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PROJEKT: OnU·likkeling van methoden voor het aantonen van microbiële toxinen. 

ONDEH.HERP: Literatuuronderzoek naar methoden voor het aantonen en bepalen 

van ochratoxinen in veevoeder en dierlijk weefsel. 

DOEL: 

Dit verslag heeft tot doel een literatuuroverzicht te geven omtrent 

methoden voor het aantonen en bepalen van ochratoxinen in veevoeder, 

dierlijk weefsel en andere produkten. 

SANENVATTING: 

Van de verscheidene methoden voor het bepalen van ocln·atoxine A (afgekort 

O. T . A.) zijn de meeste toegepast op enkelvoudige landbouwprodukten. De 

detectiegrens, afhankelijk van produkt en methode, varieert van 

5 tot 90 ug/kg . Alleen de methode van Patterson (16) bepaalt O.T.A. kl<7an­

titatief in veevoeder op een laag niveau (20 ug/kg) . Deze T.L . C.methode 

dient in eerste plaats nagewerkt te worden omtrent detectiegrens en reco­

very, me t eventueel een verlaging van de detectiegrens door het vormen van 

het ammoniumderivaat van OTA . Eveneens kan onderzocht worden of de extrac­

tie uit deze methode gecombineerd kan l•lorden met hogedrukvloeistofchroma­

tografie als scheiding en u.v. of fluorescentie als detectie. Voor het 

bepalen van OTA in dierlijk weefsel zijn drie methoden bekend waarmee OTA 

bepaald kan worden in rileren met een detectiegt·ens lvelke per methode 

varieert va n 1 tot 20 ug/kg. De meest geschikte methode lijkt die van 

Rutqvist(26) 1velke nageHerkt dient te worden en eventueel aangepast voor 

toepassing van 1-IPLC . 

Conclusie: 

Volgens literatuurgegevens moet het mogelijk zijn OTA te bepalen in één­

duidige landbomvprodukten tot een niveau van 5 ug/kg, in mengvoeders tot 

20 ug/kg en in varkensnieren tot ca. 1 ug/kg. 

Verantwoordelijk: ir L. G.N.Th.Tuinstra ) r( 
Samensteller: H.Haasnoot. 1 (:!5 
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INLEIDING: 

De ochratoxinen worden geproduceerd door onderstaande schimmels: 

Aspergillus - sulphureus 

sclerotoriuru 

alliaceus 

- meileus 

- ochraceus 

- ostianus 

- petraldi 

Penicillium - viridicatum 

- commune 

- cyclopium 

- variabile 

- pur purescens 

- pali tans 

Vooral de sc h immels P- viridicatum, P-palitans en P- cyclopium moeten Horden 

aangemerkt als grote ochratoxinen- producenten. 

Deze sch immels zi jn erg verbreid en kome n op uitgebreide schaal voor op 

groenten, granen, kazen enz. (22,23,24). 

Ochratexine A is aangetroffen in door natuurlijke besmetting aangetast 

voedsel e n voedingsmiddelen. 

Ochratexine A Herd he t eerst gevonden in ma is (2) en is daarna regelmatig 

aangetoond in graanprodukten, koffiebonen e n gedroogde bonen. De niveaus 

v arieerden van 0,01 tot 29 rug/kg. 

Ochratexine A heeft een primair toxisch effect op de nieren ( 27 , 28) (ne ­

fropathie). 

Ochratoxicose is gekonstateerd bij varkens en pluimvee. 

Tolerantie waarden omtrent het voorkomen van ochratexine A in veevoeder en 

voeclingsprodukten zijn niet vastgesteld. 

Dit literatuuroverzicht we t·d samengesteld om een inzicht te ve rkrijgen 

omtrent het voorkomen va·n ochratexine A in landbouwprodukten en omtrent het 

aanbod van analysemethoden voor het bepalen van ochratexine A in land­

bouwproduktenen dierlijk weefsel. 
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liet vóórkomen van ochratoxinen producerende schimmels: 

Bij een orienterend onderzoek ( 22 ) naar pote ntiee l - toxische sc h immels 

afkomstig van besc himmelde Nederlandse kaas en e nke l e andere besc himmelde 

z uivelp rodukte n kHam naar vo r e n dat Penicillium cyclopium de meest geiso­

l eerd e schimmelsoort van kaas was ( zie tabel 1 e n 2). 

De gemeten wate r ac tivite it van enkele kaassoor t e n, di e a l s een belangrijke 

factor voor de groei van schimmels ge ldt, varieerd e van 0, 90 tot 0 , 96 en 

vormt gee n be l emmering voor schimmelgroe i. 

Bij een orienterend onderzoek(23) naar potentieel-toxische ochimmels in 

geiUlporteerde g rane n bleek dat uit niet-beschimmeld graan frequent de 

volgende sc himme l soorte n geisoleerd werden: 

P-cyclopium, A-amstellodami, A-ruber en Mucor circine lloides (zie tabel 3) . 

!le t vÓÓrkomen van ochratoxinen ( 2 ) 

Ochratoxinen zijn aangetoond in o . a . gers t, graa n, mais , t arwe , groene kof­

fi e , pind a ' s , hooi e n in die rlijk weefsel (zie tabel 5). 

Bij overdrachtsproeven van ochratoxine A in voer naar dierlijk ~~eefse l '"erd 

ochratoxine A gevonden in de nieren en in minde r e mate in het vet , lever en 

s pienveefsel. Indien, na met ochratoxi ne A gecontami neerel voeder te hebben 

toegedie nel, ochratoxi ne A v rij voeder Hordt gegev en , verd~·lij nt het taxi ne 

binnen 2 ~o1eke n uit het vet e n spiere n, uit de lever na 3 weken en ui t de 

niere n na L, ~·le ke n (30). 
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STRUKTUUR : (l4) 

De ochratoxinen bevatten ee n 3,Lt dihydro- 3-methyliso COW1Jarine skelet. 

