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Ausgangssituation:

Fir Unternehmen der Lebensmittelindustrie sind
Qualitatssicherung und Verbraucherschutz es-
sentielle Voraussetzungen fir den Erhalt der
Leistungs- und Wettbewerbsfahigkeit. Im Fall
von Getreide und Getreideprodukten ist dabei
vor allem der Nachweis von Mykotoxinen von
herausragender Bedeutung. Mykotoxine sind
hochwirksame Giftstoffe, die von verschiedenen
pflanzenpathogenen Schimmelpilzgattungen ge-
bildet werden und schon bei geringer Konzentra-
tion in Lebensmitteln oder Futtermitteln eine Ge-
fahr fir die Gesundheit von Mensch und Tier
darstellen kénnen. Daher wurden in der EU fir
eine ganze Reihe dieser Verbindungen im Rah-
men von gesetzlichen Regelungen Hochstwerte
festgelegt. Da diese Pilzgifte auch durch auf-
wandige BehandlungsmalRnahmen nur unzu-
reichend aus dem Erntegut entfernbar sind,
kommt der Eingangskontrolle (Analyse) bei den
Getreideannahmestellen und Mihlen eine ent-
scheidende Rolle zu. Um potentielle Gesund-

heitsrisiken produktions- und zeitnah erkennen
und beseitigen zu koénnen, ist die Entwicklung
und Kombination neuer analytischer Techniken
zum schnellen quantitativen Mykotoxin-Nach-
weis fir kleine und mittelstandische Unterneh-
men von enormer wirtschaftlicher Bedeutung.

Ziel des Vorhabens war deshalb die Entwick-
lung, Optimierung und Validierung eines auf im-
munologischen Prinzipien basierenden Multi-
Analyt-Verfahrens unter Verwendung von neuar-
tigen Biochips, das den parallelen, quantitativen
und kostenglinstigen Nachweis aller sechs in
Getreide und Getreideprodukten mit einem
Hoéchstwert belegten Mykotoxine bzw. Mykoto-
xin-Gruppen innerhalb von 20 - 25 min (Gesamt-
analysedauer fir die Extraktion der Proben und
den Nachweis) mit einem vollautomatisierten
Mikroarray-Auslesegerat ermdglicht. Das Verfah-
ren sollte fir verschiedene Getreidearten reali-
siert werden.
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Forschungsergebnis:

Zur Etablierung des Multi-Analyt-Verfahrens
wurden verschiedene Verfahren zur Immobilisie-
rung von Mykotoxinen bzw. deren Derivaten,
wie z.B. Hemisuccinate oder Oxime, auf Glas-
oberflachen Uberprift. Eine auch in Hinblick auf
die gewlinschte Regenerierbarkeit der Chips aus-
reichend stabile Bindung konnte durch die Reak-
tion der bei den Mykotoxinen vorhandenen bzw.
eingefihrten Carboxylgruppen mit den Ami-
nofunktionen von Diaminopolyethylengly-
col (DAPEG)-beschichteten Glasobjekttragern
(Chip) erreicht werden. Mit Ausnahme von Ze-
aralenon, das sich wegen einer photoche-
mischen Isomerisierung auf dem Chip einer Re-
generation entzieht, waren mit den so immobi-
lisierten Toxinen mindestens 50 repetitive Mess-
zyklen durchfihrbar.

Als Rezeptoren zum Nachweis der Mykotoxine
wurden monoklonale Antikérper (mAk) einge-
setzt. Dazu wurden von den bei den beiden be-
teiligten Arbeitsgruppen bereits vorhandenen
mAk zum Nachweis von Aflatoxinen, Deoxyni-
valenol und Zearalenon groRere Mengen herge-
stellt und gereinigt. Zur Komplettierung der Anti-
korperpalette wurde zum einen ein alternativer
mAk gegen Fumonisin Bi1 etabliert, der den
Nachweis dieses Mykotoxins auf Grenzwert-
niveau ermoglichte. Des Weiteren konnten durch
den Einsatz von HT-2-Proteinkonjugaten bei
Mausen spezifische Antikorper induziert werden,
die den Summennachweis von T-2/HT-2 Toxin
ermdglichen. Durchgefiihrte Zellfusionen resul-
tierten in der Etablierung von vier mAk - alle
vom IgG-Subtyp - zum Nachweis von T-2/HT-2.
Die Nachweisgrenze der entsprechenden EIA-
Verfahren liegt im Bereich von 0,3 - 0,9 ng To-
xin/ml; zwei der vier etablierten Antikérper sind
prinzipiell fir den angestrebten Summennach-
weis der beiden Toxine, T-2 und HT-2 Toxin,
geeignet, bei der Adaptation der Nachweise an
den Biosensorarray traten aber Probleme mit der
Regenerierbarkeit auf. Ein Grof3teil der zum
Nachweis von OTA neu entwickelten mAk er-
reichte hingegen nicht die geforderte Bestim-
mungsgrenze, nur ein Klon war unter den Bedin-
gungen eines klassischen EIA-Formats in der
Lage, OTA im unteren pg-Bereich nachzuweisen.
Die 50 %-Hemmdosis lag bei 0,29 ng Ochrato-
xin A per ml. Mit einer Nachweisgrenze von un-
ter 0,1 ng OTA/ml zahlt der neu entwickelte
mAk 3A3 zu den sensitivsten, bislang beschrie-
benen monoklonalen Mausantikérpern gegen
dieses Mykotoxin.
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Zur quantitativen Untersuchung von Getreide-
proben im Biosensorarray wurden Kalibrations-
kurven in Hafer-Matrix erstellt. Nach geeigneter
Verdinnung der Probenextrakte mit PBS auf ei-
nen Methanolgehalt von 20 % konnte eine Be-
stimmung von Aflatoxinen, Ochratoxin A, De-
oxynivalenol, Fumonisin B1 und T-2 Toxin in
verschiedenen Getreidearten im MRL-relevanten
Bereich realisiert werden. Fir HT-2 und Ze-
aralenon konnte aufgrund der problematischen
Regenerierbarkeit dieser Assays im Biosenso-
rarray keine fundierte Validierung durchgefihrt
werden. Die mittels dotierter Getreideproben
bzw. Referenzmaterialien und Verwendung von
Methanol/Wasser (80:20, v/v) als universellem
Extraktionsmittel ermittelten Wiederfindungsra-
ten betrugen 70 - 130 % mit Ausnahme der hy-
drophilen Toxine Deoxynivalenol und Fumonisin
B1, fir die eine geringere Wiederfindung von
55 - 83 % erhalten wurde. Die Gesamtmesszeit
pro Probe, inkl. Probenvorbereitung, betragt nur
12 Minuten. Orientierende Untersuchungen im
Mikrotiterplattenformat zeigten zudem, dass
durch den Einsatz peroxidasemarkierter Pri-
marantikorper die Testzeit noch weiter verringert
werden konnte.

