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1 Dienstag, den 11, Juni 1996, 8.30 � 17.00 Uhr Vorsitz: M; Gareis /Johanna Fink-Gremmels 

8.30 - 8.45 

8.45- 9.00 

9.00- 9.15 

]2.15 - 9.30 

[9.30 - 9.45 

@.45 - 10.00 

[10.00 - 10.15 

tro.15 - 10.25 

Creppy E.E., Belmadani A., Betbeder A.M. und Tramu G.: Effects of ochratoxin A in 
the brain of young adult rats 

Fink-Gremmels Johanna: Metabolism mediated toxicity of ochratoxin A 

Föllmann W, Dörrenhaus Angelika und Vangala R.: Genotoxische Effekte von Ochra­
toxin A auf kultivierte Säugerzellen 

Stock Stefanie, Hülsemann J., Gerber Maria M. und Degen Gisela H.: Zur Genotoxizi­
tät von Ochratoxin A und Analoga in Zellkulturen aus Schafsamenblasen 

rdt Gabriele und Wallnöfer P.R.: Verwendung von Gradien­
ftrennung von Ochratoxin A und seinen Derivaten 

Märtlbauer E., Usleber E. und Straka Margit: Ochratoxin A im Serum eines Lehrstuhl­
kollektivs: 1990 - 1995 

Bata A., Kovacs F., Sandor G. und Vanyi A.: Quantitative determination of Ochratoxin 
A in human blood and colostrum samples in Hungary 

Wo/ff J., Gareis M., Scheuer R., Engel G., Bresch H., Rosner H., Majerus P. und 
Schneider R.: Belastung des Verbrauchers und der Lebensmittel mit OTA 

10.25 - 10.45 - Kaffeepause -

10.45 - 11.00 Richter W, Schuster M. und Scholz W: Reduzierung von Ochratoxin A in Futterge­
treide durch Konservierungsstoffe 

11.00 - 11.15 Goll M., Bokern M., Valenta Hana und Harms H.: Bioverfügbarkeit von Ochratoxin A 
aus verschiedenen gebundenen Rückstandsfraktionen 

11.15 - 11.30 Breves G., Winckler C. und Schröder B.: Ochratoxin A und intestinaler Nährstoff­
transport beim Schwein 

11.30 - 11.45 Lusky K., Göbel Roswitha, Tesch Doris, Dobersch0tz K.-O., Lippert A. und Tenner 
Gunda: Untersuchungen zur Tiergesundheit und zum Rückstandsverhalten 
beim Schwein bei gleichzeitiger Aufnahme der Mykotoxine Ochratoxin A und 
Deoxynivalenol über das Futter im 90-Tage-Test 

11. 45 - 12. 00 Göbel Roswitha und Bohm D.: Zur Bestimmung von Deoxynivalenol in Plasma, Orga­
nen und Geweben 

12.00 - 12.15 Böhm J.: Deoxynivalenol (DON) und Nivalenol (NIV) im Hafer - Auswirkungen auf 
Absetzferkel 

12. 15 - 14. 00 - Mittagpause -

14.00 - 14.15 Gang Gudrun, Miedaner T., Freesemann Jutta und Geiger I-1.H.: Nivalenolbildung von
Fusarium culmorum-lsolaten bei Ähreninfektion von Winterroggen im Feld 

14.15 - 14.30 Volke Beate, Wegener M., Weinert A., Koopmann B. und Wolf G.A.: Nachweis von Fu­
sarien in Getreide-Einzelkörnern und -Mehl mit Hilfe eines Enzymtests, eines 
ELISA und über PCR mit spezifischen Primern 

14.30 - 14.45 Usleber E., Vrabcheva Terry, Geßler Renate, Abramson D. und Märtlbauer E.: Unter­
suchungen zum Einsatz enzymimmunchemischer Tests für Fusarientoxine 
(Trichothecene, Zearalenon) in Gerste und Weizen 















Stimmen Fumonisinproduktion und Artendifferenzierung in der 
Fusarium-Sektion Liseola überein? 

,- ,,,,,,-,,,� Helgard 1. Nirenberg, (�. Bresch ;---,, 

Die Sektion Liseola wird von den verschiedenen Fusarium-Spezialisten in unter­
schiedlich viele Taxa unterteilt: Sie variieren zwischen einem (Snyder und Hansen 

1941) und zehn (Nirenberg 1976). Derzeit wird die Gattung in den USA genetisch 

von Leslie und Mitarbeitern (klassische Genetik) und O'Donnell und Mitarbeitern 

(DNA-Sequenzierung) bearbeitet. Mit letzterer Arbeitsgruppe besteht eine enge Zu­

sammenarbeit, in der u.a. die morphologische Differenzierung von mir übernommen 

wurde. Wir haben gute Obereinstimmungen erzielt und glauben, daß ca. 30 Arten in 

der Sektion existieren. 

Neben der Fähigkeit, Moniliformin, Fusarinsäure und Beauvericin zu synthetisieren, 

sind Liseola-Fusarien vor allem für ihre Fumonisinproduktion bekannt. Durch den 

häufigen Befall von Mais sind sie ein Lebensmittelsicherheitsrisiko. 

H. Bresch untersuchte an ausgewählten lsolaten dieser Arten die Fumonisinproduk­

tion in Maiskörnern in vitro. Es wird berichtet, wie weit Übereinstimmungen im Fu­

monisinproduktionsvermögen der Stämme mit ihrer Artzugehörigkeit vorhanden sind,

wobei auf die Wichtigkeit einer exakten Identifizierung hingewiesen wird.





Einsatz eines HPLC-MS/MS-Systems zum Nachweis von 
Fumonisinen in Lebensmitteln 

H.-U. Humpf 

Universität Würzburg, Lehrstuhl für Lebensmittelchemie 
Am Hubland, 9707 4 Würzburg 

Für die qualitative und quantitative Analyse der Fumonisine in Lebensmitteln stehen 

verschiedene Methoden zur Verfügung. Aufgrund der fehlenden UV Absorption der 

Fumonisine wird als Standardmethode HPLC mit Fluoreszenzdetektion nach Deriva­

tisierung der Aminogruppe eingesetzt. Da bei diesen Methoden sehr oft Störsignale 

im Chromatogramm auftreten und die Fluoreszenzderivate nicht stabil sind, gestaltet 

sich gerade der Nachweis von sehr geringen Substanzmengen äußerst schwierig. 

Im Folgenden wird eine HPLC-Tandem-Massenspektrometrie Methode (LC-MS/MS) 

vorgestellt, die es erlaubt die Fumonisine in Maisprodukten sehr selektiv und in 

geringen Mengen nachzuweisen. Die entsprechenden Extrakte werden auf einer 

RP-18 HPLC-Säule getrennt und gelangen über ein Elektrospray (ESl)-lnterface in 

das Massenspektrometer. Für empfindliche Messungen wird das Tandem-Massen­

spektrometer im sogenannten SRM-Modus (Single Reaction Monitoring) betrieben. 

Dabei werden mit dem ersten Massenspektrometer aus dem Analysengemisch ganz 

gezielt Ionen selektiert. Nach Stoßaktivierung dieser Ionen mit Argon werden die 

entstandenen Fragmentionen mit dem zweiten Massenspektrometer im SIM-Modus 

(Single Ionen Monitoring) erfaßt. Da bei dieser Betriebsart im ersten als auch im 

zweiten Massenspektrometer nur die voreingestellten Ionen erfaßt werden, ergibt 

sich eine enorme Selektivität bei gleichzeitig hoher Empfindlichkeit. Mit Hilfe dieser 

Technik ist es möglich Maisprodukte direkt - ohne jegliche Aufarbeitung - zu unter­

suchen. Die entsprechenden Proben werden nur mit Methanol/1 N HCI (1/3) extra­

hiert und der Rohextrakt direkt vermessen (Nachweisgrenze: 1 00ng/g). Für eine 

höhere Nachweisgrenze muß mit einem starken Anionenaustauscher (SAX) vorge­

reinigt werden. 



