minimaler Probenvorbereitung
verbunden sind, wird zuklinftig an relevanten Prozessabschnitten entlang der
Produktionskette von Getreide zunehmen. Die Kombination von Absorption-,
Fluoreszenz- und  Reflexionsspektroskopie hat gezeigt, dass diese
leistungsfahigen und sensitiven Verfahren zur Detektion von Mykotoxinen in
Loésung und Schimmelpilzen auf Feststoffoberflachen geeignet sind. So werden
die gewonnenen Ergebnisse aus dem Labor auf Realproben ubertragen. Die
zusatzliche Verwendung der Ramanspektroskopie scheint geeignet, um die
Probleme mit dem Feuchtegehalt beim Korn zu umgehen, da die Raman-
Schwingungen des Wassers inaktiv sind und damit nicht in den Spektren sichtbar
werden.

In der Zukunft sollten Sensoren bzw. miniaturisierte und mobile Gerate
entwickelt werden, die an vielen Stellen der Produktionskette die Lebensmittel
auf Schimmelpilze und deren Toxine kontrollieren kénnen. Im Weiteren werden
mittels dieser Ergebnisse die Voraussetzungen flir die Entwicklung eines Arrays
verschiedener Sensortypen geschaffen, welche fur das gezielte und
dokumentierte Ausschleusen belasteter Partien geeignet sein sollen.
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Anhang

ANHANG

A 1: Héchstgehalte flir bestimmte Mykotoxine in Lebensmitteln in ug/kg
(Auszug)

Hochstgehalt
Erzeugnis

in pg/kg
Aflatoxin B,
Getreide und dessen Verarbeitungserzeugnisse, mit Ausnahme von unverarbeitetem 5
Mais
Gewlirzsorten: Chilipulver, Paprikapulver, Cayennepfeffer, Muskatnuss, Ingwer 5
Ochratoxin A
Rohe Getreidekorner (einschlieBlich roher Reis) 5
Getreideerzeugnisse 3
Gerostete Kaffeebohnen sowie gemahlener gerdsteter Kaffee auBer I6slicher Kaffee 5
Loslicher Kaffee (Instant-Kaffee) 10
Wein (rot, rosé und weiB) sowie Getrdnke auf Wein- und/oder Traubenmostbasis 2
Patulin
Fruchtsafte 50
Apfelerzeugnisse einschlieBlich Apfelkompott und Apfelpiree 25
Deoxynivalenol
Unverarbeitetes Getreide (ausgenommen Hartweizen, Hafer und Mais) 1250
Getreidemehl 750
Brot, feine Backwaren, Kekse, Getreidesnacks und Friihstlickscerealien 500
Teigwaren 750
Zearalenon
Unverarbeitetes Getreide (ausgenommen Mais) 100
Getreidemehle (ausgenommen Maismehl) 75
Brot, feine Backwaren, Kekse, Getreidesnacks 50
Getreidesnacks und Frihstiickscerealien 50
Summe der Fumonisine B; und B,
Unverarbeiteter Mais 2000
Lebensmittel aus Mais zum unmittelbaren Verzehr 200-400
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A 2: Chemische Strukturen der ausgewahlten Cyclodextrine

a-Cyclodextrin
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y-Cyclodextrin
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Heptakis(2,6-di-O-methyl)-p-cyclodextrin
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A 3: Absorptions- und Emissionsspektren der untersuchten Mykotoxine
in wassriger Losung
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A 4: Absorptions- und Emissionsspektren der untersuchten Mykotoxine
in Acetonitril
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Anhang

A5: Reaktion zur Bildung des Komplexes AFB1-a-CD und Berechnung
der Konzentration des Komplexes anhand des Massenwirkungsgesetzes

AFB1 + o-CD «— AFB1—a-CD

_ [AFBl-a-CD]
" [AFB1]-[a - CD]

[AFBl -« — CD]
((AFBI1], —[AFB1-a - CD))-((a - CD], —[AFBl —a — CD))

Umstellen der Gleichung und Null setzen:

0 =[AFBl - - CD]* ~[AFBl - a - CD]- [[AFBI]O +[a-CD], + %j +[AFB1], -[a - CD],

Lésen der quadratischen Funktion:

2
[AFB1], +[a — CD], +11< [AFB1], +[a — CD], +L

[AFBl - — CD] = 5 + 5 K |\ _[4FB1], [« -CD],

\Y;



Anhang

A6: Berechnete Zweiphotonen-Absorptionsquerschnitte o, von AFB1
und OTA in verschiedenen Losungsmitteln und pH-Werten (leere Felder:
Keine Messdaten vorhanden). Die Fehler wurden durch mehrmaliges
Vorbereiten der Proben und wiederholtes Messen bestimmt.

Wellenlange / | Absorptionsquerschnitt o, / GM

nm AFB1 / AFB1/ |OTA/ OTA /
H,O/EtOH EtOH H,O/EtOH DMF
(pH = 4) (pH = 8)

700 17 +3

705 19+2

715 20+ 3 12+ 3

720 22+ 3 35+4 13+2.5 13+2

725 21+2.5 345+ 3 14.5+4 145+ 1.5

730 21+3 34+ 4 15+ 3

740 17.5+4 29+ 3 15+1.5 18+ 2

745 15+4

750 13+4.5 15.5+3 15.5+3 20+ 1

755 11+3

760 9+2 11+4.5 15.5+3 20+ 0.5

765 8+2

770 6.5+2 7+2.5 13+ 3.5 18+ 2

775 5+1.5

780 3+1 3+1.5 12+ 3.5 14 +2

790 1+0.5 10+ 3 11.5+5

795 8+3

800 0.5+0.5 1+0.5 6+ 3.5 10+ 3

810 4+2

820 0 0.5+0.5 2+3 5+2.5

840 0 0 1+1
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