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VI. Neue UNTERSUCHUNGSMETHODEN UND PROJEKTE

Phthalatbestimmung in Alkohol und SiiBwaren

Eine Risikoabschéatzung fiir Menschen und Umwelt ist an eine zuverlassige Methode

zur quantitativen Bestimmung gekniipft. Am CVUA Karlsruhe wurde eine Methode zur

Bestimmung von Phthalaten entwickelt und validiert.

Vor allem in nicht-registriertem Alkohol kénnen Phthalate als Vergallungs-
mittel vorkommen, in StiBwaren durch Migration aus dem Verpackungsmate-
rial (siehe Kap. 2). In der Literatur werden fir die Phthalatextraktion aus ver-
schiedenen Lebensmittelgruppen unterschiedliche Verfahren beschrieben. Zum
Teil fehlt dabei eine vollstandige statistische Absicherung. Ziel war daher die
Entwicklung und Validierung einer Methode zur quantitativen Bestimmung von
Phthalaten in Alkohol und SiiBwaren mittels GC-MS.

CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN

Dimethylphthalat (DMP), Diethylphthalat (DEP), Diallylphthalat (DAP), Di-
iso-butylphthalat (DIBP), Di-n-butylphthalat (DBP), Diethylhexyladipat (DEHA),
Butylbenzylphthalat (BBP), Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP), Diheptylphthalat
(DHP) und Di-n-octylphthalat (DNOP) sowie die Lésungsmittel Cyclohexan,
Ethanol (EtOH), Ethylacetat, n-Hexan und 1,1,2-Trichlortrifluorethan wurden
von Merck (Darmstadt) bezogen. Der interne Standard 3,4,5,6-d4-DEHP (d4-
DEHP) wurde selbst synthetisiert. Es wurde eine Phthalat-Stammlésung mit ei-
ner Endkonzentration von 1 g/l in Cyclohexan/Ethylacetat (1:1, v:v) hergestellt.
Aus dieser Losung wurde eine Phthalat-Standardlésung mit einer Endkonzent-
ration von 50 mg/I in Cyclohexan/Ethylacetat (1:1, v:v) gewonnen. Durch Ver-
diinnung dieser Lésung wurden die Kalibrierldsungen mit Endkonzentrationen
von 0,5 bis 20,0 mg/| hergestellt. Die Konzentration des inneren Standards in
den einzelnen Kalibrierlésungen betrug ca. 7,5 mg/I.

Die Reinheit der verwendeten Lésungsmittel Cyclohexan, EtOH, Ethylacetat,
n-Hexan und 1,1,2-Trichlortrifluorethan wurde regelmaBig durch Messung im
GC-MS Uberprift. Zur Vermeidung von Phthalatkontaminationen wurden alle
verwendeten Glasgerate mit Aceton gesplilt und im Trockenschrank bei 220°C
fur mindestens fiinf Stunden ausgeheizt.

GC-MS-METHODE

Fir die GC-MS-Analysen wurde der Gaschromatograph Trace GC in Ver-
bindung mit dem Massenspektrometer Polaris Q und einem CTC-Combi-Pal-
Probengeber verwendet (Thermo Finnigan, Bremen). Datenaufnahme und
-auswertung erfolgten mit der Standardsoftware des Herstellers. Als Trennsadule
diente eine VF-Xms Saule (29,3 m, 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke, Varian,
Darmstadt). Als Tragergas wurde Helium mit einer Flussrate von 1 ml/min ver-
wendet, injiziiert wurden jeweils 1 pl in den Split/splitless-Injektor (splitless flr
1,5 min). GC-Temperaturprogramm: Starttemperatur 100°C, 1 min, 5°C/min auf
270°C, 10°C/min auf 320°C, 10 min. Die Temperaturen fir Injektor, Ionenquel-
le und Transferline betrugen 250°C, 225°C und 280°C. Die Fragmentierung
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Phthalate kon-
nen aus Le-
bensmittel mit
einer einfachen
Fliissig-Fliissig-
Extraktion be-
stimmt werden

erfolgte durch ElektronenstoBionisation mit einer Ionisierungsenergie von 70
eV, die massenspektrometrische Detektion erfolgte im Fullscan Modus (m/z
40-300). Fir die Quantifizierung wurde das Peakfldchen-Verhaltnis des jewei-
ligen Phthalates zu internem Standard d4-DEHP als Funktion der Substanzkon-
zentration berechnet.

OPTIMIERTE EXTRAKTIONSMETHODEN

Fir Alkohol/Spirituosen werden 0,1 ml Probe in ein Reagenzglas mit Schliff
pipettiert, mit 0,1 ml ISTD-Standardlésung und 1 ml 1,1,2-Trichlortrifluorethan
versetzt und eine Minute mittels Reagenzglasschiittler ausgeschiittelt. Anschlie-
Bend wird das 2-Phasengemisch fiinf Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert.
Die Lésungsmittelphase (untere Phase) wird abgezogen, die Probe erneut mit
1 ml 1,1,2-Trichlortrifluorethan versetzt und wie oben beschrieben behandelt.
Die zweite 1,1,2-Trichlortrifluorethanphase wird mit der ersten vereinigt, in ein
GC-Samplerglaschen tberfiihrt und im GC-MS gemessen. Feste, nicht pulver-
férmige oder kristalline Proben werden tiefgefroren und mittels Universalmihle
homogenisiert. Feste, pulverférmige Proben werden vor ihrer Verwendung gut
durchmischt. Zur weiteren Probenvorbereitung werden etwa 10 g homogeni-
sierte Probe in einen 50-ml-Messkolben eingewogen und in EtOH 60% unter
Behandlung im Ultraschallbad fiir fiinfzehn Minuten gel6st. AnschlieBend wird
zur Marke mit EtOH 60% aufgefiillt und die Losung finf Minuten bei 3000 U/
min zentrifugiert, um ungeldste Probenbestandteile abzutrennen.

ERGEBNIS DER METHODENVALIDIERUNG

Die Ergebnisse der Bestimmung der Linearitdt, der Prazision sowie der Wie-
derfindungsraten zeigen, dass die Methode zur Bestimmung von Phthalaten
und DEHA in Alkohol, StiBwaren und Zucker genau und reproduzierbar ist.