Fumonisine in Getreide

Ute Meister, Hanka Symmank 

IGV Institut für Getreideverarbeitung GmbH, Arthur-Scheunert-Allee 40-41,
D-14558 Bergholz-Rehbrücke 

Fumonisine sind Mykotoxine, die von speziellen Fusarien vor allem auf Mais gebil­
det werden. Andere Getreidearten wurden diesbezüglich bisher kaum untersucht. 
Um die Fumonisinsituation in Deutschland zu erfassen, wurden 1993 und 1994 
neben Körnermais vor allem Weizen und Roggen sowie stichprobenartig Gerste und 
Hafer aus deutschem Anbau auf Fumonisine untersucht. Dazu mußte die für Mais 
gebräuchliche HPLC-Methode modifiziert werden. Außerdem wurde Importmais aus 
Argentinien in die Untersuchungen einbezogen. 
Die Untersuchung von insgesamt ca. 550 statistisch ausgewählten Weizen- urfcf7 
R!'lggeriproben, die die deutsche Getreideernte über 2 Jahre (1993, 1994) repraserj 1 
tieren, ergab einen
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,Qersten- und Haferproben ergab ebenfalls einen negativen Fumonisinbefund. \JL_j
Bei deutschem Kö���rmais wurden 1993 nur bei sehr wenigen Proben geringe 
Fumonisingehalte ( 17-33 ng/g) gefunden. 1994 wurden - allerdings regional sehr 
unterschiedlich - wesentlich höhere Fumonisingehalte festgestellt. Maisproben aus 
Baden-Würtemberg, die die Körnermaisernte dieses Landes repräsentieren, waren 
zu 14 % mit Fumonisinen kontaminiert; der Mittelwert der positiven Proben lag bei 
206 ng/g. Körnermais von landwirtschaftlichen Erzeugern Mitteldeutschlands war zu 
44 % mit Fumonisinen kontaminiert; der Mittelwert der positiven Proben lag hier bei 
186 ng/g. In Proben aus Landessortenversuchen der einzelnen Bundesländer ergab 
sich ein sehr unterschiedliches Bild. An einigen Standorten wurde keine Fumonisin­
kontamination festgestellt, an Standorten mit beobachtetem Maiszünslerbefall und / 
oder starkem Trockenstreß traten teilweise Fumonisingehalte im unteren ppm­
Bereich auf. Als Toxinbildner wurden Fusarium verticillioides (= Fusarium monilifor­
me) und Fusarium proliferatum nachgewiesen. Die mittlere Gesamtfumonisin­
kontamination aller untersuchten positiven Körnermaisproben der Ernte 1994 lag -
ohne Berücksichtigung der Extremwerte von 2 Standorten in Brandenburg und 
Thüringen - bei 106 ng/g, unter Einbeziehung dieser Werte (im ppm-Bereich) bei 
540 ng/g. 
Untersuchte Proben von Importmais aus Argentinien (1992-1994) wiesen bei einer ( 
Kontaminationsrate von 100 % einen mittleren Fumonisingehalt von 175 ng/g auf. 

.l 









Zur Bildung von Monacolin K-Na in Silage.

lsabell Schneweis Marion Zerlin C. Hinze Susanne Grabley , J. Bauer

Einleitung 

Monascus ruber v. Tieghem (Synonym M. purpureaus Wen� bildet Stoffwechsel­
produkte, die einerseits als natürliche Farbstoffe von lebensmitteltechnologischem 
Interesse sind, andererseits als pharmakologisch wirksame Substanzen therapeuti­
sche Anwendung finden. Zu letzteren gehören die Monacoline, die als 1

1 Lipidsenker11

eingesetzt werden. 
In Silagen kommt M. ruber häufig vor. Deshalb war von Interesse, ob diese Stämme 
sowohl auf semisynthetischen Nährmedien als auch in Silage Monacoline bilden 
können. Als Vertreter für diese Substanzgruppe wurde das Natriumsalz der Mevinolin­
säure (Monacolin K-Na) ausgewählt. 

Material und Methoden 

i 4 M. ruber-Stämme, die aus Mais-, Gras- oder Kleesilagen isoliert worden waren, 
wurden auf YES-Medium angezüchtet (i4 Tage, 25 °C). Die Kulturen wurden mit 
Chloroform extrahiert. Der Nachweis von Monacolin K-Na erfolgte mittels 2D-TLC 
anhand von RrWert, Derivatisierung mit Anisaldehyd und UV-Absorptionsspektrome­
trie; darüber hinaus wurde die antimycetische Aktivität der Extrakte im Agardiffu­
sionstest und im Bioblatt-Verfahren überprüft. Bei einem Stamm wurde die Bildung 
von Monacolin K-Na nach Isolierung der Reinsubstanz mittels 1H-NMR abgesichert.

Sechs Stämme wurden auf nativer und autoklavierter Maissilage unter mikroaerophi­
len Bedingungen angezüchtet. Nach 14 und 28 Tagen wurden Proben genommen 
und der Gehalt an Monacolin K-Na bestimmt. 

Ergebnisse und deren Besprechung 

Die Analysen der YES-Kulturen ergaben, daß alle geprüften M. ruber-Stämme Mona­
colin K-Na bildeten. Auch nach Anzucht auf Silage konnte diese Verbindung nach­
gewiesen werden; nach 28tägiger Inkubation wurden Konzentrationen zwischen 46,5 
und 169, 7 mg/kg bestimmt. Dieses Resultat kann als Anhaltspunkt dafür gewertet 
werden, daß Monacolin K-Na auch unter natürlichen Bedingungen in Silage gebildet 
werden kann. Die Bedeutung dieser Verbindung für landwirtschaftliche Nutztiere, 
insbesondere Wiederkäuer, wird diskutiert. 

1 Lehrstuhl für Tierhygiene, Technische Universität München, Hohenbachernstr. 15, 85354 Freising;
2 Hans-Knöll-lnstitut für Naturstoff-Forschung e.V. Beutenbergstr. 11, 07745 Jena.



Über ein Toxin von Phytophthora infestans

Bärbel Schöber-Butin 

Biologische Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft, Institut für Pflan­
zenschutz in Ackerbau und Grünland, Messeweg 11/12, 38104 Braun­
schweig 

Zusammenfassung 

Der Pilz Phytophthora infestans ist der Erreger der Kraut- und Braunfäule der Kartof­

fel, der sowohl Blätter als auch Knollen befallen kann. Systematisch gehört er zu 

den Oomyceten. 

In den 70er Jar1ren wurde der Verdacht geäußert, daß es bei Schwangeren nach der 

Verarbeitung und dem Genuß infizierter Kartoffelknollen zu Mißbildungen am Fötus 

( Anencephalie und Spina bifida) kommen könne. 

Unsere Untersuchungen an infizierten Knollen haben ergeben, daß große Mengen 

an Phytoalexinen vom Knollengewebe gebildet werden; diese ähneln von der 

Struktur her z.T. den Trichothecenen. Im Artemia sa/ina - Test erwiesen sich diese 

Stoffe als toxisch für die Larven des Salzkrebses. Der Verdacht einer teratogenen 

Wirkung konnte allerdings (in Zusammenarbeit mit der Bundesanstalt für Ernährung, 

Karlsruhe) nicht bestätigt werden. 