Rl R2 R3 

Oe bratoxine A H Cl H 

ochratoxi ne 13 H H H 

ochratoxi ne c CzHs Cl ll 

ochratoxine A methylester. Cl13 Cl H 

ochratoxine 13 ethylester . CzHs · H H 

ochratexine n met hylester. Cl-IJ 11 ll 
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u.v. absorptie maxima :(1) 

De maximale golflengten in het U.V . spectrum van een oplossing van: 

ochratexine A in methanol zijn 215 en 332 nm (E = 36.800 resp. 

E = 6400) 

ocln·atoxine I3 max. golflengte bij 218 en 318 nm (E 

E = 6900) 

37 . 200 resp. 

oc hratexine C max. golflengte bij 333 nm (E 6500) . 

De absorptie intensiteit en het maximum van ochratexine A verandert bij 

gebruik van oplosmiddelen met verschillende polariteit. (17) 

Absorptie maxima en molaire absorptie coefficienten van ochratoxi ne A in 

vcrsc hillende oplosmiddelen. 

Oplosmiddel 

\<lat e r 

ethanol , 20% 

ethanol , 50% 

ethanol , 96% 

ethanol, absoluut 

ethanol-dioxaan (2+1) 

e thanol-dioxaan (1+2) 

dioxaan 

*gee n maximum \vaargenomen 

V29.5 

dielectrische molaire ext inctie coëfficient 

consta nte bij maximale golf lengte 

80 

68 

50 

27 

25 

15 

8 

2 

333 nm 37 5 nm 

5160 

5320 

2980 

5200 

1581* 

1900 

2510 

2016it 

350 

700 

1520 

740 

7740 

4720 

5L180 

7380 
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Fluorescentiemaxima : (3) 

De maximale golflengten in he t fluorescentiespectrum van een oplossing in 

methanol zijn voor : 

ochratexine A Excitatie max 380 nm Emissie max 

ochratexine B Excitatie max 366 nm Emissie max 

De fluoresce ntie intensitei t is afhankelijk van 

intensiteit . 

428 nm 

418 m1. 

de pH, bij pH9 maximale 

Het maximum van een excitatie spectrum ligt bij ee n grotere golflengte als 

de polariteit van het oplosmiddel afneemt (polair 340 nm, apolair 380 r'fn). 

Bij de emi ssi e spectra van ochratexine A verschuift he t maximum naar een 

kleinere golflengte als de polariteit va n he t oplosmiddel afneemt (spiege l ­

beeld van absorptiespectra) (17 ) 

Table. Corrected emission maxima and fluorescence (F) quanturn efficien-

cies for ochratoxin A in diffe rent solvents. 

Solvent Dielectric F max Stokes shift Red shift of F max 

\·la ter 

Ethanol,20% 

Ethanol,50% 

Et ha nol, 96% 

constant 

80 

68 

50 

27 

Ethanol , absolute 25 

Ethanol-dioxane(2+1) 15 

Ethanol- dioxane(1+2) 8 

Dioxane 

Hater 

Ethanol,20% 

2 

80 

68 

92 

90 

81 

96 

100 

100 

100 

55 

43 

64 

a nm cm-1 

À ex= 340 nrn 

453 22 . 08 

453 21.98 

456 21 . 93 

467 21.41 

428 23 . 36 

426 23.47 

422 23.70 

415 24.10 

>. ex= 380 nm 

4Lt4 22.52 

437 22.88 

Ethanol , 50% 50 47 431 23.20 

Ethanol,96% 27 55 429 23.29 

Ethanol,absolute 25 62 428 23.36 

Et~ano1-dioxane(2+1) 15 69 419 23.84 

Ethanol-dioxane(1+2) 8 41 416 24.01 

Dioxane 2 42 413 24.18 

a= fluorescence quanturn effici e ncy x 100 

V29 . 6 

nm 

120 

122 

123 

134 

95 

93 

89 

82 

69 

62 

56 

54 

53 

41 

38 

cm-1 

7.95 

8 . 05 

8 . 10 

8.62 

6.67 

6 . 56 

6.33 

5 . 93 

4. 15 

3.79 

3 . 47 

3 . 39 

3 . 31 

2 . 83 

2.66 

2.49 

nm cm-1 

38 2 . 02 

40 2.12 

Lt1 2 . 17 

52 2.69 

13 0.74 

11 o. 63 

7 0 . 40 

0 0 

31 

24 

18 

16 

15 

6 

3 

0 

1. 66 

1. 30 

0.98 

0.90 

0.82 

0 . 34 

0 . 17 

0 
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\varmtestabiliteit : (1) 

De ochratoxinen zi jn redelijk warmtestabiel e n worden niet afgebroken door 

middel van sterilisatie in een a ut oc l aaf . 
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RF-\o7aarden behorende bij enige loopvloeistoffen op silicagelplaten: (L1 en 5) 

N&N(G-Hr) Nerck (G) 

Rf x 100 Rf x 100 

loopvloeistof verhouding ochrato- ochratoxi ne 

xine A A 13 c 

tolueen/ethylacetaat 1+3 0 

tolueen/ethylacetaat/chloroform 2+1+1 0 

ethanol/ethylacetaat/aceton 1+4+4 0 

tolueen/ethanol 1+1 0 

aceton/chloroform 7+93 0 

e thyle ther/ cyclohexaan 3+1 0 

chloroform/methylisobutylketon 4+1 o-1rt+ 0 53+ 

c hloroform/aceton 9+1 0-2 3+-1- 2 73 , 5 

c hlo roform/met hanol/aceton 1+1+1 10-20 

benzeen/ethanol 95+5 3LI , 5+ 12+ 75 

benzeen/methanol/azijnzuur 24+2+1 52 L1l 80 

c hloroform/azijnzuur I die thyl et her 17+1+3 68 56 , 5 33 , 5 86 

tolueen/ e thylacetaat/mierezuur 6+3+1 62 59,5 46 72 

c hloroform/met hanol 4+1 79 65 91 

n- butanol/ azijnzuur hilater 4+l +LI 95 79 87 

+ tail, ++ uitgerekte vlek. 
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Analysemethoden uit de lite ratuur : 

1. G.H. Engst ram e.a. (6) 

HPLC - met hode voor de detectie e n sc he id i ng van rubratoxi ne , aflatoxine 

e n a ndere myc otoxi ne n. 