BT 1

Pl

Abbildung: Chromatogramm eines nicht-registrierten Alkohols aus Litauen,
der trotz der Vergallung mit Diethylphthalt in dem baltischen Land fiir den
menschlichen Verzehr in den Verkehr gebracht wurde
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Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind sehr niedrig und liegen in ei-
nem fiir die Probenmessung ausreichenden Bereich. Weitere Details zu Metho-
denoptimierung und Validierung sind unseren Originalarbeiten zu entnehmen.

Literatur

- Leitz J., Kuballa T., Rehm J., Lachenmeier D.W. Chemical analysis and
risk assessment of diethyl phthalate in alcoholic beverages with special
regard to unrecorded alcohol. PLoS One 2009; 4: e8127.

- Leitz J,, Kuballa T., Jahnel J., Lachenmeier D.W. Entwicklung einer
schnellen und einfach durchfiihrbaren Methode zur Bestimmung von
Phthalaten in Zucker und SiBwaren. Deutsche Lebensmittel-
Rundschau 2009; 105: 702-706

Acetaldehydbestimmung in Lebensmitteln mittels Headspace-
Gaschromatographie

Das Internationale Krebsforschungszentrum IARC der WHO klassifizierte Acetaldehyd
bislang generell als ,,mdglicherweise krebserregend fiir den Menschen™ (Gruppe 2B). Bei
Aufnahme iiber alkoholhaltige Getranke erfolgte jedoch im Oktober 2009 die Hochstufung
in Gruppe 1 (, krebserregend fiir den Menschen™).

Acetaldehyd (Ethanal, C,H,O) ist eine leichtfliichtige, geruchsaktive Sub-
stanz, die in fermentativ hergestellten Lebensmitteln (z.B. Joghurt, Bier) von
den eingesetzten Mikroorganismen sowie im Zuge der Fruchtreifung genuin in
Obst und Gemiise gebildet wird. Weiterhin wird Acetaldehyd auch in gréBeren
Mengen als Aromastoff eingesetzt und besitzt als solcher den GRAS-Status (,,ge-
nerally recognized as safe"). Zudem wird Ethanol im menschlichen Organismus
obligatorisch Uiber die Zwischenstufe Acetaldehyd zu Essigsdure metabolisiert.

Die Bestimmung von Acetaldehyd erfolgte mittels Headspace-GC/FID (Gas-
chromatographie/Flammenionisationsdetektor). Hierzu konnten flissige und
halbfeste Proben direkt, feste Lebensmittel nach vorhergehender Zerkleinerung
und Homogenisierung in einem handelsiiblichen Mixer eingesetzt werden. Die
Proben wurden mit kiinstlichem Magensaft (Simulated Gastric Fluid nach USP
32) gemischt bzw. in diesem suspendiert, wodurch adsorptiv gebundener Acet-
aldehyd freigesetzt wurde.

Infolge ausgepragter, nicht kompensierbarer Matrix-Effekte wurde fiir die
Quantifizierung das Verfahren der Standardaddition angewendet, welches pra-
zise und gut reproduzierbare Resultate lieferte [Verfahrensvariationskoeffizient
(V,,) < 3 %; Nachweisgrenze (LOD, limit of detection) = 0,05 ug Acetaldehyd
im Headspace-Vial; Bestimmungsgrenze (LOQ, limit of quantitation) = 0,18 ug
Acetaldehyd im Headspace-Vial; Angabe von LOD und LOQ jeweils im Bezug auf
eine ideale Matrix und auf ein Vial-Fillvolumen von 5 ml]. Da es sich hierbei al-
lerdings um eine Extrapolationsmethode handelt, weisen die Analyseergebnisse
naturgemaB einen relativ groBen Vertrauensbereich auf. Die mit unterschiedli-
chen Acetaldehyd-Mengen aufgestockten Probelésungen wurden zunachst un-
ter kontinuierlichem Schiitteln fiir 1 h auf 37 °C erwarmt (CombiPal-Probenge-
ber in Headspace-Ausfiihrung, CTC Analytics, Zwingen/Schweiz), anschlieBend
wurde ein Aliquot aus dem Dampfraum in den Gaschromatographen (Agilent
6890N GC, Agilent Technologies, Santa Clara/USA) injiziert (Splitless-Modus,
Injektortemperatur: 140 °C) und auf einer polaren Polyethylenglykol-Phase

Headspace-
Gaschromato-
graphie erlaubt
die empfindliche
und selektive
Bestimmung von
Acetaldehyd
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Drangensaft

* Joghurt

Abbildung: Gaschromatogramm eines Orangendirektsafts (oben; Acetaldehyd-
Gehalt: 5,9 +/- 0,3 mg/kg) und eines Joghurts (unten; 12,3 +/- 0,4 mg/kg).

(DBWAX®: 58,0 m Lange; 0,32 mm i.D.; 0,50 um Filmdicke; Agilent Technolo-
gies, Santa Clara/USA) getrennt. Als Tragergas dient Helium mit einer konstan-
ten Flussrate von 2,0 ml/min, die Elution erfolgt isotherm bei 30 °C (Retenti-
onszeit von Acetaldehyd: 5,94 = 0,04 min).

Die am CVUA Karlsruhe untersuchten Proben (n = 120) stimmten in ih-
rem Acetaldehyd-Gehalt teilweise sehr gut mit den publizierten Werten Uberein
[z.B. Apfel: 0,97 + 0,80 mg/kg; publiziert: 0,2-2,2 mg/kg), teilweise ergaben
sich jedoch auch erhebliche Diskrepanzen (z.B. Orangensaft: 3,86 + 2,88 mg/
kg; publiziert: 0,7-192 mg/I). Mit 17,0 mg/kg wurde die hdchste Acetaldehyd-
Konzentration in einem Joghurt nachgewiesen (publizierter Maximalgehalt in
Joghurt: 76 mg/kg). Basierend auf den generierten Daten und unter Annah-
me Ublicher Verzehrsmengen liegt die Acetaldehyd-Belastung in Deutschland
fur Nicht-Trinker und -Raucher deutlich unter 0,1 mg/kg Kérpergewicht/Tag
(Manner: 0,042 mg/kg KG; Frauen: 0,044 mg/kg KG/d), wohingegen ein dem
Bundesdurchschnitt entsprechender Alkohol- und Zigarettenkonsum mit einer
erheblichen Zunahme der Acetaldehyd-Exposition einhergeht.