Weitere Untersuchungen ergaben, daß der Pilz ein Toxin ausscheidet, das wahr­

scheinlich eine Rolle bei der Pathogenese der Kraut- und Braunfäule spielt. Im 

Knollengewebe konnte das Toxin ab dem dritten Tag nach der Infektion nachgewie­

sen werden. Es ruft auf Blättern und Knollen die gleichen Symptome hervor wie der 

Pilz bei einem natürlichen Befall und führt gleichzeitig zur Auslösung der Phytoale­

xinsynthese. Im Artemia salina - Test zeigte das Toxin eine nur schwache Wirkung. 

Im MTT -Test (der in der Bundesanstalt für Fleischforschung, Kulmbach, durchge­

führt wurde) ergab sich bei tierischen Zellen allerdings eine hohe Toxizität. 



Enzymimmunchernischer von Citrinin in rste und \Veizen

Ewald Usleber , David Abramson und Erwin Märtlbauer 1 

1. Lehrstuhl für Hygiene und Technologie <ler Milch, Tierärztliche Fakultät, Ludwig-Maximilians-Universität

München, Schellingstraße 10, 80799 !vlünchen; 2, Agriculture and Agri-Food Canada, Cereal Research Center, 

195 Dafoe Rd, Winnipeg R3T 2M9, Kanada 

Unter Verwendung spezifischer polyklonaler Antikörper gegen Citrinin und eines Citrinin­

Protein-Konjugates als Festphasenantigen wurde ein kompetitiver indirekter Enzym­

immuntest zum Nachweis von Citrinin mit einer Nachweisgrenze von ca. 0,5 ng/ml erstellt. 

Zur Extraktion von Citrinin wurden gemahlene Gersten- und Weizenproben (2 g) mit 

PES/Methanol (90/1 0; l 0 rnl) 30 min gerührt. Der Extrakt wurde zentrifugiert, der Über­

stand filtriert und nach Verdünnung mit Puffer im Testsystem eingesetzt. Die Wiederfin­

dungsraten für Citrinin in künstlich kontaminierten (Konzentrationsbereich: 100-2000 ng/g) 

Gersten- bzw. Weizenproben lagen zwischen 105 % und 112 % (VK: 4,5-12,4%) bzw. 89% 

und 104% (VK: 6,9-13%). 

Die Effizienz der Extraktionsrnethode wurde anhand natürlich mit Citrinin kontami­

nierten Probenmaterials (Citrininkonzentration: ca. 300 - 1900 ng/g) überprüft. Versuche 

mit wiederholter Extraktion derselben Probe bzw. einer Modifikation der Extrationszeit 

zeigten, daß mehr als 75 % des extrahierbaren Citrinins mit PES/Methanol (90/ 10) als 

Extraktionsmittel bei einer Extraktionsdauer von 30 min gewonnen werden konnte. 

Aufgrund der einfachen Testdurchführung eignet sich der beschriebene Enzym­

irnmuntest als Routineverfahren zum Nachweis von Citrinin in Gerste und Weizen in Kon­

zentrationen von � 100 ng/g. 



Chromoson1ale Effekte von Citrinin und Patulini in vitro. 

M. Metzler, Kerstin Groß, Erika Pfeiffer

Institut für Lebensmittelchemie der Universität Karlsruhe (TH), Kaiserstraße 12, 

D-76128 Karlsruhe

Nach den Ergebnissen von Langzeitstudien an Nagern stehen Citrinin (CIT) und 

Patulin (PAT) im Verdacl1t, kanzerogen zu sein. In typischen Kurzzeittests für Gen­

toxizität, z.B. dem Salmonella typhimurium Test nach Ames, zeigen beide Myko­

toxine jedoch keine mutagene Wirkung. Einige komplette Kanzerogene wie 

Diethylstilbestrol, Benzol und Asbest erzeugen ebenfalls keine Genmutationen. in­

duzieren jedoch numerische Chromosomenaberrationen (Aneuploidie), die als 

wesentliches frühes Ereignis bei der neoplastischen Zelltransformation angenom­

men werden. Wir haben deshalb C!T und PAT mit verschiedenen Methoden auf 

aneugenes Potential untersucht. 

Sowohl CIT als auch PAT hemmen die Polymerisation von Mikrotubuli-Prote1nen 

(MTP) zu Mikrotubuli (MT) unter zellfreien Bedingungen (halbmaximale Hemrrung 

mit 400 mM CIT und 100 mM PA.T) CIT zeigt colchicin-artiges Verhalten ohne k:Jva­

lente Bindung an MTP, während PAT an Thiolgruppen der MTP bindet. In kultivier­

ten V79-Zellen (Lungenfibroblasten des chinesischen Hamsters) erweist sich PA.T 

als viel stärker cytotoxisch (50 % tote Zellen bei 5 rnM) als CIT (50 % tote Zellen bei 

100 mM). Bei Substanzkonzentrationen mit einer Überlebensrate der Zellen von 

>95% induzierten sowohl CIT als auch PAT konzentrationsabhängig Mikrokerne

(Mikronuklei, MN), die mit Antikinetochor-Antikörpern (von CREST-Patienten\ als

ganze Chromatiden identifiziert wurden. Die Rate an CREST-positiven MN lag für

40 mM CIT bei 55 MN pro 2000 Zellen (Kontrolle: 2 MN) und für 0,5 mM PAT bei 23

MN pro 2000 Zellen (Kontrolle: 2 MN). Mit 0,5 mM PAT wurden Chromatinbrücken

zwischen den Kernen der Tochterzellen beobachtet, die auf eine gestörte Tren­

nung der Schwesterchromatiden bei der Mitose schließen lassen.

Unsere Untersuchungen zeigen, daß sowohl CIT als auch PAT zu Störungen der 

Chromosomenaufteilung bei der Zellteilung führen. Beide Mykotoxine haben das 

Potential zur Induktion von Aneuploidie und sind somit potentiell kanzerogen. 

Unterstützt von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Me 57 4/14-1). 



Reevaluierung der Mutagenität von Kojisäure und 
Cyclopiazonsäure in Tests mit Salmonella typhimurium 

(Ames-Test) 

D. Wild, M. Gareis

Bundesanstalt für Fleischforschung, Institut für Mikrobiologie und Toxikologie, 

E.-C.-Baumann-Str. 20, D-95326 Kulmbach 

Während die mutagene und kanzerogene Wirkung des Aflatoxin B1 und anderer 

Aflatoxine gesichert ist, sind die entsprechenden Daten für andere Mykotoxine 

vielfach nicht eindeutig. So sind für Kojisäure und Cyclopiazonsäure die Daten zur 

Beurteilung der Mutagenität widersprüchlich (Wehner et al., 1978; Bjeldanes & 

Chew, 1979; Shibuya et al., 1982, Wei et al., 1991; Sorenson et al., 1984; Yates et 

al., 1987). Diese beiden Mykotoxine wurden daher im Ames-Test mit Salmonella 

typhimurium auf mutagene Wirkung untersucht. Aflatoxin B1 diente als 

Referenzsubstanz. Ames-Tests wurden unter verschiedenen Bedingungen, ohne 

und mit Zusatz der S9-Leberhomogenatfraktion und Kofaktoren zwecks 

metabolischer Aktivierung, mit den etablierten Stämmen von Salmonella 

typhimurium (TA98, TA 100 u.a.) durchgeführt; zusätzlich wurden die neuen 

Stämme der TA7000er Serie benutzt, die Aufschluß über den molekular­

genetischen Mechanismus einer mutagenen Wirkung geben. 

Kojisäure war signifikant mutagen bei sehr hohen Konzentrationen, im Bereich 

von 5 - 40 mM (bis 4 mg/Platte). Ihre mutagene Aktivität ist jedoch sehr schwach, 

um 6 Größenordnungen schwächer als die von Aflatoxin B1. Ergebnisse mit den 

Stämmen TA7001 - TA7006 bestätigten die sehr schwache mutagene Wirkung; 

aus der spezifischen Reaktion der 6 Stämme kann abgeleitet werden, daß 

Kojisäure unterschiedliche Transitions- und Transversionsmutationen induziert. 

