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Milk Powder in the Lower ppt Region

W. Steiner und R. Battaglia
Kantonales Laboratorium, Ziirich
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Einleitung

In der Milch ist ca. 1% der von einer Kuh aufgenommenen Aflatoxin-B,-Men-
ge als Aflatoxin M; zu finden (1, 2).

Tierversuche und Messungen des kovalenten Bindungsindex (CBI) in Ratten
zeigten, dafl Aflatoxin M,, obwohl weniger karzinogen als Aflatoxin B, als star-
kes Hepatokarzinogen einzustufen ist (3, 4). Weil Milch (vor allem bei Kleinkin-
dern!) eines der Hauptnahrungsmittel darstellt, ist ein tiefer Aflatoxin-M,-Ge-
halt erstrebenswert. In der Schweiz gilt fiir Lieferantenmilch ein Grenzwert
von 50 ng/kg, fiir trinkfertige Kinderndhrmittel inklusive Sduglingsmilch ein sol-
cher von 10 ng/kg. Zur Ermittlung dieses Gehalts existieren verschiedene Metho-
den (5—8). D1e hier beschriebene Methode zeichnet sich durch einen sehr sparsa-
men Verbrauch an Losungsmitteln, einen hohen Probendurchsatz und eine tiefe
Nachweisgrenze (3—5 ng/kg) aus. Der Extraktionsschritt beruht auf einer Publi-
kation von Winterlin und Mitarbeitern (9).

Experimenteller Teil

Prinzip

Eine Sep-Pak-C,g-Kartusche dient zur Isolierung von Aflatoxin M, aus ver-
diinnter Milch. Mit einem Gemisch von Acetonitril und Wasser wird das Aflato-
xin M, eluiert und mit Dichlormethan aus dem Eluat extrahiert. Der Extrakt
wird diinnschichtchromatographisch aufgetrennt und der Gehalt an Aflatoxin
M, densitometrisch ermittelt.
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Reagenzien

Standardlosung M; (0,05 ug/ml in Toluol/Acetonitril [9+ 1], Gehalt iiber-
priift nach 10), Bezugsquelle: Prof. Leistner, Bundesanstalt fiir Fleischforschung,
8650 Kulmbach/BRD

Samtliche iibrigen Reagenzien (vorwiegend Losungsmittel) wiesen p.a.-Quali-
tat auf.

Gerdte und Materialien

20-ml-Einmalspritzen (Once, Luer)

Sep-Pak C,3 Cartridges (Waters)

Gerit zur gleichzeitigen Verwendung von 6 Sep-Pak-Kartuschen, mit stufenloser
Geschwindigkeitseinstellung (Abb. 1)

Diinnschichtchromatographie: Kieselgel 60 auf Alufolie, ohne F (Merck,
Kat. Nr. 5553). Auftraggerit: CAMAG Linomat III

Densitometer: DC/HPDC-Scanner 76500 (CAMAG)

Abb. 1. Gerdt zur gleichzeitigen Verwendung von 6 Sep-Pak-Kartuschen (Eigenkon-
struktion)

Ausfiihrung der Bestimmung

Aunfarbeitung
Eine Sep-Pak-C g-Kartusche wird mit 5 ml entionisiertem Wasser und darauf

mit 5 ml Acetonitril gespiilt.
20 ml Milch (oder rekonstituierte Milch) werden mit entionisiertem Wasser
auf 50 ml verdiinnt und mit einer Einmalspritze durch die vorbereitete Kartusche
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gepreft (FlieBgeschwindigkeit: 5 ml/min). Die Kartusche wird darauf mit 5 ml
entionisiertem Wasser und 20 ml Acetonitril/Wasser (119, v/v) gespiilt. Aflato-
xin M, wird anschlieffend mit 4 ml Acetonitril/Wasser (3+7, v/v) in ein ver-
schliefbares 15-ml-Zentrifugenglas eluiert. Mit 4 ml Dichlormethan wird das
Eluat 1 min lang geschiittelt und die Emulsion zentrifugiert (3 min, 4000 rpm).
Die organische Phase wird iiber wenig Watte in ein 10-ml-Spitzkolbchen pipet-
tiert, die wisserige Phase noch einmal mit 2 ml Dichlormethan extrahiert und er-
neut zentrifugiert. Im Wasserstrahlvakuum werden die vereinigten organischen
Phasen bei 40 °C gerade bis zur Trockne eingedampft und der Riickstand in 100
ul Toluol/Acetonitril (941, v/v) aufgenommen.

Diinnschichtchromatographie

50 ul des Extraktes (entsprechend 10 ml Milch) sowie 3mal 10 ul Standardlo-
sung (fir 50 ng/kg) bzw. 3mal 5 ul Standardl&sung (fiir 10 ng/kg) werden in 12 cm

Hohe mit einer Bandbreite von 8 mm (Linomat) auf eine Kieselgel-Alufolie auf-
getragen (Abb. 2).