Verbesserte Probenaufreinigung mit automatischer Parallel-
verdampfung zur Bestimmung von Ethylcarbamat in Spirituosen

Die Analyse der krebserregenden Kontaminate Ethylcarbamat in alkoholhaltigen
Getranken ist sehr zeitaufwéndig und somit teuer. Am CVUA Karlsruhe wurde das beste-
hende Verfahren durch moderne Geratetechnik optimiert.

Aufgrund von mdglichen Matrixstérungen ist vor der gaschromatographisch-
massenspektrometrischen Messung eine Probenaufreinigung Uber Kieselgur-
saulen (Extrelut) notwendig. Der limitierende Schritt hierbei ist die Rotations-
verdampfung des organischen Eluats. Die Durchfiihrung erfolgt bisher manuell
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Abbildung: Prinzip der automatischen Verdampfung auf ein definiertes Rest-
volumen. Durch die gekiihlte Zone an der Unterseite der Ausstiilpung des
Probenglases wird der Verdampfungsprozess gestoppt, sobald der Fliissig-
keitsspiegel die Kiihlzone erreicht. Die Analyten werden gleichzeitig vor ther-
mischer Zersetzung geschiitzt (Abbildung: Biichi Labortechnik, Essen)

und dauert etwa 20 bis 30 min pro Probe. Am CVUA Karlsruhe wurde die
Anwendung eines Parallelverdampfungsgerats erstmals fir die Ethylcarbamat-
analytik entwickelt, mit dem 12 Proben gleichzeitig auf ein bestimmtes Restvo-
lumen eingedampft werden kdnnen, ohne dass ein manuelles Eingreifen erfor-
derlich ist. Eine wesentlich effizientere und kostenglinstigere Bestimmung ist
somit mdglich.

Die Methodenvalidierung zeigte keine Unterschiede zwischen der vollauto-
matischen Parallelverdampfung und der manuellen Methode. Die Anwendbar-
keit wurde durch Analyse von authentischen Spirituosenproben aus Deutsch-
land, Kanada und Brasilien belegt. Bei den brasilianischen Cachacas konnte in-
teressanterweise eine relative groBe Tendenz zur Ethylcarbamatkontamination
festgestellt werden (56% der Proben hatten Gehalte oberhalb 0.15 mg/I, dem
brasilianischen Grenzwert). Auf Grund der méglichen gesundheitlichen Relevanz
sollte diese Produktgruppe weiteren Untersuchungen unterzogen werden.

Literatur

- Lachenmeier DW, Kuballa T, Lima MCP, Nébrega ICC, Kerr-Corréa F,
Kanteres F, Rehm J: Ethyl carbamate analysis in German fruit spirits
and Brazilian sugarcane spirits (cachaga): Improved sample cleanup
with automated parallel evaporation. Deut Lebensm Rundsch 2009,
105:507-512.
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Anwendung der Nahinfrarotspektroskopie (NIR) bei der
Untersuchung von Fleischerzeugnissen

Die Nahinfrarotspektroskopie (NIR) erlaubt ein sehr schnelles Screening von
Fleischerzeugnissen wie Wurstwaren auf ihre Zusammensetzung. Es wurden vergleichen-
de Untersuchungen mit klassischen Methoden durchgefiihrt und Kriterien ermittelt, die
eine Einordnung der Proben in ,sicher nicht zu beanstanden™ und ,, méglicherweise zu be-

anstanden" erlaubt.

NIR kann auf-
wandige chemi-
schen Analysen

ersetzen

Mit dem beschafften NIR-Spektrometer kdnnen in Fleischwaren die Haupt-
bestandteile Eiwei3 (Protein), Fett, Wasser und Bindegewebe untersucht wer-
den. Ein wesentlicher Vorteil der Methodik besteht darin, dass diese Parameter
nach einer Homogenisierung der Proben ohne weitere Vorbereitung mittels
Infrarotstrahlung vermessen werden kdnnen. Aus dem erhaltenen Spektrum
lassen sich durch Auswertung mit einer Datenbank (Kalibration) die genann-
ten Bestandteile berechnen. In die Datenbank sind die Ergebnisse zahlreicher
nasschemischer Untersuchungen mit den dazugehdrigen Spektren eingegan-
gen. Die NIR-Analyse dauert nur wenige Sekunden und liefert dann neben den
Grundparametern auch weitere hieraus zu berechnende GréBen, die vor allem
bei der Beurteilung von Wurstwaren relevant sind, wie bindegewebseiweiBfrei-
es Fleischeiweil3 (BEFFE) und der Anteil von bindegewebseiweiBfreiem Fleisch-
eiweil im FleischeiweiB (relatives BEFFE). Allerdings ist die Analytik mittel Na-
hinfrarotspektroskopie (NIR) keine amtlich anerkannte Methode fiir alle diese
Parameter und hat je nach Parameter unterschiedlich groBe Abweichungen zu
den amtlichen Methoden. Somit sind Proben, die bei dieser Analytik auffallen,
anschlieBend in Bezug auf die mdglichen Beanstandungsgriinde weiterhin mit
den klassischen chemischen Methoden nachzuuntersuchen.