Het be hul p van een U.V. - detecto r ( =254 nm), ee n r eserve phase u.Bo nda­

pak/C18 kolom e n als mobiele fase aceto ni tril - water- azij nz uur 

(55:45: 2 of 45:55: 2 v/v/v) kon 0,04 ng ochratexine A wo rden waargenomen. 

Bij ee n verhouding van 55:45 : 2 voor de e lue nssame nstelli ng wa s de r e t e n­

tie tijd voor oclwatoxi ne A ca . 7,5 min en bij een verhoud i ng van 45:55 : 2 

was de retentietijd ca . 10 min. 

Oc hratex ine A heeft een r e t e nt ietijd die afhankelijk is van de pH van 

he t elue ns. 

2 . C . W. Thorpe (7) 

Analyse van pe nicilinezuu r e n ochratoxi ne A doo r middel van IIPLC . 

Oc hratoxine werd .be paa ld in mais m. b .v. HPLC met een detectiegrens van 

25 ppb. 

De mais werd ge~xtraheerd met et hyl acetaat , waar na de e thyl acetaat werd 

ui t geschucl met ee n 3% natriumbi carbonaatoplos s i ng . Na aanzure n van de 

natr iumbicarbonaatoplossi ng , tot pll3 met verdund e HCl , \•Ie rel de zure 

oplossing ge~xtraheerd met et hylacetaat tvelke na filtratie over NazSOt1 

1o1e rd ingedampt . 

Vervolge ns 1vercl een "clea n- up" toegepast m.b.v. een silicagel kolom ( 5 g 

silicage l 60) e n a l s e lutievl oe i stof 250 ml hexaanethylacetaat-mie r e­

z uur (750 + 250 + 3), lolaarvan de eerste 50 ml to~erd venvorpen. 

Na indampen va n he t e luaa t werd he t extrac t opgenomen in 1 ml met ha no l ­

wate r(10+90) l•marvan 20 ul in de vloeistofchromatograaf werd geinjec­

teerd . 

De gebruikte kolom \•las een u Bonclapak. (oc t a decyl reverse phase ) 

30 cm x '• mrn Ld. met a l s mo bie l e fase methanol-0,05 m KHzPOt1 (30+70). 

Voor de detectie 1verd ee n UV detector (2 30 run) e n ee n fluorescentie 

detector ( ex 328 of 385 nm e n em. '•08 nm) ge bruikt . 

De recovery op 25 ppb niveau 1o1as 58 tot 68%, \vat 1marschijnlijk werd 

veroorzaakt door incomple te e xtractie met gebruik te e thylacetaat . 
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3. S.Gatenbeck e.a . (8) 

Een fluorospectrofotometrische met hode voor ochratexine analyses en het 

spontaan voorkomen van ochratexine in varkensnieren in Zweden. 

Er \vordt een methode beschreven voor het bepalen van ochratoxi ne A in 

nien<~eefsel. 

Extractie m.b.v. chloroform-fosforzuur, waarna het ex tract \vordt gerei­

nigd door het te extraheren met een waterige bicarbamaatoplossing , chlo­

roform en een bufferoplossing . 

Hierna volgt omzetting van oc hratoxine A in ochratoxine ex. (vrije iso­

coumari ne chromophore) en phenylanaline d. m.v. carboxypeptidase. 

De detectie is gebaseerd op het verschil in fluorescentie excitatie 

spectra van oc hratoxine A (max.380 nm) en ochratoxineOC(max.340 run). 

De k\·Tantificering van ochratoxine A is ge baseerd op het verlies in 

fluorescentie-intensiteit bij 380 nm. 

De methode is toegepast tot een niveau van 20 ug/kg in nienveefsel en 

40 ug/kg in gerst . 

4. Scott e .a. (9) 

Mycotoxinen (Ochratoxine A, Citrinine en Sterigmatocystine) en toxisc he 

schilnmels in granen en andere landboLmprodukten. 

Ochratoxine A werd in graanmonsters bepaald met concentraties die vari­

eerden van 0,03 tot 27 mg/kg. 

Voor de extractie \<lerden t\vee methoden naget-~erkt \vaarvan de eerste ,.,erd 

uitgevoerd volgend Waltking (1968) met een modificatie door drie chloro­

form extracties toe te passen op de met hanol-\o~ater fase . Hierdoor Herd 

een complete extractie van oeiiratoxine A verkregen. De tHeede extractie 

volgens Stoloff (1971) \verd uitgevoerd met ee n mengsel van acetonitril­

,.,aterige KCl oplossing. De t\o~eede methode verdiende de voorkeur indien 

Her<l uitgegaan van tanve omdat hiermee bij de eerste methode emul s ievor­

ming optrad. 

De scheidi ng werd uitgevoerd op silicagel G platen (Nerck) met als 

eluens tolueen-e thylacetaat-mierezuur (6:3:1.). 

Ochratoxine A fluoresceert groen. 

Behandelen van ochratoxine A met ammonia veranderde de fluorescentie 

naar bla uH. 

Bevestiging van ochratoxine A, d.m.v . TLC met als eluens benzeen­

methanol-azijnzuur (24: 2 :1.), werd toegepast door vorming van het fluo-
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rescerende methylester (10 min. v e rhit t e n van de TLC-pl aat na sproeien 

met ee n 13FJ- me thanol opl.). 

5. Official methods of a nalysis of the AOAC. 

!li e r \olordt ee n met hode beschre ve n voor het be pale n va n ochratexine A en 

13 ( zure n en esters) in ge r s t e n g roe ne koffi e . 

Gerst: 

Oc hratoxinen en esters Horden geëxtraheerd uit gerst me t ee n chloroform/ 

fos forzuurme ngsel . De ochratoxi nen ( zuren) Horden va stge boude n op de 

Haterige NaHC03/diatomeë n aa rd e kolom , terwijl de esters en de vetten 

Horden verwijderd met hexaan e n c hloroform. 