Cyclopiazonsäure war unter verschiedenen Versuchsbedingungen auch bei den 

höchsten tolerierten Konzentrationen nicht mutagen. 



Probenaufbereitung über Aflaprep lmmunoaffinitätssäulen für die 
quantitative Bestimmung von Aflatoxin B 8 , G 1 und G2

Gabriele Krämer 

Chemisches Untersuchungsamt der Stadt Nürnberg, 
Hauptmarkt 1, 90317 Nürnberg 

Es wird über Probenaufbereitung und selektive Reinigung mittels Aflaprep­

lmmunoaffinitätssäulen bei einzelnen Lebensmittelgruppen auf pflanzlicher Basis 

berichtet. Die quantitative Auswertung erfolgt mittels Densitometrie und HPLC mit 

Nachsäulenderivatisierung und Fluoreszenzdetektion. Ergebnisse und Wiederfin­

dungsrate werden diskutiert. Im Vergleich zur herkömmlichen Aufarbeitung z.B. nach 

der amtlichen Methode nach § 35 LMBG hat sich das Verfahren als zeitsparend er­

wiesen. Man erhält gut gereinigte Extrakte mit reproduzierbarer Wiederfindung. Bei 

hohem Probenaufkommen eignet sich die Methode auch als Screening-Verfahren. 



Zur Rekombination und Ausscheidung von Afla.toxin M1

nach oraler Zufuhr Afla.toxin 81 -ähnlicher Verbindungen 
an laktierende Kühe 

A. Blüthgen

Institut für Hygiene, Bundesanstalt für Milchforschung, 
Hermann-Weigmann-Str. 1, 24103 Kiel 

Die Ausscheidung von Aflatoxin M1 mit der Milch laktierender Kühe ist immer die 

Folge einer endogenen Verfügbarkeit von Aflatoxin 8 1 oder eines anderen, entspre­

chend konvertierbaren Metaboliten, der mit der Futterration aufgenommen wird. Die 

langjährigen Erfahrungen mit nicht-höchstmengenkonformer Milch (>50 ppt) und der 

in einigen Fällen nicht objektivierbaren Kausalität der Futtermittel bei analytischer 

Überprüfung auf Aflatoxin B 1 führten zu der Überlegung, ob grundsätzlich ein „mas­

kiertes", im spezifischen Nachweis auf Aflatoxin B 1 nicht erfaßbares, dennoch zu 

Aflatoxin M1 umwandelbares Aflatoxin Ursache für dieses Phänomen sein kann, 

wenn andere Gründe ausscheiden. 

Unter den primären Metaboliten kommt für diese Rolle das Aflatoxikol in Frage, das 

sowohl in der Kultur des Aspergillus flavus gebildet wird als auch durch gewebe­

spezifische Steroidhydroxylasen im Organismus der Kuh aus Aflatoxin B1 durch Re­

duktion der 11-Ketogruppe entstehen kann. 

Zwei laktierenden Kühen wurden deshalb über vier Tage jeweils 75 bzw. 150 µg Afla­

toxikol nach der morgendlichen Melkzeit oral supplementiert und die Ausscheidung 

von Aflatoxin M 1 mit der Milch verfolgt. Tatsächlich erfolgt eine Umwandlung in weiter 

metabolisierbares Aflatoxin, wobei die Carry over-Rate zwischen 0,75 und 0,94 % 

liegt. Die erste Eliminationshalbwertszeit erreicht mit zwei Melkzeiten den für Afla­

toxin B1 bekannten Wert, die zweite Halbwertszeit liegt aber unter einem halben Tag. 

Inwieweit diese Befunde eine futtermittelmikrobiologisch/lebensmittelhygienische Re­

levanz haben, müssen weitere Untersuchungen - besonders im Futtermittelbereich -

zeigen. Hierzu gehört auch die Entwicklung einer spezifischen Analytik auf Aflatoxi­

kol. 



Effects of ochratoxin A on the brain of young adult rats 

E.E. Creppy , A. Belmadani , A.M. Betbeder , G.Tramu
2 

1 
Laboratory of Toxicology and Applied Hygiene, 146, rue Leo Saignat, 33076 Bordeaux 
(France) 

2 
Laboratory of Functional Neuro-Cytochemistry, av des Facultes , 33045 Talence (France) 

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin produced by several fungi, especially Aspergillus and 

Penicillium species. Animals and human foodstuffs {cereals, dried fruits, beans, olives, cof­

fee cocoa) can be contaminated by ochratoxin A, which is also found in blood of animals and 

humans ln the Balkans, Scandinavia, Germany, France, Northern America, Northern Africa 

(Algeria, Tunisia, Morocco) and Japan. 

OTA is considered as the main causal agent of the fatal human disease (Balkan endemic 

nephropathy}. OTA is nephrotoxic to all animals species studied so far. OTA is mainly tera­

togenic, genotoxic and carcinogenic. 

The distribution and excretion of OTA varies considerably among different species and diffe­

rent tissues but invariably it is distributed in all organs and tissues including brain in which 

OTA induces necrosis and microcephaly after in utero treatment. 

The distribution into the brain of young adult rats and consequences after subchronic expo­

sure to OTA habe been investigated in the present study. 

Our results an rats given OTA (289 µg/kg/48h for 3, 4, 6 weeks) indicated that OTA accumu­

lated in brain as function of time according to a regression curve, Y = 0, 11 a + 0.0083 with a 

correlation coefficient of r = 0.9917. The brain OTA contents was 38-58-94 ng/g of brain after 

respectively 3, 4 and 6 weeks-treatment with the mycotoxin. OTA induced modifications of 

free amino-acid concentrations in the brain, mainly, Asp, Tyr, Phe. Phenylalanine and tyrosi­

ne concentrations in the brain were increased respectively from 0,38 ± 0.025 µmoles/g to 

0.51 ± 0.029 µmoles/g and from 0.058 ± 0.002 µmoles/g to 0.069 ± 0.004 µmoles/g while 

aspartate was decreased from 2,58 ± 0,01 µmoles/g to 2,46 ± 0,08 µmoles/g. 

The histological investigations showed necrotic cells with pyknotic nucleus with a higher fre­

quency in OTA-treated animals as compared to the vehicle-treated controls. 

Key words: Ochratoxin A, subchronic intoxication, rat brain, pyknotic nucleus, Variation of 

free amino acids. 



Metabolism mediated toxicity of ochratoxin A 

J. Fink-Gremmels
Utrecht University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Veterinary 

Pharmacology, Pharmacy and Toxicology

Human pathologies linked epidemiologically to ochratoxin A exposure include 
progressive renal fibrosis followed by acute renal failure as well as adenocarcinomas 
of the urinary tract including the urinary bla1dder. These findings directed mechanistic 
research on the molecular mode of action of ochratoxin A towards two main areas: 
(1) the effects of ochratoxin A on renal function in particular renal hemodynamics

and proximal tubule function� .. which have bee11 s�pwn \o be do�e-dependently
affected by ochratoxin A.

(2) the mechanisms involved in DNA-damage, mutagenicity and genotoxicity
induced by ochratoxin A which might explain the carcinogenicity of ochratoxin A
as demonstrated in two rodent species and allow a mechanism-based risk
assessment to elaborate the poss·ple causal relationship between mycotoxin-
exposure and human pathologies.