Methodisch wurde so vorgegangen, dass zundchst alle Proben mittels NIR
und den bewahrten Routinemethoden parallel untersucht wurden. Aus den Er-
gebnissen wurden dann die Differenzen zwischen den NIR-Werten und den
wahren Werten fir jede Probe und jeden Analyten ermittelt. Aus diesen Ein-
zeldifferenzen wurden dann die mittleren Abweichungen flir unterschiedliche
Produktgruppen berechnet, aus denen anschlieBend die Abweichungen von
den nach der allgemeinen Verkehrsauffassung erforderlichen Werten bestimmt
werden, die bei einer Analyse mit dem NIR-Spektrometer Uberschritten sein
mussen, damit die Probe als unverdachtig anzusehen ist und nicht mehr che-
misch auf diese Parameter untersucht werden muss. Diese Sicherheitsspannen
wurden so gewahlt, dass jeweils die doppelte Standardabweichung von dem
Mittelwert zugrunde gelegt wurde. Mit dieser Abweichung sollten dann mindes-
tens 95 % der zu beanstandenden Proben als ,verdachtig" erkannt werden.
2010 wurden mit der NIR insgesamt 298 Proben routinemaBig untersucht.

Tabelle: Untersuchte Fleisch- und Wurstwaren mittels NIR

Gesamtprobenzahl Nach  NIR-Ergebnis nicht
zu beanstanden
Briihwurst 124 69 (55 %)
Rohwurst 57 23 (60 %)
Frisches Fleisch/ 117 52 (44 %)

Fleischzubereitungen
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Somit konnte bei diesen Produktgruppen bereits im letzten Jahr ein erhebli-
cher Teil der chemischen Untersuchungen eingespart werden, es ist beabsich-
tigt bei ausreichender Datenlage diese Kalkulation bei weiteren Produktgrup-
pen durchzufiihren.

Sudanfarbstoffe in Chilisaucen

Sudanfarbstoffe werden als Schonungsmittel in Paprika- und Chilierzeugnissen verwen-
det. In der Europdischen Union sind sie jedoch nicht als Zusatzstoffe zugelassen, da es
nach oraler Aufnahme zur Abspaltung von Aminen kommen kann, die zum Teil als kan-
zerogen (IARC, Kategorie 2) eingestuft sind. Sudan I ist als kanzerogen und mutagen je-

weils in Kategorie 3 eingeordnet.

Fir die Extraktion von Sudanfarbstoffen und anderen fettldslichen kiinstli-
chen Farbstoffen aus Lebensmitteln wurden in den bisher verdéffentlichten Me-
thoden meist Aceton/Acetonitril (Extraktionsmittel) genannt, um diese Farb-
stoffe aus dem Lebensmittel herauszuldsen. Bei ChilisoBen kénnen mit Ace-
ton/Acetonitril aufgrund der schlechten Loslichkeit einige der Sudanfarbstoffe
jedoch kaum herausgeldst werden. Der hohe Wasseranteil in ChilisoBen fiihrt
quasi zu einer Verdiinnung des Extraktionsmittels und die Losekraft reicht nicht
mehr aus, um alle Sudanfarbstoffe vollstandig zu erfassen (zwischen weniger
als 20% fir Sudan 1V, Sudanrot B und Sudanrot VII B und 70% fir Toluidinrot
und Sudan Orange G).

Fir die Entwicklung der nachfolgend beschriebenen Methode zur Bestim-
mung von Sudanfarbstoffen in Chilisduren wurden Sudan I, Sudan IV und To-
luidinrot ausgewahlt. Sudan I ist aufgrund seiner chemischen Struktur am Bes-
ten, Sudan IV am Schlechtesten mit dem bisher verwendeten Extraktionsmittel
I6slich. Toluidinrot liegt dazwischen. Ziel war eine vollstéandige Extraktion aller
Sudanfarbstoffe in einem Arbeitsgang und eine reproduzierbare und einfache
Routinemethode. Zur Methodenentwicklung wurde zunachst ein Losungsmit-
telversuch mit verschiedenen organischen Losungsmitteln fiir die drei genann-
ten Analyten durchgefiihrt. Ethylacetat stellt das optimale Lésungsmittel flr
alle drei Analyten dar, wahrend die bisher verwendeten Lésungsmittel Aceton
und Acetonitril nur ein maBig gutes Lésungsverhalten aufweisen. Mit diesem
Ldsungsmittel wurde anfanglich eine Fliissig-Flissig-Extraktion durchgefiihrt,
diese jedoch um den Ldsungsmittelverbrauch zu reduzieren und eine gréBe-
re Phasengrenzenoberflache zu erreichen, durch eine Solid Supported Liquid
Extraction (SLE) mit modifizierter Diatomeenerde (Isolute HM-N®) ersetzt und
anschlieBend letztere Methode etabliert. Die Auswertung erfolgte lber exter-
nen Standard (ESTD) und internen Standard (ISTD) mit deuterierten Referenz-
substanzen von Sudan I und Sudan IV. Hierbei ergab sich folgende Vorgehens-
weise:

- Verdiinnung der Probe mit Wasser und Zugabe des ISTD
- Aufgabe der Probe auf eine Isolute HM-N® Saule
- Extraktion mit Ethylacetat nach einer Einwirkzeit von 10 min

- Einengen des Ldsungsmittels, Aufnahme des Riickstands in Aceton/
Acetonitril (10:80)

- Messung mit HPLC-MS/MS

Konventionelle
Losungsmittel
konnen zu deut-
lichen Unterbe-
funden fiihren

Ethylacetat ist
das optimale
Losungsmitel
bei der
Extraktion von
Sudanfarbstof-
fen aus
ChilisoBe
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Tabelle: Kenndaten der Validierung von Sudan I, Sudan IV und Toluidinrot

Nachweis- |Bestimmungs-| Mittelwert| Wieder- Aus-

Substanz grenze grenze + Stabw | findung | wertung
[ng/kg] [rg/kg] [ng/kg] [%] uber
Sudan I 10 30 46,8+£0,7 | 90,7+1,2 ISTD
Sudan IV 10 30 828,7+57,7 | 122,6+8,5 ISTD
Toluidinrot 10 30 315,8+25,5| 89,7+7,2 ESTD

Um die Eignung der Methode und die Messunsicherheit zu testen, wurde
eine Probe mit bekanntem Gehalt an Sudan I und IV sowie Toluidinrot analy-
siert (genaue Ergebnisse siehe Tabelle). Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich,
dass die quantitative Extraktion und die Bestimmung von unzulassigen fettlos-
lichen Farbstoffen wie den Sudanfarbstoffen mit dieser neuen Methode relativ
einfach und mit wenig zeitaufwandiger Probenvorbereitung méglich ist. Auch
in einer nach der Validierung durchgefiihrten Laborvergleichsuntersuchung mit
TabascosoBe erbrachte das CVUA Karlsruhe fiir die Farbstoffe Pararot und Su-
dan I sehr gute Ergebnisse.