De ocln·atoxinen (zure n) Horde n va n de kolom geëlueerd met ee n mengsel 

v a n mi e r ezuur/ chloroform (1+99). Na indampe n va n het eluaat en op nemen 

in a:djnzuur/benzeen (1+99) Hordt ee n dee l van het e luaat op een si l ica­

gelplaat gebracht e n ont\oJikkeld met be nze e n-me thanol-azijnzuur (1 8+1+1 ), 

Kwantificeren van ochratexine A d.m.v. verge lijken met standaardeu ochra­

taxi ne A, gechromatografeerd op dezelfde plaat , onder l a nggolvig U. V. ­

lic ht en ochratexine 13 onde r kortgolvig U.V . - l i c ht. 

Na be s proeien va n de plaat met ee n alcoholische NaHC03-opl . e n drogen 

bij kame rtemperatuu r verande rt de fluorescentie van groen-blamoJ naar 

bla uw (met grotere inte nsi teit) . 

Bij de interpretatie van de TLC-platen werd t evens gebruik gemaakt van 

ee n de ns itome t er met ex c itatie golfl e ng t e van 310-JL,Q IlJU e n emi ssie 

golflengte van 440- 475 . 

Bevestigingsreactie met ee n alcoholische BF3- oplossing . 

Groene koffie : 

Extractie van de gemalen koffie me t chloroform, verder volgens me thode 

voor gerst met bij de clean-up enige verande ringen door meer kolom­

vulling en tevens meer elutievloe istof te gebruiken. B~j de dunnelaag­

chromatografie Herd aan de loopvloeis tof tolueen-ethylacetaat-mierezuur 

( 5+4+1) de voorkeur gege ven. Bevestiging door sproeien met a l e . 

NallCOJ-opl., ale. AlClJ ( 20 g . AlClJ.6Hz0 in 100 ml a l cohol) of bloot­

s t e lle n aan NIIJ d ampe n, Ha ardoor onder langgolvig u.v.-licht de fl uo ­

rescentie verande rt .naar bl a uw. 

6. D.H . Hilso n e.a. (10) 

Screeningsmet hode voor d e de t ec ti e van aflatoxine, ochratoxine , zea r a­

l e none , pe nicillinezuur, e n citrinine. 
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Dit is een modificatie van de methode vermeld onder 5. 

Toepassingsgebied voor graa n, pinda 's e n gedroogde bone n. 

Extractie e n clean-up volgens methode (5). 

Na indampen e n opnemen van het residu in azijnzuur-benzee n (1+99) of chlo­

roform \•7erd ee n dunnelaagchromatografische sc heiding toegepast op 

silicagel platen met als loopvloeistof et hylacetaat-chloroforru-mierezuur 

(6+L•+0 ,1). 

Detectiegrens in graan 20 ppb, in gedroogde bonen 20 ppb en in pinda's 

40 ppb. De recovery \o~as in grane n en bone n 80% en in pinda's 55%. 

7. H.L . Trenk.(11) 

Verbeterde detectie van ochratexine A op dunnelaagplaten. 

De fluorescentiespectra va n ochratexine A, B, C en de ammo niumderivate n 

\-10 rde n besproke n. 

De ochratoxi ne n fluoresceren bla uw in basische oplosmiddelen e n groen 

met zure oplosmiddelen. Door be hand elen met ammoni akdam pe n verandert de 

fluorescentie van groe n naar blauw. 

De oclu·atoxinen werden op silicagelplate n gesc heiden met als 

loopvloeistof benzee n- methanol-azijnzuur (24+2+1). 

De intensiteit van ochratexine A werd door be ha ndeling met ammo nia twee­

maal vergroot ( de t ectiegre ns 0,25 ng ), terwijl de inte nsiteit van ochra­

toxine n en C respectieve lijk 1,53 en 1,45 maal ,,-erd vergroot. 

De stabiliteit van he t ao1moniumderivaat is ca. 3 uur , indien bewa ard i n 

het donker. 

8 . H.P.van Egmond e .a. (1 2 ) 

Het ontwikkelen van een multi-mycotoxine detectiemethode in veev oer . 

De mycotoxinen ,.,orden uit ve evoer geëxtraheerd met een mengsel van aceto­

nitril 0, 1 n ll3p04 . (1 0-l-1), na filtratie volgt een sc heitrechter clean-up 

met iso-oe taan. 

Na indampen van de acetonitril ondergaat het residu ee n clean- up m.b.v. 

een polyamide -kolom . 

Hierna volgt twee dimensionale dunne laagchroma t og r afie me t a l s 1e loop­

vloeistof c hloroform/aceton (9+1) e n als 2e loopvloeistof tolueen/ethyl­

acetaat/mierezuur (6+3+1). 

De t ectie onder, l a nggolvig UV licht 360 nm . 

De detectiegrens i s 50 ug/kg voor ochratexine A, terwijl de recovery 22% 

was, \•lat vermoedelijk zijn oorzaak vindt door het toepassen van de 

polyamide kolom. 
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9. L. Stoloff e.a. (1 3) 

Een multimycotoxine detectie methode voo r aflatoxinen, ochratoxinen, 

zearalenone , sterigmatocysti ne en patuline. 

De methode is gebaseerd op een selectieve extractie met acetonitril­

'"ater (+KCl om emulsie tegen te gaan)(9+1 ), ontvetten met iso- octaan e n 

venlijderen van ,.,ateroplosbare componenten door overbrengen van de 

mycotoxinen naar chloroform. 

Na indampen van de chloroform ,.,ordt het residue opgenomen in benzeen­

acetonitril (98+2). 

Een kolom clean- up Hordt niet toegepast. 

De sc he iding van de mycotoxinen uit de matrix 'wrdt uitgevoerd door 

middel van ~~ n dimensionale dunnelaag c hromatografie op sil icagel pla­

t en met als loopvloeistof benzeen-methanol- a:djnzuur (18+1+1 ). 