Since we found in 1991 that ochratoxin A is metabolized into mutagenic metabolites 
by rat hepatocytes, we studied the metabolism of this mycotoxin in more detail with the 
aim to correlate biotransformation processes to toxic effects. The results can be 
summarized as follows: 

* the first step in ochratoxin A - metabolism is an activation by various CYP450
enzymes. This reaction is dose-, sex- and species-dependent.

* the human CYP450 enzymes involved in the bioactivation of ochratoxin A belang to
the subclasses CYP1A1, CYP1A2, CYP2C10 and CYP3A4. Activation by these
isoenzymes is a prerequisite for mutagenicity.

* the second essential step in OA metabolism is the coupling of activated metabolites
to glutathione, as glutathione-depleted cells are unable to form mutagenic
metabolites.

* mutation analysis of OA induced mutations of the lacZ' gene inserted into
transgenic cells revealed predominantly large deletions and only to a minor extend
other small alterations. These observations correspond to earlier results indicating
that OA causes DNA single strand breaks in metabolically competent cells.

From these findings it can be concluded that ochratoxin A requires metabolic 
activation to become an ultimate mutagen (and carcinogen). In the metabolic 
processing of ochratoxin A a number of different phases can be distinguished and 
thus, it is the aim of further studies to follow the final biotransformation steps occurring 
in the kidneys, in order to explain the site directed toxicity of ochratoxin A. 



Genotoxische Effekte von Ochratoxin A auf kultivierte 
Säugerzellen

W. Föllmann, Angelika Dörrenhaus und R. Vangala

Institut für Arbeitsphysiologie an der Universität Dortmund, Ardeystr. 67, 

D-44139 Dortmund

In der Literatur existiert zur Zeit eine unbefriedigende Datenlage über die 
genotoxischen Eigenschaften des Mykotoxins Ochratoxin A (OTA). Während für 
bakterielle Systeme (Ames-Test) negative Ergebnisse vorliegen, wurden mit 
Säugerzellen widersprüchliche Ergebnisse publiziert. 
Wir haben daher in Kurzzeit-Assays mit �liche��D.k� an 
verschiedenen Zellkulturen aus Säugern die genotoxischenWirkungen von OTA 
wie auch von OT-alpha, dem Hauptmetabolit von OTA, untersucht. 
An isolierten und kultivierten Hepatozyten aus Fischer 344 Ratten wurde getestet, 
ob OTA und OT-alpha DNA-Reparatur induzieren (UDS-Test). Durch OTA wurden 
in einem sehr engen Konzentrationsbereich (500nM -1 µM) DNA-Schäden erzeugt, 
die eine DNA-Reparatur nach sich zogen. Unter 500 nM OTA zeigte sich keine 
DNA-Reparatur und oberhalb von 1 µM OTA wirkte es cytotoxisch. OT-alpha zeigte 
keinen Effekt [Föllmann W. et al. Naunyn Schmiedeberg's Arch. Pharmacol. 349: 
R123, 1994]. 
Da die Harnblase neben der Niere ebenfalls ein Zielorgan für OTA ist, wurden 
kultivierte Epithelzellen aus Schweineharnblasen benutzt, um die Induktion von 
Schwesterchromatidaustauschen (SCE= sister chromatid exchanges) während der 
Zellteilung zu untersuchen. Hier zeigte sich, daß OTA konzentrationsabhängig (100 
pM-100nM) die Rate an SCE's erhöht. Für OT-alpha konnte ebenfalls eine 
Erhöhung gezeigt werden, jedoch in 100-fach höherer Konzentration (1 0nM 
-10µM) [Föllmann W. et al. Arch.Toxicol. 69:280-286]. An diesen Zellen wurde
außerdem untersucht, ob es durch OTA zu einer Induktion von DNA-Strangbrüchen
kommt. Bei Konzentrationen von 1 0 und 100 nM OTA wurden Einzelstrangbrüche
nachgewiesen und bei der höheren Konzentration sind erste Hinweise auf die
Induktion von DNA-DNA-Quervernetzungen gefunden worden. Versuche mit OT­
alpha stehen noch aus.
zusammengefaßt weisen diese Befunde auf eine genotoxische Wirkung von OT A
hin, die bei einer Beurteilung dieser Substanz zu berücksichtigen sind.



ZUR GENOTOXIZITÄT VON OCHRATOXIN A UND ANALOGA 
IN ZELLKUL TUREN AUS SCHAFSAMENBLASEN 

Stefanie Stock, J. Hülsemann, Maria M. Gerber und Gisela H. Degen 

Institut für Arbeitsphysiologie an der Universität Dortmund, 

Ardeystr. 67, D-44139 Dortmund 

Ochratoxin A (OTA) ist für Nager karzinogen und wird daher als Krebsrisikofaktor für 
Menschen betrachtet. Obwohl bereits viel über die Mykotoxin-Belastung von 
Nahrungsmitteln bekannt ist, wird eine Risikoabschätzung noch durch das unbefrie­
digende Verständnis des Wirkmechanismus von OTA, u.a. eine lückenhafte Daten­
lage zur Genotoxizität der Substanz und ihrer Metabolite erschwert. Dies veranlaßte 
uns, die Wirkung von OTA, 0TB und OT-alpha in einem Säugerzell-Modell zu 
untersuchen. Um auch Hinweisen auf eine Rolle des peroxidativen Metabolismus für 
adverse Effekte nachzugehen, wurden dafür Schafsamenblasen (OSV)-Zellen einge­
setzt, die hohe Prostaglandin H Synthase (PGHS)-Peroxidase Aktivität exprimieren. 
Sie wurden für 6 h mit verschiedenen Substanzkonzentrationen im Medium (IBR 
supplementiert mit 1 O % fetalem Kälberserum) behandelt. Nach Mediumwechsel und 
einer Expressionszeit von 21 h wurde Genotoxizität in Form von Mikrokernen evalu­
iert, denn mit diesem Endpunkt können sowohl klastogene als auch aneuploidogene 
Wirkungen, also DNA-Strangbrüche und Genom-Mutationen, erfaßt werden. 
OTA und 0TB induzierten beide konzentrationsabhängig Mikrokerne in OSV-Zellen. 
OTA war in vitro (bei 12-30 µM im Medium) etwas stärker wirksam als 0TB, 
während OT-alpha auch bei höheren Konzentrationen (bis 180 µM) zu keiner 
signifikanten Induktion von Mikrokernen führte. Die Genotoxizität von OTA und 0TB 
wurde interessanterweise bei Zusatz von lndomethacin (50 µM) nicht vermindert, 
sondern noch verstärkt; der PGHS-lnhibitor allein war nicht toxisch für die Zellen. Da 
[3H]-OTA von lndomet11acin auch nicht deutlich aus der Bindung an Serumprotein 
verdrängt wurde, untersuchen wir derzeit andere Erklärungsansätze. Jedenfalls 
sprechen die Daten des Mikrokerntests zunächst dagegen, dgJLQ�b.@.t�_YQP 
PGHS-Peroxidase metabolisch aktiviert werden. 

�-e-Ergebnisse--u-ndweiterenelJSBerunae(vgl. Abstract Föllmann et al.) stützen 
die Hypothese, daß Genotoxizität von Ochratoxinen für deren adverse Effekte in vivo

bedeutsam ist. 



Anwendung von Gradienten-HPLC für die Auftrennung von 

Ochratoxin A und seinen Derivaten

Monika Ruhland, Gabriele Engelhardt, P. R. Wallnöfer 

Bayerische Landesanstalt für Ernährung, Menzingerstraße 54, 80638 München 

1. Einleitung

Schimmelpilze der Aspergillus ochraceus-Gruppe und Penicilliumarten können 

außer dem hochgiftigen Mykotoxin Ochratoxin A (OA) auch Ochratoxin A-Derivate 

wie z.B. Ochratoxin B (OB), OB-Methylester, OA-Methylester, OchratoxinO'- Ochra­

toxin ß und Hydroxyochratoxin A bilden. Daß OA in Pflanzen- und Tierzellen meta­

bolisiert werden kann ist bekannt. Folglich könnten eine Vielzahl strukturverwandter 

Ochratoxin-Derivate in Nahrungsmitteln vorkommen, die mit den üblichen Nach­

weismethoden nicht detektiert werden können. Mit der beschriebenen HPLC­

Methode kann eine Auftrennung dieser Ochratoxin-Derivate erreicht werden. 