Neue Methode
erfolgreich in
LVU erprobt

Abbildung: Auswahl untersuchter ChilisoBen

Die Wahl des Extraktionsmittels und die Anpassung des Extraktionsmittels
an die Probenmatrix ist beim Nachweis nicht zugelassener fettldslicher kiinstli-
cher Farbstoffe von entscheidender Bedeutung fiir die jeweilige Fragestellung.
Die Ubertragung einer Validierung von einer Matrix auf eine andere ist auch bei
ahnlichen Matrizes somit grundsatzlich abzulehnen und eine alleinige Bestim-
mung der Ublichen Verfahrenskenndaten ohne Optimierung der Extraktionsbe-
dingungen nicht ausreichend.

Literatur
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Melaminanalytik in Babynahrung

Auch bei gut etablierten Methoden kdnnen bei geringfiigiger Matrixanderung bose

Uberraschungen auftreten. Im Rahmen einer Diplomarbeit wurde die Aufreinigung von

Probenextrakten zur Melaminbestimmung mit Hilfe eines Pipettierroboters automati-
siert. Bei der Analytik von Sauglingsnahrung fiel auf, dass Sauglingsnahrung nicht gleich
Sauglingsnahrung ist. Fiir hypoallergene Sauglingsnahrung muss die Aufarbeitung modifi-

ziert werden, um Melamin nachweisen zu kdnnen.

Im Jahresbericht 2008 wurde liber die Untersuchungstatigkeit anlasslich des
Melamin-Skandal in China berichtet. In China waren gehauft Falle von Nieren-
insuffizienz bei Sduglingen aufgetreten. Als Ursache wurde Melamin-verunrei-
nigtes Milchpulver identifiziert. Melamin wurde dem Milchpulver zugesetzt, um
einen hoheren Eiweigehalt vorzutduschen. Es erhdht den Gesamtstickstoff-
gehalt, der zur Berechnung des EiweiBgehaltes dient. Bereits im Jahr davor
tauchte in den Vereinigten Staaten von Amerika mit Melamin verunreinigtes
Hunde- und Katzenfutter auf. Auch Futtermittel werden nach ihrem Proteinge-
halt beurteilt. Hier konnte Melamin in der ,Zutat" Weizengluten, das aus China
stammte, nachgewiesen werden.

Im Winter 2008/2009 zog das Problem weltweit immer gréBere Kreise und
es wurden zahlreiche positive Befunde in Lebensmitteln ermittelt (Backtrieb-
mittel, Eipulver, Milchpulver, milchpulverhaltige Lebensmittel wie Bonbons und
Backwaren, milchpulverhaltige Kaffeegetranke, Fischfutter). Bis auf eine Rei-
he von positiven Befunden in Hirschhornsalz und milchpulverhaltigen Bonbons
war Deutschland gliicklicherweise kaum betroffen. Dennoch wurden vor allem
sensible Produkte wie Sduglingsnahrung im Auge behalten. Um in Fallen wie
diesem der dramatischen Probenflut aus nahezu allen Fachbereichen zukiinftig
besser gerecht werden zu kdénnen, wurde die Probenaufarbeitung tber Fest-
phasenextraktion im Rahmen einer Diplomarbeit exemplarisch anhand der Mel-
amin-Analytik automatisiert und optimiert. Dabei fiel auf, dass die Aufreinigung
Uber Festphasenextraktion (Kationen-Austausch-SPE), die bei vielen Probenma-
trices, wie Backwaren und auch normaler Sauglingsnahrung, véllig problemlos
verlief, bei hypoallergener Sauglingsnahrung nicht zu verwertbaren Ergebnis-
sen flihrte. Zugesetztes Melamin wurde nicht wiedergefunden. Hypoallergene
Sauglingsnahrung unterscheidet sich von herkdmmlicher durch die Art der Pro-
teinquelle. Verwendet werden hier Proteinhydrolysate (teilabgebautes Molken-
protein). Naheliegend war, dass dieses Molkenproteinhydrolysat zur Stérung
der Analytik fiihrt. Um diese Hypothese zu belegen wurde Molkenprotein einer
Saurehydrolyse unterzogen (6 N HCl bei 110 °C). Da der Hydrolysegrad der
Molkenproteine in den Proben nicht bekannt war, wurden einzelne Ansatze mit
unterschiedlich langen Hydrolysezeiten aufgeschlossen. Die Ansdtze wurden so
hergestellt, dass die Proteingehalte in der Endlésung etwa dem Gehalt in den
Probenextrakten von hypoallergener Sduglingsnahrung entsprach. Nach Mel-
aminzusatz wurde mit der etablierten Methode aufgearbeitet. Die Ergebnisse
sind in der Abbildung dargestellt.

Vom zugesetzten Standard wurden noch Spuren im Ansatz mit der gerings-
ten Hydrolysezeit (30 min) wiedergefunden. In allen weiteren hydrolysierten
Ansdtze war das zugesetzte Melamin nicht mehr nachweisbar. Zur Beseitigung
der vermeintlichen Stérmatrix wurden verschiede in der Lebensmittelanalytik
etablierte Methoden zur Matrixféllung an hypoallergener Sauglingsnahrung
ausgetestet, um diese zu beseitigen. Keines der Verfahren fiihrte zum Erfolg.