Detectiegrens ochratexine A in graan 45 ppb en in tarwe, gerst , haver e n 

rogge 90 ppb. 

10. B. A.Roberts(5) 

Detectie van t\Vaalf mycotoxinen in gemengd diervoeder, door 

gebruik te maken van een membraam clean- up. 

Extractie door midde l van acetonitril/KCl- oplossing (9+1), na filtratie 

va n he t extract en uitschudden me t iso-octaan, wordt de waterige oplos­

sing uitgeschud met chloroform . 

De interferent ies worden gereduceerd door ee n membraan c l ean- up toe te 

passen. 

Detectiegrens ochratexine A 80 ppb. 

Deze me t hode is tijdrovend. 

11. C. E. Holaday( 1 5 ) 

Een snelle screeningsmet hode voor de aflatoxinen e n ochratexine A. 

Extractie m. b.v. een waterige methanol oplossi ng. 

Na filtreren van het e xtract 'wrdt 15 ml methanol-,."ater filtraat in ee n 

c ul tuu rbuis gebracht waaraa n 15 ml clean- up oploss ing is toegevoegd 

(150 g zinksulfaat + 50 g wolfraamfosforzuur opgelost in 11 gedestil ­

leerd '"ater). Hengen en 1 5 ml affiltreren in Ze cultuurbuis en 3 ml 

benzeen toevoegen. Na u1engen wordt 1 ml benzee n op een mini kolom 

(150 mm x 8 mm i.d. + 60 mm florisil) gebracht. Na intrekken van de 

benze e n Hordt 3 ml me thylalcohol toegevoegd e n geelueerd onder vacuum, 

vervolgens Hordt 0,3 ml HzS04 (0,25n) toegevoegd. I ndien de ko lom onde r 
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langgolvig U. V. licht \Wrdt bekeken is ochratoxine A \•Jaarneembaar op 

1 cm van de top van de kolom als een blauw fluorescerende band. 

De tectiegrens 20 ,ug/kg voor ochratoxine A in graan, rijst, noten en 

rogge. 

12. D.S . P. Patterson (16) 

Nycotoxi nen in diervoeder: gevoelige dunnelaagchromatografisc he 

detectie van aflatoxine , ochratoxi ne A, sterigma tocys ti ne , ze aralenone 

e 11 T-2 toxine . 

Ochratoxine A Hordt na de extractie met acetonitril/4% KCl opl., in de 

\o/ateJ.·ige fase achtergeboude n, ten1i jl andere mycotoxi nen e n eventue le 

interferenties Horden opgenomen in chloroform , door toevoegen van 

NaHC03. Na aanzuren van de \olaterige fase \vordt ociu·atoxine uit de 

waterige fase ge~xtraheerd met chloroform . Het extract Hordt ingedampt 

en ondergaat een t\o~ee dimensionale d u nnelaagchromatografisc he scheiding 

op silicagelplaten met als eerste loopvloeistof tolueen-ethylacetaat­

mierezuur (6+3+1) en als t\veede loopvloeistof chloroform-aceton (9+1), 

gevolgd door een visuele detectie onder langgolvig u.v. licht . 

Detectiegrens van 5-20 ..ug/kg (voor éénduidige produkten resp. 

mengvoeders) . 

13. D. C. Hu nt e . a. (18) 

Het gebruikt van IIPLC met fluorescentie detectie voor de identificatie 

e n be paling van aflatoxinen en ochratoxine in voedsel. 

Hier \vordt ochratoxine bepaald in bonen, noten , granen e n vet met een 

detectiegrens van 12 , 5 JJ.g/kg. 

De recovery op het niveau van 25..u..g/kg varieerde van 60 tot 95% (afhan­

kelijk van produkt) . 

Voor de extractie en clean-up l•lerd de met hode van Stoloff gebruikt 

Haarbij 50g monster lverd geëxtraheerd me t waterige acetonit ril , lvaarna 

het extract werd ge\vassen met 2 , 2 , LI-trimethylpentaan e n vervolg e ns 1verd 

geëxtraheerd met chloroform. 

Na vend jderen van het chloroform en opnemen van het residu i n een 

be nzeen-acetonitril mengse l Herden de mycotoxine n gescheiden m.b . v . 

preperatieve TLC (op Silicagel G-HR platen). 

De positieve vlekken uit de matrix 1o1erden samen me t de silicagel van de 

plaat geschrapt en overgebracht in een lege 5 cm HPLC kolom di e \•~erd 

verbonden met een pomp e n de mycotoxinen werden geelueerd met 10 ml 
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chloroform methanol (10: 1). 

Na indampen Herd 1/50 deel geinjectecrd in de vloeistofchromatograaf. 

Condit ies : kolom: Lichrosorb Si 60 (5.um) 

e lue ns: c hloroform verzadigd met ~<later en ijsazijn (10: 1) 

detector: fluoresce ntie primair filter Corning 7-60 en 

secondair filter l·lr atten 98 (alle 

golflengen boven 740 en tussen L,oo 
en 470 nm . 

f loH: 2 rul/min 

absolute detectiegrens: ca . 2 ng. 

14 . I. Balzer, e .a. (19) 

S nelle dunnelaag met hode voor de bepaling van aflatoxine B1 , ochrate­

xine A en zearalenone in koren. 

Deze 1uethode lijkt veel op de methode van Patterson. 

Extractie met acetonitril - water Haarna natriumbicarbonaat wordt toege­

voegd om het zure ochratoxine te sc heiden van zearalenone en afl atoxine 

llr· 
Na extractie met c hl oroform, ~oJaarin zearalenone en aflatoxine Br zich 

bevinden, ~.,ordt de \oJaterige fase aangezuurd met I!Cl, \oJaarna ochra­

toxine wordt ge~xtraheerd met chloroform. 

Aan de chlo roform fractie , ~oJaarin zearalenone en aflatoxine Br zich 

bevi nclen, wordt 1 n NaOH toegevoegd om zearalenone te scheiden van 

aflatoxine Br. 