[

©

_________ <—Auftrag von Proben
und Standards

@ 12 cm

v

Abb. 2. Auftrags- und Entwicklungsschema fiir die Diinnschichtchromatographie

Die Platte wird in Diethylether (Richtung @, ungesittigte Kammer) entwik-
kelt. Nach kurzem Trocknen bei Raumtemperatur wird sie in Toluol/Ethylace-
tat/ Ameisensdure (6+3+1, v/v, ungesittigte Kammer) in Richtung @ entwickelt.
Die Folie wird nun 3—5 min im ca. 40 °C warmen Luftstrom getrocknet, ei-
nige Sekunden unter einer schwachen UV-Lampe (360 nm) betrachtet und 4—6
mm oberhalb der Standards (in Richtung @) markiert. Sie wird parallel zur Auf-
tragslinie entzweigeschnitten und in Chloroform/Aceton/Propanol-2 (8741043,
v/v, ungesattigte Kammer) in Richtung @ entwickelt.

Die Quantifizierung erfolgt densitometrisch mit Fluoreszenzmessung (Anre-
gung: 365 nm, Emission 435 nm; verwendet wurde ein zwischen 400 und 500 nm
durchlissiges Kantenfilter).

Bestdtigung von Aflatoxin M, (11)

Nach der densitometrischen Auswertung werden die M,-Standards und die
Flecken (bzw. Banden) mit gleichem R-Wert mit Bleistift markiert. 3—5 ul Tri-
fluoressigsdure werden strichférmig auf die markierten Flecken aufgetragen, die
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Tabelle 1. Resultate der Zusatzversuche von Aflatoxin M; zu Milch und Milch-

pulver
Nicht derivatisiert Als Trifluoracetylderivat
Prob Zusatz 3
robe ng/kg stk 4 %u(s;?;“s; ng/kg <+ f\oﬁsz:\;uiti)
Vollmilch 50 31 27
49 37
36 37 75+ 14 32 31 62 12
37 36
34 23
Vollmilchpulver 50 41 42
39 41
43 42 83+ 4 44 43 8543
43 43
Vollmilch 10 8 12
10 11
10 10 102 =15 11 11 110+ <7
12 11
11 10
Vollmilchpulver 10 5 4
12 9
11 9 94 + 29 7 7 70+ 19
11 8
8 7

*

Werte gerundet
** Als Gesamtausbeute berechnet

Folie zwischen zwei in einem Trockenschrank auf 75 °C geheizte Glasplatten ge-
legt und 10 min bei dieser Temperatur belassen. Die iiberschiissige Trifluoressig-
saure wird 5—10 s mit einem Fon weggeblasen, die Folie 4—6 mm unterhalb der
markierten Standards und Proben entzweigeschnitten und in Chloroform/Me-
thanol/Essigsiaure/Wasser (92+8+2+0,8, v/v, ungesittigte Kammer) entwickelt.
Die densitometrische Messung wird analog der nicht derivatisierten Probe durch-
gefiihrt.
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Resultate und Diskussion

Milch und Vollmilchpulver wurden je mit 50 ng/kg und 10 ng/kg Aflatoxin
M, kontaminiert. Tabelle 1 gibt die wiedergefundenen Mengen mit Mittelwert
und Ausbeuten an, Abbildung 3 zeigt Densitogramme der Extrakte von Milch-
pulver, welchen 10 ng/kg Aflatoxin M, zugesetzt wurden.

Die Werte wurden durch Fluoreszenzmessung von Aflatoxin M, und dessen
Trifluoracetylderivat bestimmt. Normalerweise dient das auf der Diinnschichtfo-
lie gebildete Derivat zur qualitativen Bestatigung des Vorliegens von Aflatoxin
M. In einigen Fillen mufite es jedoch densitometrisch ausgewertet werden, weil
die Quantifizierung von Aflatoxin M, durch Substanzen mit gleichem RWert
verunmoglicht wurde, ,

Fiir Aflatoxin-M-Zusitze von 50 ng/kg sind in der Tabelle 1 mittlere Ausbeu-
ten von 75% (fiir Milch) und 83% (fiir Milchpulver) wiedergegeben. Diese Werte
entsprechen den Resultaten von vielen weiteren Versuchen, die je nach Matrix
der untersuchten Proben Ausbeuten zwischen 70% und 90% ergaben.