Eine hohe

Probenbelastung

ist mit einem

hohen Automa-

tisierungsgrad
zu bewaltigen
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Hypoallergene
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Abbildung: Peakfldchen des zugesetzten Standards bei verschiedenen
Hydrolysezeiten

Des Ratsels Losung lag schlieBlich in der Verdiinnung des Probenextrak-
tes vor der SPE-Aufarbeitung. Probenextrakte mit hydrolysiertem Molkenei-
weiB enthalten eine deutlich groBere Anzahl kurzkettiger Peptidbruchstiicke
bzw. Aminosduren und damit eine viel hohere Ionenfracht. Diese fiihrt zu einer
Uberladung der Ionenaustauscher-SPE-Siule. Melamin-Molekiile werden an
den ,Bindungs-Stellen® von der Ubermacht anderer Ionen verdréngt und kon-
nen bei der Aufarbeitung nicht isoliert werden. Bereits ab einer Verdiinnung des
Probenextraktes um den Faktor fiinf konnten nahezu 100% des zugesetzten
Melamins wiedergefunden werden.

Dieses Beispiel unterstreicht die enorme Wichtigkeit der matrixbezogenen
Validierung von Analysenverfahren. Durch die Miniaturisierung kdnnen zukiinf-
tig erhebliche Mengen Losemittel bei der Aufarbeitung eingespart werden.
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Probenansatze mit unterschiedlicher Verdiinnung

Abbildung: Wiederfindungsraten bei verschiedenen Verdiinnungen, Melamin-
Zusatz 200 mg
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Natamycin in Wein

In Europa traten im Jahr 2009 Fille von natamycinhaltigen Import-Weinen aus

Argentinien auf. Auch nach Deutschland importierte Weine waren betroffen. Bisher

war Natamycin ein Analysenparameter, der mit der Uberwachung von zulissigen

Hoéchstmengen in Rohwiirsten und Hartkdse verkniipft war. Das Antimykotikum darf fiir
diese Lebensmittelgruppe als Oberflaichenbehandlungsmittel eingesetzt werden, um un-

erwiinschten Pilzbefall zu vermeiden.

Bei Einhaltung der zuldssigen Hochstmengen und Entfernung der Kaserinde
vor dem Verzehr, ist es nahezu auszuschlieBen, dass der Verbraucher uner-
wiinscht Natamycin iber Lebensmittel aufnimmt. Natamycin wird kritisch beur-
teilt, da ein unkontrollierter Verzehr ein mdgliches Resistenz-Risiko birgt. Nata-
mycin wird im humanmedizinischen Bereich als Mittel gegen Pilzinfektionen z.B.
am Auge eingesetzt. Im europaischen Raum ist die Verwendung von Natamycin
in Lebensmitteln auf die nicht-verzehrten Oberflaichen von Rohwirsten und
Hartkdse beschrankt und fiir andere Lebensmittelgruppen nicht zulassig.

Am CVUA Karlsruhe wurde eine bereits etablierte Methode mittels HPLC-
UV/VIS aus dem Bereich , Lebensmittel tierischer Herkunft" auf die Matrix Wein
angepasst. Kritisch kann die Messung am HPLC-UV/VIS deshalb sein, weil Wein
im Gegensatz zu Kase eine sehr auffallige und signalintensive Begleitmatrix mit
sich bringt.

Dennoch kdnnen alle Stérsubstanzen weitgehend und gut abgetrennt wer-
den und Natamycin aufgrund seines charakteristischen Spektrums mit einer
Nachweisgrenze von 10 pg/L Wein empfindlich nachgewiesen werden. Eine
Absicherung mittels LC-MS ist grundsatzlich empfehlenswert und bei einigen
Proben auch unbedingt nétig.

Bundesweit wurde mittlerweile ein Eingreifwert von 5 pg Natamycin pro Liter
Wein festgelegt, ab dem VollzugsmaBnahmen eingeleitet werden. Natamycin ist
kein stabiler Analyt. Aus der Literatur ist bekannt, dass er sich bei Einwirkung
von Licht und auch bei der Einwirkung von Saure und Lauge zersetzt. Er ist in
methanolischen Losungen unter Kiihlung und Lichtschutz sehr gut haltbar, aber
in wassrigen Losungen oder am Licht findet ein Abbau statt. Auch im sauren
Milieu von Wein ist ein Abbau zu erwarten. Schon bei der ersten Messung von
Aufstockversuchen zur Etablierung einer niedrigeren Nachweisgrenze wurde
ein deutlicher Natamycinabbau festgestellt. Zur Charakterisierung des

DAD1 A SgR004 6 R =15 100(CICHENG2A DATATESTIO5.0701)
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Abbildung: HPLC-UV/VIS-Chromatogramme von Kase- und Weinextrakten
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Erstmals wurden
auch Abbaupro-
dukte von Na-
tamycin in Wein
nachgewiesen

Natamycinabbaus in Wein wurden Weisswein, Rotwein und eine Modellweinl6-
sung (10 ml Ethanol, 1 g Glycerin, 0,4 g Weinsaure auf 100 ml dest. Wasser,
pH=2,4) mit Natamycin versetzt und bei Raumtemperatur gelagert. Dabei wur-
de festgestellt, dass ein statistisch signifikanter Abbau von 14 % (P=95%, n=5)
bereits innerhalb der ersten zwei Tage (Zusatzversuch: Natamycin 200 ug/l in
WeiBwein) erfolgt. Innerhalb einer Woche sind etwa 50% der zugesetzten Men-
ge abgebaut (Zusatzversuch mit 100 pg/L=0,1 mg/L Natamycin). Der Abbau
verlauft in Weisswein, Rotwein und Modellweinlésung ahnlich schnell und ldsst
sich auch nicht durch lichtgeschiitzte Lagerung oder Zusatz von Ascorbinsdure
als Oxidationsschutz beeinflussen. Er ist im Wein in erster Linie saureinduziert.
Aus der pharmazeutischen Literatur ist bekannt, dass als Zersetzungsprodukt
zundchst ein Aminozucker (Mucosamin) aus Natamycin abgespalten wird und
eine Reihe von Abbauprodukten entstehen, bei denen der Makrolid-Grundkor-
per von Natamycin noch erhalten bleibt.