2. HPLC-Methode

Es wurde eine Lichrosorb RP 18 Säule (7 µm, 4 mm x 250 mm) mit einer Lichrosorb 

RP 18 Vorsäule (7 µm, 4 mm x 4mm) (Merck AG. Darmstadt, Germany) verwendet. 

Gradient: 20%-70% Acetonitril in 1 % Essigsäure innerhalb von 25 Minuten, dann 10 

Minuten isokratisch bei 70 % Acetonitril, Flußrate 1 ml/min. Fluoreszenzdetektion: 

Fluoreszenzdetektor Modell F-1000, Hitachi, Ex: 330nm, Ern: 460nm. 

3. Ergebnisse

Mit dieser HPLC-Methode konnten die von Penici/lium verrucosum sp. 1761 in 

Flüssigkultur produzierten Substanzen OA, OB, Ochratoxina, Ochratoxin ß OB­

Methylester und OA-Methylester detektiert und aufgetrennt werden. Die Gradienten­

elution ist für die Bestimmung dieser Toxine aus Lebensmittelproben von Nutzen, 

wenn eine Abtrennung von Begleitsubstanzen erforderlich ist (Beispiel: Nachweis 

von OA und OB in verschimmelter Gerste). Ein weiteres Beispiel für die Anwendung 

dieser Methode ist die Detektion chemsich hergestellter Ochratoxin-Analoge. 

Dieses Projekt wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefördert. 



Ochratoxin A im Serum eines Lehrstuhlkollektivs: 1990-1995

Erwin Märtlbauer et al. 

Lehrstuhl für Hygiene und Technologie der Milch, Tierärztliche Fakultät, Ludwig-Maximilians-Universität 

München, Schellingstralle 10, 80799 München 

Zwischen Juli 1990 und Dezember 1995 wurden 85 Serumproben von insgesamt 31 

Mitarbeitern des Lehrstuhls für Hygiene und Technologie der Milch auf Ochratoxin A (OA) 

untersucht. Die Analysen wurden jeweils parallel mit einem Enzymimmuntest (EIA) und mit 

einer HPLC-Methodik durchgeführt. Die Nachweisgrenzen für OA im Serum lagen bei 50-

100 pg/ml. 

Eine Probe war in beiden Testsystemen negativ. Unter Verwendung der HPLC als 

Referenzverfahren ergaben sich für die OA-Bestimrnung mittels EIA sieben (8,2 % ) falsch­

positive und ein (1,2 % ) falsch-negatives Resultat(e). Diese Abweichungen lagen allerdings 

ausnahmslos in einem Konzentrationsbereich von unter� pro ml. In 76 Proben 
,, 

(89%) wurde mit beiden Methoden OA festgestellt (Korrelationskoeffizient: r2=0,763). Die 

mit EIA bzw. HPLC gemessenen maximalen und mittleren OA-Gehalte für positive Proben 

lagen bei 1290 pg/ml und 385 ± 229 pg/ml bzw. bei 1110 pg/ml und 288 ± 182 pg/ml. 

Von 9 Personen lagen Meßwerte (n =5) über den gesamten Untersuchungszeitraum 

vor. Eine Person wies konstant sehr niedrige Serum-OA-Werte ( < 200 pg/ml) auf, bei allen 

anderen schwankten die GA-Konzentrationen innerhalb des Untersuchungszeitraumes stark. 



Quantitative determination of Ochratoxin A in human 

blood and colostrum samples in Hungary 

A. Bata 1, F. Kovacs2
, G. Sandar 1, A. Vanyi1 

1l University of Veterinary Science, Dept. Animal Hygiene, H-1078 Budapest,

lstvan u. 2, HUNGARY 
2l Hungarian Academy of Sciences, Budapest

Ochratoxin A (OA) is one of the most frequent sources of mycotoxin contamination of 

feed in Hungary. 

lt is produced by 1 O % of Aspergillus and 12 % of Penici/lium species. Humans may 

ingest OA with foodstuff of plant origin and secondary also with animal products. The 

mutagenic, teratogenic and carcinogenic effects of OA as revealed by recent studies 

prompted us to test human blood and colostrum samples for OA content. 

One hundred blood samples and 92 mother's milk samples were investigated during 

1994, 

In 52 % of the examined blood samples OA was found, at levels higher than the de­

termination limit (0.2 ppb). The average toxin content in the positive samples was 

0.92 ppb. 

In 41 % of the examined mother's milk samples OA was found. The average toxin 

content was 1.4 ppb. 

The results indicate that human exposure to OA is distinct possibility. This is a se­

rious risk if we consider that now it is already a generally held opinion that OA has 

teratogenic, mutagenic and carcinogenic properties. Mycotoxins present in the ma­

ternal organism which appear also in the mother's milk in the postpartum period, 

constitute a severe risk to the health of new-born infants. 



Belastung des Verbrauchers und der Lebensmittel mit Ochratoxin A 

J. Wolff
Bundesanstalt für Getreide-, Kartoffel- und Fettforschung in Detmold; Institut für Biochemie und Ana­

lytik des Getreides; 32756 Detmold, Schützenberg 12 

M. Gareis und R. Scheuer
Bundesanstalt für Fleischforschung; Institut für Mikrobiologie und Toxikologie; 

95326 Kulmbach; E.-C.-Baumann-Straße 20 

G. Engel
Bundesanstalt für Milchforschung; Institut für Mikrobiologie; 24103 Kiel; 

Hermann-Weigmann-Str. 1-27 

H. Bresch
Bundesforschungsanstalt für Ernährung; Institut für Hygiene und Toxikologie; 

76131 Karlsruhe; Engesserstr. 20 

H. Rosner
Bundesinstitut für gesundh. Verbraucherschutz und Veterinärmedizin; 

07743 Jena; Naumburgerstr. 96 a 

P. Majerus
Chemisches Untersuchungsamt; 54295 Trier; Maximineracht 11 a 

R. Schneider
Infratest; 80687 München; Landsberger Str. 338 

Ochratoxin A (OTA), wurde in verschiedenen pflanzlichen und tierischen Lebensmit­
teln gefunden. Untersuchungen von Humanblutseren in Bayern, Niedersachsen, 
Hessen und Thüringen ergaben, daß bis zu 68 % der untersuchten Seren mit 0, 1-
14,4 mg/1 OTA belastet waren. Untersuchungen in der Schweiz zeigten auf, daß sich 
OT A in ausnahmslos jeder Blutprobe nachweisen ließ, ,,d. h., daß OT A im Blut der 
schweizerischen Bevölkerung (und vermutlich auch der europäischen) als ubiquitär 
Kontaminant betrachtet werden muß". 