In der mit 10 ng/kg kontaminierten Milch wurde fiir das Aflatoxin M, wie fiir
das Derivat eine zu hohe Ausbeute erhalten. Vermutlich enthielt die Milch na-

. - \

a b C d

Abb. 3. Densitogramme der Extrakte von Milchpulver. Die aufgetragene Menge ent-
spricht jeweils 10 ml Milch

a = Probe, nicht kontaminiert, nicht derivatisiert

b = Probe, kontaminiert mit 10 ng/kg, nicht derivatisiert
¢ = Probe, nicht kontaminiert, derivatisiert

d = Probe, kontaminiert mit 10 ng/kg, derivatisiert
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tiirlicherweise Aflatoxin M, in einer Konzentration, die unterhalb dem Er-
fassungsbereich dieser Methode liegt (3 ng/kg). Fiir das mit 10 ng/kg kontami-
nierte Milchpulver wurden fiir Aflatoxin M, ebenfalls einzelne Werte iiber 10 ng/
kg gefunden. Die Quantifizierung des Derivates hingegen ergab Werte, die alle
unter 10 ng/kg lagen. Bei der empfindlichen Einstellung des Densitometers zur
Messung von 0,1 ng Aflatoxin M, konnen auch geringe Mengen fluoreszierender
Substanzen mit gleicher Wanderungsstrecke wie Aflatoxin M, das Resultat ver-
falschen. Eine zusitzliche Quantifizierung des Trifluoracetylderivates ist daher
in diesem tiefen Nachweisbereich unbedingt erforderlich.

Mit der beschriebenen Methodik und dem in Abbildung 1 gezeigten Gerit,
das in unserem Labor entwickelt wurde, kbnnen von einer geiibten Person 12
Analysen pro Tag durchgefiithrt werden. Das Verfahren wird bei uns seit zwei Jah-
ren routinemiflig auf Milch angewandt. Es eignet sich ebenfalls fiir riickstands-
frei rekonstituierbare Milchpulver.

Dank

Wir danken Friulein Riegger, Friulein Leimbacher und Herrn Miiller fur die sorgfiltige
Durchfithrung der Analysen. Herrn Demauner danken wir fiir die Konstruktion des Gerites
zur gleichzeitigen Elution von 6 Sep-Pak-Kartuschen.

Zusammenfassung

Aflatoxin M; in Milch und Milchpulver wurde nach Reinigung iiber Sep-Pak C;3 und
Diinnschichtchromatographie, unverindert und als Trifluoracetylderivat densitometrisch
bestimmt. Bei einer Aflatoxin-M-Konzentration von 50 ng/kg wurden Ausbeuten (¥ % s,
in % des Zusatzes) von 83 =4 bzw. 85+ 3 (Trifluoracetylderivat) fiir Milchpulver und
75 +14% bzw. 62 + 12 (Trifluoracetylderivat) fiir Milch erhalten. Fiir Aflatoxin-M;-Kon-
zentrationen von 10 ng/kg betrugen die Ausbeuten 94 +29 bzw. 70 £19 (Derivat) fiir
Milchpulver und 102 =15 bzw. 110 = 7 (Derivat) fiir Milch. Die Methode ist schnell und
sparsam im Losungsmittelverbrauch. Thre Nachweisgrenze betrigt 3—5 ng/kg.

Résumé

Une méthode (rapide et économisant les solvants) pour doser I'aflatoxine M dans le lait
est décrite. Apres passage du lait (ou de lait reconstitué) a travers une cartouche Sep-Pak C 18,
Péluat est extrait avec du dichlorométhane et P'extrait est chromatographié sur couche
mince. Le dosage est effectué par densitométrie de la toxine libre et de son dérivé avec
'acide trifluoroacétique (TFA). Les rendements suivants (% de ’'addition) ont été obtenus
pour des échantillons de lait frais et de lait en poudre, additionnés de 10 ppt et de 50 ppt
d’aflatoxine My (premier résultat = toxine libre, deuxiéme résultat = dérivé TFA): 102 15,
110 £ 7 (= = 5,10 ppt, lait); 94 £29, 70 £19 (» = 5,10 ppt, lait en poudre); 75 £ 14,62 =12 (» =5,
50 ppt, lait); 83 =4, 85+ 3 (» =4, 50 ppt, lait en poudre). La limite de détection estde 34 5 ppt.
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Summary

An efficient method for the determination of aflatoxin M, in the low ppt range in milk
and milk powder is described. Milk or reconstituted milk is passed through a Sep-Pak C3
cartridge, the toxin is eluted and the extract of the eluate is chromatographed on Silica thin
layer plates. Densitometric quantitation is carried out before and after derivatisation with
trifluoracetic acid. Milk and milk powder were spiked with 10 ng/kg and 50 ng/kg aflatoxin
M;. The recoveries (% of addition) were (first figure as free toxin, second figure as
derivative): 102 £15, 110+ 7 (» = 5, 10 ppt, milk); 94 £29, 7019 (= = 5, 10 ppt, milk
powder); 75 =14, 62 =12 (» = 5, 50 ppt, milk); 83 =4, 85 £+ 3 (# = 4, 50 ppt, milk powder).
The detection limit is 3 to 5 ppt; the method is well suited for large sample numbers.
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