Diese Abbauprodukte konnten bei einem Aufstockversuch mit
20.000 pg Natamcin/L festgestellt werden und waren nach sechs Wochen voll-
standig abgebaut. Weder Natamycin noch der Natamycingrundkérper waren
nach dieser Zeitspanne in der aufgestockten Probe nachweisbar. Dies kann als
Indiz dafiir interpretiert werden, dass auch die mégliche antimykotische Wir-
kung der Abbauprodukte nicht mehr gegeben ist. Der abgespaltene Aminozu-
cker Mucosamin bleibt erhalten und kann auch nach dem vollsténdigen Abbau
von Natamycin noch mittels LC-MS nachgewiesen werden.

Vor dem Hintergrund des schnellen Natamycinabbaus sowie teilweiser un-
terschiedlicher Nachweis- und Bestimmungsgrenzen verschiedener Labore
kdnnte sich bei dem bundesweiten sehr niedrigen Eingreifwert von 5 pg/L die
Frage stellen, warum eine Probe zu beanstanden ist, bei der der eigentliche Be-
anstandungsgrund bereits nicht mehr nachweisbar ist. Rechtlich ist dies sicher
keine Frage. Eine unerlaubte 6nologische Behandlung wurde nachgewiesen.
Damit ist das Verkehrsverbot begriindet, auch wenn Natamycin moglicherweise
bereits abgebaut ist, wenn die Weinflasche den Konsumenten erreicht hat. Dies
wirde auch gelten, wenn Abbauprodukte von Natamycin nachgewiesen werden
kdnnten. Zu beachten ist nattirlich auch, dass zur toxikologischen Bedeutung
der Abbauprodukte keine Daten vorliegen und im Zweifel immer zugunsten
des Verbrauchers und des Verbraucherschutzes zu handeln ist. Hinzu kommt,
dass auf Natamycin bei einer guten weinkellerischen Hygiene verzichtet werden
kann.

Der Natamycinabbau verlauft in
Rotwein, Weisswein und Modellwein

0,08 mg/l - ahnlich

0,06 mg/l 1 :\\<
0,04 mg/l

0,02 mg/l q ’\’\:

0, mg/l

0,1 mg/l

od 2d 4d 6d 8d 10d

Abbildung: Natamycin-Abbau in Rotwein, WeiBwein und Modellwein
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Trotzdem erscheint insbesondere vor dem Hintergrund des schnellen und
vollsténdigen Abbaus von Natamycin eine Eingreifgrenze, die sich an der Nach-
weisgrenze der empfindlichsten verfiigbaren Methodik orientiert, fragwiirdig.
Letztlich sollte diese Entscheidung eher aus toxikologischer als aus messtechni-
scher Sicht getroffen werden. Womaoglich ware der Einsatz der robusten, preis-
werteren, jedoch weniger empfindlichen HPLC-UV/VIS-Methode dienlicher als
die Orientierung am technisch machbaren. Derzeit wird der bisherige Eingreif-
wert von 5 ug/l seitens der zustindigen Behérden einer Uberpriifung unter-
zogen.

Nachweis von Methicillin-resistsenten Staphylococcus aureus

(MRSA) in Lebensmitteln tierischer Herkunft

Immer haufiger wird MRSA aus Lebensmitteln tierischen Ursprungs nachgewiesen. Um
iiber ein zuverldssiges Verfahren zu verfiigen wurde eine Methode bestehend aus kultu-

rellem Nachweis und der Real-Time PCR etabliert.

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) sind weltweit als be-
deutende Erreger sogenannter nosokomialer Infektionen — im Krankenhaus er-
worben — bei Mensch und Tier verbreitet. Darliber hinaus wird in zunehmendem
MaBe die Besiedlung klinisch gesunder Nutztiere mit MRSA beschrieben. Diese
Keime zeichnen sich durch Resistenzen gegentiber einer Reihe von Antibiotika
aus und sind in der Lage schwer therapierbare Wundinfektionen, Entziindungen
der Atemwege und Septikdmien zu verursachen. Die Ubertragung von MRSA
durch Lebensmittel tierischer Herkunft auf Menschen ist bislang nicht hinrei-
chend erforscht. Als mégliche Ubertragungswege werden der Verzehr sowie
der Kontakt mit kontaminierten Lebensmitteln diskutiert. Von der Isolierung der
Erreger aus Lebensmitteln wird mit steigender Haufigkeit berichtet. So wurden
hohe Pravalenzen an MRSA insbesondere in rohem Geflligelfleisch festgestellt.
Aber auch in rohem Kalb-, Rind-, Schweine-, Schaf- und Wildfleisch sowie in
Kuhmilch und Kase konnten die Erreger nachgewiesen werden. Dariiber hinaus
wurden MRSA in den vergangenen Jahren in zahlreichen Léndern wie etwa
Niederlande, Belgien, Kanada, Spanien und Deutschland bei klinisch gesunden
Schweinen nachgewiesen. Auch bei Untersuchungen in Deutschland wurde bei
Schweinen wie auch bei beruflich exponierten Personen eine Besiedlung mit
MRSA festgestellt. Aufgrund dieser Erkenntnisse (iber die Verbreitung von

Abbildung: MRSA auf chromogenem Agar
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MRSA in Lebensmitteln verschiedener Tierarten misst das Bundesinstitut fiir
Risikobewertung (BfR) der Klarung der Frage, in welchem AusmaB in Deutsch-
land vermarktete Lebensmittel tierischer Herkunft mit diesen Erregern belastet
sein konnen, eine hohe Bedeutung bei. Demzufolge wurde die Untersuchung
von Lebensmitteln auf MRSA in den Zoonosen-Stichprobenplan fiir 2009 auf-
genommen.

Dariiber hinaus wurde im CVUA Karlsruhe ein breites Spektrum von insge-
samt 292 Lebensmittelproben auf MRSA untersucht. Neben der Uberpriifung
von rohem Fleisch wurde ein besonderer Schwerpunkt auf die Untersuchung
von Rohmilch und Rohmilchkase gelegt.

Fiir den Nachweis von MRSA aus Lebensmitteln wurden 25 g Probe in 225 ml
Miiller-Hinton Bouillon mit 6,5 % NaCl homogenisiert. Diese Voranreicherung
wurde aerob bei einer Temperatur von +37°C fiir 16—-20 Stunden bebriitet.