De gescheiden mycotoxi nen Horden op een dunnelaagplaat gebrac ht e n 

ondergaan één dimensionale dunnelaagchromatografie met tolueen/et hyla­

cetaat/mierezuur (50+40+10 ) a l s loopvloeis toL Il:e platen \>lorden beoor­

deeld onder langgolvig (360 nm) U.V .-licht. De detectiegrenzen zijn 

voor ochratexine A 40 ppb: voor aflatoxine B1 2 ppb e n voor zearalenone 

200 ppb . 

De recovery voor ochratoxinen A is ca . 87% (0, 16 ppm niveau), voor 

aflatoxine Br 71% (0, 5 ppm niveau) en voor zearale none 85% (0, 96ppm 

niveau). 
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15 . S. Nesheim e . a . (20) 

Analyse van de ochratexine A en B en hun esters in gerst , m. b . v. verde­

lings- en dunnelaagchromatografie . 

Extractie wordt uigevoerd met ee n mengsel van chloroform en fosforzu ur. 

De ochratoxinen worden geabsorbeerd aan ee n natriumbicarbonaat-celite 

kolom, tenvijl de es t ers en vetten ,.,orden venvijderd met hexaan e n 

chloroform. De ochratoxinen worden van de kolom geelueerd met een 

mengsel van ruierezuur en c hloroform. De esters Horde n ge1soleerd door 

absorptie aa n een methanolische-natriumcarbonaat- celite kolom, terwijl 

de vetten 'wrden venlijderd met een mengsel van hexaan e n be nzeen. De 

esters 1wrden geelueerd met een me ngsel van rnierezuur , hexaan e n ben­

zeen. De verbindingen worden gedetecteerd d.m. v. fluorescentie metingen 

op dunnelaagchromatogrammen. 

De detectiegrens van OTA is 12 _ug/kg met een gemiddelde r ecovery van 

81% . 

16. L. Rutqvist e .a. ( 26 ) 

Spontane aam>1ezig heid van ochratoxinen in varkensnieren. 

Rutqvist onderzocht 129 varkensnieren ,."elke in slac hthuizen \ve rden 

geselecteerd omtrent afwijkingen van normale nieren (kleur, consiste n­

tie , grootte of een combinatie van deze). 

De nieren 1·1e rden bij -70°C be,vaard en binnen 30 dagen onderzocht 

omtrent ochratoxinen volgens de methode van Nesheim (20) me t de hier­

volgende aangepaste extractie: 50 g monster werd aangez uurd met 0,1 1·1 

fosforz uu r tot pH 2-3 en ge homoge ni seerd m.b.v. een Ultra- turrax. Ver­

volgens werd, na toevoegen van 250 ml chloroform, gedurende 30 minuten 

geschud. Na centrifugeren ''1erd een helder chloroform extract verkr egen 

waarin volge ns de me thode van Hult & Gatenbeek (8) OTA lverd be paald. 

De detectiegre ns is 2 )J.g/kg e n recoveryexperimenten, op een niveau van 

20 ug/kg, gaven een opbrengst van 85%. 

17 . D.C. Hunt e . a. (29) 

Bepa ling van ochratexine A in varkensnieren m.b.v. enzymatische ver­

tering, dialyse en H.P.L.C. met Post-Column derivatisering. 

llunt beschrijft een methode voor de bepaling van OTA in varkens nieren 

met een detectiegrens \velke kleiner is dan 1 .ag/kg . De extractie 'verd 

uitgevoerd m.b .v. een enzym ( Subtilisin A) welke he t vrijmaken van OTA 

uit de matrix zou bevordere n. Vervolgens werd he t extract gezuiv erd 
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d.m.v. dialyse ren. 

Scheiding e n detectie wordt uitgevoerd d.m.v. H.P . L.C., met een d eriva­

tiseri ngs s tap (ammonia) na de kolom en fluorescentie-detectie. Absolute 

detectiegre ns van OTA is 0,25 ng. De detectiegrens in niere n is 0,5 

u,g/kg met ee n recove ry van 78%. 

Same nvatting 

Van de verscheidene methoden voor het bepalen van ochratexine A zijn de 

utees t e toegepast op e nkelvoudige landbouHprodukt e n, waarbij veelal 

wordt gebruikt gemaakt van dunne laagchromatografie ( zie tabel 4) 

De de t ectiegrens, afhankelijk van produkt en met hod e , varieert van 5 

tot 90 ).tg/kg . 

Omtrent de analyse van ochratexine A in mengvoeder s zijn drie methoden 

bekend, 1vaaronder een multimycotoxine method e van he t RIV (12) 1o1elke 

een detec tiegre ns voor ochr atexine A heef t van 50 J.&g/kg, maar met ee n 

recove r y van 22%, wat vermoedelijk werd veroorzaakt door verliezen bij 

de gebruikte clean- up (polyamide kolom). 

Roberts (5) beschreef een multimycotoxine methode, waarbij interferen­

ties 1o1erden gereduceerd door een membraam clean-up toe te pa sse n, met 

een detec tiegrens voor ochratexine A in vee voeder van 80,L.L.g/kg. 

Deze met hode i s ech ter uiters t tijdrove nd. 

In ee n latere publicatie van Patte rsen e n Roberts (16) lverd de me mbraa n 

clean- up vervangen door een scheitrechter clean- up, waarbij na extrac­

tie van he t monster me t acetonitril/KCl-opl. ochratexine A in de wate­

rige fase 1verd achtergehouden door toevoegen van natriumbicarbonaat, 

ter1vijl interferenties e n andere mycotoxine n werden ove rgebracht in 

chloroform. 

Na aanzuren van de lvaterige fase werd het ochratexine eeëxtraheerd met 

chloroform, 1ve lke na indampen t1·1ee dime ns ionale dunne laagchromatogra­

fie onderging. 

De de t ec tiegrens voor ochratexine A in ééndu idige produkten is 5 .u..g/kg 

en i n mengvoeders 20.ug/kg. 