Eine Interlabor-Studie zur Bestimmung von De-
oxynivalenol in kontaminierten Weizenproben
unter Verwendung verschiedener Analyseverfah-
ren (Biosensorarray, Mikrotiterplatten-Enzym-
immuntest, Aokinmycontrol-Test und HPLC-MS),
ergab eine akzeptable Ubereinstimmung der neu
entwickelten Microarray-basierten Methode mit
den etablierten Verfahren, machte aber auch die
herausragende Bedeutung des Extraktionsmittels
und des Proben-Cleanups deutlich. Die Ergebnis-
se des Projektes bilden damit die Grundlage fr
eine verbesserte, schnelle und parallele Quantifi-
zierung von Mykotoxinen auf Grenzwertniveau
unter Praxisbedingungen.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Anwendungsfelder der Ergebnisse ergeben sich
in der gesamten getreideverarbeitenden Indus-
trie. Die wirtschaftliche Relevanz sei aufgezeigt
am Beispiel der Mdihlenwirtschaft. Mit einem
Jahresumsatz von 2,5 Mrd. € im Wirtschaftsjahr
2012/2013 und rund 6.000 Beschaftigten ist
die deutsche Miuihlenwirtschaft eine wichtige
Branche innerhalb der Erndhrungsindustrie. Uber
600 mittelstandisch gepragte deutsche Mihlen
vermahlen Jahr fir Jahr rund 8 Mio. Tonnen
Weizen und Roggen, 540.000 t Weizen- und
Roggenmahlerzeugnisse im Wert von ca. 210
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Mio. € werden exportiert. Fir die Untersuchung
auf Mykotoxin-Kontaminanten werden derzeit
vor Ort v.a. immunchemische Schnelltests, die
allerdings nur Einzelsubstanzen nachweisen
kénnen, eingesetzt, vielfach werden die Analy-
sen auch als Auftragsuntersuchungen an spezia-
lisierte Labors vergeben. Durch seine kurzen
Testzeiten, die moégliche Prozessintegration und
die breite Einsetzbarkeit hebt sich das neue Sen-
sor-System jedoch von den herkdmmlichen Me-
thoden ab. AulRerdem ist eine signifikante Ein-
sparung der Analysekosten mdoglich. Einbu3en in
der Qualitdt von Lebensmitteln oder Gefahren
fir die Gesundheit der Konsumenten kdnnen
damit rechtzeitig detektiert und Imageschéaden
sowie Folgekosten (Produkthaftung) vermieden
werden.

Das im Projekt erstmals realisierte Konzept eines
regenerierbaren Biosensorarrays zur quantitati-
ven und schnellen Bestimmung relevanter My-
kotoxine in Getreide auf Grenzwert-Niveau bietet
die Mdglichkeit, dhnlich wie fliir den Antibiotika-
Nachweis in Milch, zukinftig Gerate und Ver-
brauchsmaterialien zur Schnellanalyse von Rick-
stdanden in Lebensmitteln weiterzuentwickeln
und fir den Lebensmittelsicherheitsmarkt anzu-
bieten. Ebenso sind die erarbeiteten Methoden
fur die mikrobiologische Wasseranalytik, die Si-
cherheitsforschung sowie flr die human- oder
tiermedizinische Diagnostik Gbertragbar.

Aus den erzielten Ergebnissen lassen sich auch
weitere Nutzanwendungen ableiten, die Gber die
Analyse von Rohgetreide und reinen Getreide-
produkten hinausgehen. Vorstellbar ware zum
Beispiel - nach entsprechender Adaption - der
Einsatz auch in anderen Bereichen der Lebens-
mittelproduktion, wie z.B. bei der Herstellung
von Sauglings- und Kleinkindernahrung, Teigwa-
ren, Backwaren, cerealienhaltigen Snacks, Friih-
stlickscerealien und diatetischen Produkten. Die
Notwendigkeit der Uberpriifung von Rohstoffen,
Zwischen- und Endprodukten hat Relevanz so-
wohl flr kleinere als auch fiir gré3ere Betriebe.
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