AnschlieBend erfolgte eine Selektivanreicherung, bei der 1 ml der Voran-
reicherung in 9 ml Trypton-Soja-Bouillon mit 3,5 mg/l Cefoxitin und 75 mg/I
Aztreonam Uberpipettiert und bei +37°C fiir 16-20 Stunden bebriitet wurde.
Zur Isolierung wurde die bebritete Selektivanreicherung auf chromogenen
MRSA-Selektivagar ausgestrichen und bei +37°C fiir 24 Stunden bebritet. Finf
verdachtige Kolonien wurden ausgewahlt und auf RPF (Rabbit Plasma Fibrino-

Einwaage 1.10
und 25 g Frobe + 225 mi Mller- Hintan
Vaeranralcherung Eowdlom rrf B2 % Nall

9 ml Trypton-Saoja-Bow bon it 3.5 mog
Cefmatin und 75 g AZEreonam

Selektivanreicherung

Aussatrich
L 3

Isalisrung Chromogener MESA-Zelekdn agar

5 werdBchige Kolyrmen

w

RFF-Agar
Blutagar
Katalasete st
Erartarbung

|

[ Rial-Time PCR

Identifizierung

Abbildung: Kultureller Nachweis von MRSA und Bestatigung der Isolate mit
Real-Time PCR
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gen)-Agar sowie zur Beurteilung der Hamolyse auf Blutagar fiir 24—48 Stunden
bei +37°C subkultiviert. Die weitere Bestdatigung erfolgte mittels Gramférbung
und Katalasetest.

Durch den alleinigen Einsatz der aufgefiihrten Bestatigungsreaktionen ist
lediglich die Zuordnung der Isolate zur Spezies Staphylococcus aureus mog-
lich. Die Einstufung als MRSA basiert bei dem kulturellen Nachweisverfahren
ausschlieBlich auf der Beurteilung der fiir den jeweiligen MRSA-Selektivagar
typischen Koloniemorphologie und korreliert somit direkt mit dessen Sensitivi-
tat und Spezifitat.

Zur abschlieBenden Bestdtigung der Isolate wurde eine Real-Time-PCR
durchgefiihrt. Dazu wurde ein kommerzielles System verwendet (SureClin®
PATHOGEN MRSA PLUS V, Congen), welches DNA-Abschnitte einer Staphylo-
coccus aureus-Sequenz und einer mecA-Sequenz amplifiziert.

Im Rahmen der laborinternen Validierung wurde die Eignung und Leistungs-
fahigkeit des neuen Verfahrens bestimmt. Zur Bestimmung der Nachweisgren-
ze des kulturellen Verfahrens wurden vier Lebensmittelmatrizes (rohes Fleisch,
kurzgereifte Rohwurst, Rohmilch, Rohmilchkdse) mit Keimgehalten von ca. 10°,
10 und 10? KbE MRSA pro 25 g Lebensmittel beimpft. Die Bestimmung der
Nachweisgrenze der Real-Time-PCR mit Reinkulturen erfolgte iber den Nach-
weis von vier MRSA-Referenzstédmmen mit Keimgehalten im Bereich von 10¢,
102 und 103 KbE/ml. Fir das kulturelle Verfahren wurde bei rohem Fleisch und
Rohwurst eine Nachweisgrenze im Bereich von 10° KbE/25g, bei Rohmilch im
Bereich von 10!-102 KbE/25ml und bei Rohmilchkdse im Bereich von 102 KbE/
25g ermittelt. Fir die Real-Time-PCR wurde eine Nachweisgrenze von 5 KbE/
Ansatz bestimmt.

Mit dem kombinierten Verfahren aus kulturellen und molekularbiologischen
Methoden wurden 292 Lebensmittelproben tierischer Herkunft untersucht, dar-
unter 195 Proben rohes Fleisch, 67 Proben Rohmilch und 30 Proben Kase.

Tabelle: Ubersicht der untersuchten 292 Lebensmittelproben und Anzahl
der positiven Ergebnisse

Probe Anzahl MRSA positiv
Schweinefleisch 61 6
Rindfleisch 40 14
Hackfleisch (gemischt) 18 1
Putenfleisch 38 12
Wildfleisch 38 0
Rohmilch 67 2

Kase 30 0

Ein mehrstufiges
Verfahren zur
Bestimmung
von Methicil-
lin-resistentem
Staphylococcus
aureus wurde
entwickelt
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Der Nachweis von MRSA verlief bei 33 der 195 untersuchten Rohfleischpro-
ben positiv. Dies entspricht einer Kontaminationsrate von 16,9 %. Im einzelnen
konnten MRSA aus zwolf Proben Puten- (31,6 %), 14 Proben Rind- (35 %),
sechs Proben Schweinefleisch (9,8 %) sowie einer Probe Hackfleisch gemischt
(5,5 %) isoliert werden. In Wildfleisch wurden MRSA nicht nachgewiesen. In-
nerhalb der 67 untersuchten Rohmilchproben verlief der MRSA-Nachweis zwei
mal positiv (2,9 %). Dagegen wurden MRSA in Kase nicht festgestellt. Bezogen
auf die Gesamtprobenzahl konnte eine Kontaminationsrate von 11,9 % ermit-
telt werden.

Das im Rahmen der Untersuchungen eingesetzte kulturelle Verfahren in
Kombination mit der Real-Time-PCR zur Bestdtigung der Isolate erwies sich
zum Nachweis von MRSA in Lebensmitteln als geeignet. Verglichen mit ro-
hem Fleisch und Rohwurst wurde fiir Rohmilch und Rohmilchkdse eine héhere
Nachweisgrenze ermittelt. Analog konnte bei diesen Lebensmittelmatrizes ein
Wachstum von taxonomisch eng mit MRSA verwandten Begleitkeimen festge-
stellt werden.

Im Rahmen der hier dargestellten Studien konnten MRSA in rohem Puten-,
Rind- und Schweinefleisch sowie in Rohmilch nhachgewiesen werden, was auch
eine weite Verbreitung der Erreger in Lebensmitteln tierischen Ursprungs ver-
deutlicht.
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