De met hode van Patterson (16) i s de e nige met hode die op een laag 

niveau (20 .u.g/kg) OTA k1o1antitatief be paalt in veevoeders. ~ze methode 

dient in eers te plaats nagewerkt te worden omtrent detec tiegrens e n 

recovery (1vordt ni e t vermeld), me t ee n eventuele verlaging van de 

detectiegre ns door he t vorme n van het ammonium- deriv aat van OTA . 
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Eveneens kan de moge lijkheid onderzoch t twrden om deze methode te com­

bineren Ulet de methoden 1 en 2 , door het toepassen van ll.P.L.C. als 

scheiding met u.v. - e n fluoresce nt ie detectie. Indien hiervoor het 

extract van meer interferenties ontdaan moet tvorden, bestaat d e moge­

lijkheid OUI een kolom clean-up toe te passen m.b.v. een silicaee l - kolom 

( met hode 2 ) of m.b.v. een natriumbicarbonaat-celitekolom (methode 5 en 

15). 

Voor het be pale n van OTA in dierlijk t~eefsel zij n drie met l1oden be kend 

waarmee OTA bepaald kan \>lorden in niere n me t een detectiegre ns '"elk per 

methode varieert van 1 tot 20 ..ug/kg . 

Gatenbeek ( 8) zet OTA, na de extractie m.b.v. chloroform-fosforzuur , om 

in oc ln·atoxine o< e n phe nylanaline m.b . v. carboxypeptidase . De detectie 

is gebaseerd op het verlies aan fluoresce ntie - intensiteit bij 380nm. 

Deze me thod e heeft een detec tiegrens van 20 .u.g/kg . 

Rutqvist ( 26) bepaalt OTA in varkens niere n d oor 50 g monster aan te 

z ure n, met 0,1 m fosforzuur, tot pil 2-3 waarna een extractie m.b.v. 

chloroform t.Jordt toegepast . Na ce ntrifugere n wordt OTA gedetecteerd 

volge ns d e methode van Gatenbeck. De detectiegre ns is 2 .u.g/kg e n de 

recovery op een niveau van 20 .Ug/kg is 85%. 

Hunt (29) beschrijft ee n me thod e voor de bepaling van OTA in varkens­

niere n met een detectiegrens He l ke kleiner is dan 1,u.g/kg . 

De extractie Hordt uitgevoerd m.b.v. een enzym (S ub tilisin A) t·Telke 

het vrijmaken van OTA uit de matrix zou bevordere n. Vervolge ns ,.,ordt 

het extrac t gezuiverd d . m.v. dialyseren, wat echter v r ij l a ng dur ig i s . 

Sc heiding e n detectie worden uitgevoerd m.b.v. H.P. L.c. met p lucreseen­

tie detectie e n tevens door gebruik te maken van een derivatiserings­

stap na de kolom . 

Voor d e be pa ling van OTA in nieren lijkt de met hode Rutqvist het mee s t 

geschikt vam·Tege zi jn l age detec tiegrens en het ach ten.,ege l aten van 

he t langdurige dialyseren. Eve nee ns kan de mogelijkheid onderzocht wor­

d e n om OTA te bepalen d oor gebruik te maken van de extractie volgens 

Rutqvist, ee n c l ean- up als tvelke besc hreven bij de bepaling vau OTA in 

veevoeders en s cheiding d.m.v. HPLC e n fl uorescentiedetectie . 
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Conclusie: 

Volgens de literatuurgegevens moet het mogelijk zijn om OTA te bepalen 

in éénduidige produkte n tot een niveau van 5 ..ug/kg, in mengvoeders tot 

2.0,u .. g/kg e n in varke ns nieren tot ca. l.ug/kg. 
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Tabel 1 Frequentie van isolaties van verschillende schimmelsoorten 

afkomstig van kaas 1) 

a . _e_o.!_e E_t.!_e!:_l :_t ~x_!_s~h!:_ ~c_!:i~m5:.l~oE_r.!_e E_! 

b. 

c. 

Cladosporium herbarurn 1 

Pe nicillium cyclopium 2 4 

Penicillium expa ns um 3 

Penicillium pal i tans 2 

Penicilli um roquefort! 5 

Pe nicillium vi ridicatulll 2 

Scopulariopsis brevicaulis 1 

niet-toxische schimmelsoorten: ---------------
Geotrichum candidum 1 

12.e~n_i.E_d5:.l.!_n12. ~o12.e_!i_j_k_b.!_j.:._ 

Hucor s pecies 1 

1) harde kaas (21 monsters), smeltkaas (6 monsters) , 

gefermenteerde kaas (4 monsters ), geraspte kaas 

(1 monster ) e n gesneden kaas (1 mo nste r) 

Ta bel 2 Frequentie van isolaties van verschillende schimmelsoorten 

afkomstig van boter, margarine en halvarine 1) 

a . _e_otentieel-toxische soorten: ---- ---------
Cladosporium herbarurn 5 

Penicillium brevicompactum 1 

Penicillium expansurn 1 

Pe nicillium italicum 1 

Trichoderma viride 1 

b. niet-toxische soor ten: ------- ----
Cladosporium c ladosporioides 3 

Epicoccum purpuresce ns 1 
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1) boter (3 monsters) margarine (5 monsters) , halvarine (1 monster) 
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Tabe l 3 Frequentie van isol aties van verschillende se himme lsoorte n, 

afkomstig va n ge1mporteerd graan 1) (23) 

t arHe ma is rijst gerst boekweit rogge haver 

aanta l mo ns te rs 33 1 L1 7 6 6 3 3 

a . potentiee l - toxi sche 

soorten: 