Zur Klärung des Zusammenhangs zwischen OTA-belasteten Lebensmitteln und der 
Belastung der Verbraucher und besonderer Verbrauchergruppen in Abhängigkeit 
von den Verbrauchsgewohnheiten soll in einer vom Bundesministerium für Gesund­
heit geförderten Studie der OTA-Gehalt in Lebensmitteln und in Blutseren repräsen­
tativ ausgewählter Probanden ermittelt werden. Alle Werte werden in 4 Wellen pro 
Jahr über zwei Jahre erfaßt. Die Analysengenauigkeit wird durch Ringversuche 
überprüft. Damit wird erstmals die OTA-Zufuhr in der Gesamtbevölkerung ermittelt. 
Mit diesen Untersuchungen soll ebenfalls geklärt werden, ob zwischen analytisch 
erfaßtem und bioverfügbarem OTA Unterschiede bestehen. Ferner wird Aufschluß 
darüber erwartet, ob die resultierenden OTA-Gehalte in den Seren bei gleicher Nah­
rungsaufnahme für mehrere Probanden individuell verschieden sind. Die Ergebnisse 
aus insgesamt über 12.000 Einzeluntersuchungen können zur Festlegung von 
Höchstmengen in Lebensmitteln beitragen. 



Reduzierung von Ochratoxin A in Futtergetreide durch 
Konservierungsstoffe

W. Ric_hter, M. Schust�r, W. Scholz

Bayerische [andesanstalt für Tierzucht, Grub 
Postfach 1180, 85580 Poing 

Die Möglichkeiten der Entgiftung von Ochratoxin A in Getreideschrot durch 
Konservierungsstoffe wurde von Richter und Wolff 1994 untersucht. Durch die 
Konservierungsstoffe wurde der Gehalt an Ochratoxin A im Getreideschrot 
(3,5 µg/kg mr) um 11 - 37 % reduziert. Nun sollte die Wirkung dieser 
Konservierungsstoffe bei ganzen Körnern geprüft werden. Hierzu wurde 
Wintergerste (Sorte lgri) der Ernte 1994 mit P. verrucosum (CBS 190.89 CIBTMF 
23), nach Wiederbefeuchtung auf 19%, beimpft und 16 Wochen in einer 
Getreideschüttung (Silo), wie bei Abramson u.a. 1992 beschrieben, gelagert. Ein Teil 
dieses Getreides wurde gemischt und als Ausgangsmaterial (49,2 µgOTA/kg 
Getreide) zur Behandlung mit Konservierungsstoffen verwendet. 

Reduzierung(%) von Ochratoxin A in Wintergerste durch die Behandlung mit 
unterschiedlich dosierten Konservierungsstoffen 

Konservierungsstoffe Dosierung 

1 II 111 

Propionsäure 
0,25/0,5/1,0% 23 16 65 

Harnstoff 
1,75/2,25/2.75% 60 71 40 

--

Natriumdisulfit 
0,5/1,0/1,5% 56 57 7 

Natronlauge 
1,5/2,5/3,5% 82 74 100 

Die Reduzierung von Ochratoxin A in Wintergerste erfolgt mit keinem 
Konservierungsmittel vollständig. Die Überprüfung der Behandlungsstufe 
Natronlauge mit 3,5% im neutralen Bereich ergab nur eine Reduktion um 81 %. Zur 
Absicherung dieser Reduktion müßte noch ein Fütterungsversuch durchgeführt 
werden. 

Die verwendete Literatur kann beim Erstautor angefordert werden. 





Ochratoxin A und intestinaler Nährstofftransport beim Schwein 

G. Breves C. Winckler und B. Schröder

Institut für Veterinär-Physiologie, Justus-Liebig-Universität Gießen 

Bislang liegen keine grundlegenden Untersuchungsergebnisse zu der Frage vor, ob 

der intestinale Transport von Kohlenhydraten oder Aminosäuren durch eine orale 

Belastung mit Ochratoxin (OTA) beeinflußt wird. Daher erhielten im Rahmen der 

vorliegenden Untersuchungen 9 Ferkel im Gewichtsbereich zwischen 17 und 24 kg 

und bei einer Futteraufnahme von 1 kg/Tag für die Dauer von 10 Tagen OTA per os 

in einer Dosis von 7 4 �tg/kg Futter. Acht Tiere dienten als Kontrollen und bei 4 

weiteren Tieren wurde als charakteristisches Xenobiotikum 2-Acetylaminofluoren in 

einer Dosis von 40 mg/kg Lebendmasse für die Dauer von 5 Tagen mit dem Futter 

verabreicht. 

Aus den am Ende der Applikation entnommenen Segmenten des mittleren Jejunums 

wurden Bürstensaummembranvesikel präpariert, an denen die Aufnahme von 

Glukose und Alanin gemessen wurde. 

Für die Glukoseaufnahme wurden zwischen den drei Versuchsgruppen keine 

Unterschiede festgestellt. Sie zeigte in allen Ansätzen die charakteristischen 

Merkmale des Na+-gekoppelten Glukosetransports. 

Die Na+-abhängige Alaninaufnahme wurde durch OTA nicht beeinflußt, sie war nach 

Aminofluorenbehandlung jedoch deutlich vermindert. 

Aus diesen Ergebnissen ist zu schließen, daß OTA spezifische Transportsysteme im 

Darm nicht beeinflußt, was jedoch für Xenobiotika vermutet werden kann. 



Untersuchungen zur Tiergesundheit und zum Rückstandsverhalten 

beim Schwein bei gleichzeitiger Aufnahme der Mykotoxine Ochra­

toxin A und Deoxynivalenol über das Futter im 90-Tage-Test

K. Lusky, Roswitha Göbel, Doris Tesch, K.-0. Doberschütz, A. Lippert

und Gunda Tenner

Institut für Veterinär-Pharmakologie und Toxikologie GmbH, 

Weißenseer Str. 36, 16321 Bernau 

In einem Test an Schweinen sollte geprüft werden, welche Auswirkungen ein kom­

biniertes Vorkommen der Mykotoxine Deoxynivalenol (DON) und Ochratoxin A 

(OTA) im Futter von Schweinen auf die Tiergesundheit hat und welches Rück­

standsverhalten diese Mykotoxine einzeln bzw. in Kombination zeigen (Gr. 1: OTA 

[0, 1 ppm] + DON [1,0 ppm]; Gr. II: OTA [0, 1 ppm]; Gr. III: DON [1,0 ppm]; Gr. IV: 

Kontrolle). 

Ergebnisse 

Eine Kombination der Mykotoxine OTA und DON in praxisrelevanten Dosierungen 

hat keinen nachweisbaren Einfluß auf die Tiergesundheit. Anhand der Lebendmas­

se, Hämatologie und Klinischen Chemie lassen sich Auswirkungen einer Mykotoxin­

fütterung von OTA und DON einzeln bzw. in Kombination nicht nachweisen. Eine 

Beeinflussung der Antikörperbildung nach AK-Vaccinierung konnte nicht beobachtet 

werden. Im Blutserum und in den Organen ist DON nicht nachweisbar. Im Serum 

deutet sich bei kombinierter Verfütterung von OTA und DON zwischen dem 28. und 

70. VT eine Erhöhung im OTA-Gehalt an. Ein möglicher additiver Effekt der kombi­

nierten Fütterung läßt sich als Trend aus der Verfütterung von OTA und DON über 

90 Tage ableiten. Die Verfütterung bewirkt eine geringfügige Erhöhung der OTA­

Gehalte im Serum am 90. VT und der OTA-Gehalte in der Niere, partiell auch im 

Muskel im Vergleich zur alleinigen OTA-VetiüttP.rung. Bei kombinierter Gabe von 

OTA und DON kann es zu Hyperämie in der Magenschleimhaut kommen. Auch sind 

Veränderungen im Tubulusepithel möglich. 



Zur Bestimmung von Deoxynivalenol in Plasma, Organen und Ge­

weben

Roswitha Göbel und D. Bohm 

Institut für Veterinär-Pharmakologie und Toxikologie GmbH, 

Weißenseer Str. 36, 16321 Bernau 

Im Rahmen eines Tierversuches war es notwendig, eine empfindliche Methode zur 

analytischen Erfassung von Deoxynivalenol (DON) zu erarbeiten. In Anlehnung an 

die Literatur wurden Methoden zur Erfassung von DON in Serum, Organen, Gewebe 

und Harn erarbeitet. 

Organproben wurden zunächst mit ß-Glucuronidase bei pH = 5.0 über 16 h bei 37 °C 

inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit n-Hexan entfettet und Verunreini­

gungen mit Dichlormethan abgetrennt. Eine weitere Reinigung des Rückstandes er­

folgte über Extrelutsäulen (Elution mit Ethylacetat), Florisil-Säulen (Elution mit Chlo­

roform/Methanol = 90 + 10) sowie ggf. über Festphasensäulen (Kieselgel-Säulen­

Elution mit Chloroform/Aceton = 3 + 1 ). Serum- und Harnproben wurden direkt an 

einer Extrelut-Säule gereinigt und anschließend über Festphasensäulen gereinigt. 

Die Bestimmung des DON erfolgte nach Derivatisierung mit TMSI in Form der TMS­

Ether mit GC/MS (Cl-Mode, Reaktantgas-Methan). Zur quantitativen Bestimmung 

wurde das Fragment-Ion m/z = 407 ausgenutzt. Die Quantifizierung erfolgte anhand 

einer externen Eichung. 

In Serum-, Harn-, Gewebe- und Organproben konnten Nachweisgrenzen von 0.9 bis 

8.1 µg/kg und Bestimmunsgrenzen von 1.3 bis 11.4 µg/kg ermittelt werden. Die 

mittleren Wiederfindungsraten für DON in verschiedenen Matrizes lagen im Bereich 

von 20 bis 100 µg/kg zwischen 71 und 95 %. 





Nivalenolbildung von Fusarium culmorum-lsolaten bei Ähreninfektion 
von Winterroggen im Feld 

Gudrun Gang8
, T. Miedanerb, Jutta Freesemanna, H. H. Geiger8 

a Institut für Pflanzenzüchtung 350/3, Universität Hohenheim, 70593 Stuttgart 
b Landessaatzuchtanstalt 720, Universität Hohenheim, 70593 Suttgart 

Die Mykotoxinbildung von Fusarium culmorum wurde bisher vor allem mit der Bildung 

von Deoxynivalenol (DON) und Zearalenon assoziiert. In unseren Untersuchungen 

wurden 42 F. cu/morum-lsolate aus zehn Ländern an zwei Orten auf Roggen inokuliert. 

Das Erntegut vom Feld wurde mit dem Gas-Chromatographie-Elektroneneinfang­

Detektor (GC-ECD) auf den DON-Gehalt untersucht. Sieben F. culmorum-lsolate

zeigten übereinstimmend für beide Orte neben dem DON-Peak einen zweiten Peak 

bei einer Retentionszeit von 40,86 Minuten. Mit der GC-MS konnte dieser Peak als 

Nivalenol (NIV) identifiziert werden. Der NIV-Gehalt für das Erntegut der sieben lsolate 

lag zwischen 18 und 30 mg kg·1. Der mittlere DON-Gehalt dieser Proben war niedrig

(3 mg kg-1) und lag in der gleichen Größenordnung wie der der Kontrolle, während die

mit den anderen 35 F. cu/morum-lsolaten inokulierten Proben einen hohen mittleren 

DON-Gehalt aufwiesen (39 mg kg·1). Bei allen sieben NIV-produzierenden lsolaten 

wurde auch nach einer in vitro-lnkubation von Roggenkörnern ein Peak bei der 

Retentionszeit von 40,86 Minuten mit dem GC-ECD gefunden. 

Zwischen der NIV-Produktion der lsolate und ihrer geografischen Herkunft konnte kein 

Zusammenhang gefunden werden. Zwei lsolate stammten aus Australien, zwei aus 

den Niederlanden, eines aus Italien und zwei aus Deutschland. Die beiden deutschen 

lsolate wurden von H. Nirenberg als F. culmorum identifiziert. Alle lsolate wurden durch 

einen artspezifischen PCR-Primer als F. cu/morum bestätigt (durchgeführt von 

A. Schilling). Unsere Resultate zeigten, daß bestimmte F. cu/morum-lsolate NIV, nicht

nur unter in vifron, sondern auch unter Feldbedingungen bilden konnten. Diese lsolate

produzierten entweder kein oder nur sehr wenig DON. Daher sollten Toxin­

untersuchungen von Nahrungs- und Futtermitteln auch NIV berücksichtigen.



Nachweis von Fusarien in Getreide-Einzelkörnern und -Mehl 
mit Hilfe eines Enzymtests, eines EUSA 
und über PCR mit spezifischen Primern 

Beate Volke, M. Wegener, A. Weinert, B. Koopmann und G. A. Wolf 

Institut für Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz 
der Georg-August-Universität 

Grisebachstr. 6, 37077 Göttingen 

Zum Nachweis von Fusarium spp. in Getreidesamen wurde ein Enzymtest, ein 

ELISA sowie eine PCR mit spezifischen DNA-Primer entwickelt und überprüft. 

Während die Pilze über die Aktivität extracellulärer pilzlicher Cellulasen und mit 

einem ELISA sowohl in Mehl als auch in ganzen Getreidekörpern quantitativ aber 

unspezifisch erfaßt werden konnten, gelang es mit der PCR, F. culmorum und F. 

graminearum spezifisch nachzuweisen 







lmmunoaffinitätssäulen versus klassische Probenvorbereitung bei 
der Bestimmung von Zearalenon in Mais - ein Methodenvergleich 

-�' R. Krska1 , M. Grasserbauer1 , H. Lew2 

1 Interuniversitäres Forschungsinstitut für Agrarbiotechnologie (IFA-Tulln), 
Abteilung Analytikzentrum, Konrad-Lorenzstraße 20, A-3430 Tulln, Austria 

2Bundesanstalt für Agrarbiologie, Wieningerstr.8, 4025 Linz, Austria 

Zearalenon (ZON), ein bereits in Spurenkonzentrationen östrogen wirkendes 
Mykotoxin, wird von verschiedenen Spezies der Gattung Fusarium gebildet. Da ZON 
neben Moniliformin und den Trichothecenen zu den häufigsten Fusarien-Toxinen in 
Österreich zählt, sind leistungsfähige analytische Verfahren für seine 
Quantifizierung (vor allem in Mais) im µg/kg-Bereich unerläßlich. In dieser Arbeit 
wurde die Leistungsfähigkeit einer modernen ZON-Analysenmethode mit 
lmmunoaffinitätssäulen (IAS) gegenüber einem bereits etablierten Verfahren für die 
Matrix Mais untersucht. 

Neben verschiedenen Extraktionsverfahren unterscheiden sich die hier verglichenen 
Methoden vor allem im Clean-up. Im Gegensatz zur Aufreinigung mit IAS aus einem 
Acetonitril/Phosphatpuffergemisch beinhaltet das Clean-up beim arbeitsauf­
wendigeren klassischen Verfahren nacheinander Extraktionen mit Chloroform, verd. 
Natronlauge und erneut mit Chloroform. Die chromatographische Trennung und die 
Detektion erfolgen in beiden Fällen mittels RP-HPLC/FLD (27 4, 275nm/450 nm). 

Zur Ermittlung der Wiederfindungsraten, Nachweisgrenzen, und Standard­
abweichungen wurde Maisgrieß mit ZON dotiert (10-200 µg/kg) und nach beiden 
Methoden analysiert. Der Vergleich der Analysenergebnisse von acht natürlich 
kontaminierten Maisproben ergab eine gute Übereinstimmung der gefundenen ZON­
Gehalte. Ein möglicher systematischer Unterschied der beiden Analysenverfahren 
wurde durch zusätzliche Extraktionsexperimente untersucht. 
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