Absidi a ramosa 1 

Absidia corymbifera 1 1 

As pe r gillus amstellodami 9 1 2 2 1 

As pergillus candidus 1 

As pergillus chevalieri 1 

As pergillus flavus 1 1 1 

As pergillus fumi gat us 1 

As pergil lus nige r 3 1 

As pergillus ruber 3 1 2 1 1 

Cladospori um he rbarum 2 

Fusarium oxysporum 1 

Fusarium monili forme 6 

Fusarium s ambuci num 1 

Nucor ei rei ne lloides 3 3 1 1 

Nucor racernasus 1 1 1 

Pe nic illium brevicompactum 1 

Pe nicillium citrinum 1 

Pe nicillium cyclopium 13 6 1 3 2 

Pe nici llium oxalicum 3 

Pe nicillium viridicatum 1 1 

Trichoderma viride 

b. niet - toxi sche soorten: 

Acremonium species 1 

As pergillus re pe ns 11 5 3 1 1 2 1 

Aureobasidiurn spec . 3 1 2 

Botrytis ei nerea 6 1 1 

Botryti s a lii 1 

Cladosporium cladosporioides 3 1 1 3 
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Vervole tabel 3 . 

tarwe ma is rijst gerst boek~ve i t rogge haver 

Coc hliobolus carbonus 1 1 

Drechslera spec. 1 2 

Epicoccum purpurascens 4 2 1 1 3 

Geotrichum candidum 1 

Nigrospora oryzae 2 2 

Ph oma spec. 1 1 

Rhizopus arrhizus 9 3 1 2 2 

Ulocladium c hartarum 2 

Co Geen indeling mogelijk 

bij: 

Al ternar ia species 26 3 6 3 2 1 

Hucor species 4 1 

Rhizopus species 1 3 2 

Thrichoderma species 1 1 1 

1) Uit alle monsters graan Herden schimmels geÏsoleerd 
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Tabel l1. Overzicht va n de gevonde n methoden voor het bepalen van 

ochratoxine A en de daaraan verbonde n detectiegrenzen. 

Hatrix 

Ha is 

Nien.;reefsel 

Gerst 

Graan 

Gerst 

Groene koffie 

Graan 

Gedroogde bonen 

Pinda ' s 

Veevoer 

Graan 

Tan1e, ge r st , haver en rogge 

Veevoer (geme ngd ) 

Gr aan, rijst, noten en rogge 

Diervoeder éénduitlig 

Hengvoeder s 

Bonen, note n, granen en vet 

Koren 

Gerst 

Varkensnieren 

Varke nsnieren 

V29.24 

Detectiegrens 

25 ppb 

20 ppb 

LIO ppb 

30 ppb 

ca 25 ppb 

ca 25 ppb 

20 ppb 

20 ppb 

40 ppb 

50 ppb 

LIS ppb 

90 ppb 

80 ppb 

20 ppb 

5 ppb 

20 ppb 

12, 5 ppb 

40 ppb 

12 ppb 

2 ppb 

< 1 ppb 

Techniek 

H. P .L.C. 

Fluorescentie 

F luo resce ntie 

TLC 

TLC 

TLC 

TLC 

TLC 

TLC 

TLC 

TLC 

TLC 

TLC 

Ni nikolom 

TLC 

TLC 

l-IPLC 

TLC 

TLC 

F1uo resce ntie 

HPLC 

Literatuur 

C.H. Thorpe (7) 

s. Gatenbeek 1976 (8 ) 

s. Gatenbeek (1976) 

Scott 1972 (9) 

AOAC 1975 

AOAC 1975 

D.H. Hilson 1976 (10) 

D.H. \Hlson 1976 

D.H. Hilson 1976 

H.P. v. Egmond 1976 (1 2 ) 

L. Stoloff 1971 (13) 

L. Stoloff 1971 

B.A. Ro ber t s 1975 (5 ) 

C.E. Holaday 1976 (15) 

D.S.P. Patterson 1979 (16) 

D.S.P. Patterson 1979 

D. C. Hunt (18) 

I. Bal zer 1978 (19) 

s. Nesheim 1973 ( 20 ) 

L. Rutqvist 1977 ( 26) 

D.c. Hunt 1979 (29) 
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Tabel 5. VÓÓrkomen van ochratoxi nen. 

Eénduidige produkten onderzocht op ochratoxinen met vermelding van: 

aant al onderzochte monsters ( n), percentage waarin ochratoxinen zijn 

aangetroffen (%+), soort ochratoxine, gevonden gehalten en literatuur. 

Produkt N %+ Soort 

Gerst ? ? A 

Graan 29 62 A 

Na is 166 1 A 

Ha is 164 0,5 A 

Tano1e L1 100 A 

Gerst, tarHe 33 58 A 

Groene koffie 9 23 A 

Groene koffie 335 1 A 

Pinda ' s ? 1 A 

Tarwe 95 7,5 A 

Hooi 1 100 A 

Nieren( kippen) 14 36 A 

Ge hal te in ...lig/kg 

op produkt basis 

< 200 

30- 27.000 

? 

110-150 

? 

9-27.520 

? 

30- 230 

4900 

30- 6.000 

30 

4 , 3-29,2 

Literauur 

Nesheim 1971 * 
HarHig 1974 * 
Sho t\..e 11 196 9 * 
Shot1-1ell 1969 * 
ShotloJell 1969 ~' 

Krogh 1973 * 
Campbe ll 1969 ,., 

Lev i 1974 * 
Scott 1972 (9) 

Prior 19 76 (21) 

Prior 1976 (21) 

Elli ng 1975 (25) 

Nieren( varkens ) 129 25 A 2-104 Rutqvist 1977 (26) 

Na is 293 1 A 83- 166 Sho twe 11 1970/71 * 

* Voor lite ratuuropgave zie overzicht mycotoxinen van P.R.Beljaars (2). 
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Ver ze ndlijs t: 

'fu i nstra 

Haas noot 

Traag 

Roos 

Va n Does burgh 

Buizer 

Di re k t i e VKA 

circulatiemappe n. 
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RIKI LT , 

lUKILT , 

RIKIL'I', 

RIKILT, 

RIKILT, 

RIKILT, 
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Hage ni nge11. 

Hage ni nge n. 

Hage ninge n. 

\vage ni nge 11. 

\•lage ni nge 11 . 

\·lage ni nge11. 
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