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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Trichothecene sind eine ca. 150 Metaboliten umfassende Gruppe von Mykotoxinen. Dabei
handelt es sich um zyklische Sesquiterpene, die durch eine oder mehrere Epoxygruppen
gekennzeichnet sind und aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften in vier Gruppen eingeteilt
werden (Ueno 1983a). In Lebensmitteln auf Getreidebasis spielen Trichothecene des Typs A und
B die groBte Rolle, die von weltweit verbreiteten Pilzen der Gattung Fusarium bereits auf dem
Feld gebildet werden konnen (Krska et al. 2001). Eine europaweite Studie der Scientific
Cooperation (SCOOP 2003) ergab, dass liber 60 % der untersuchten Weizenproben mit dem Typ
B Trichothecen Deoxynivalenol (DON) oder 20 % der Weizenproben mit T-2 kontaminiert
waren. Diese Toxine wirken stark zytotoxisch, immunmodulatorisch und membranschéidigend
(Bennett 2003). In mehreren Stellungnahmen zur Problematik ,,Fusarientoxine* hat das Scientific
Committee on Food (SCF) der Europidischen Union (EU) daher Werte fiir die tolerierbare
tagliche Aufnahme (TDI) fiir die Trichothecene DON, Nivalenol (NIV) und T-2/HT-2 Toxin
(HT-2) festgelegt (SCF 1998-2002). Vor allem bei der Subpopulation ,,Kinder und Kleinkinder*
wurden Uberschreitungen dieses TDI-Werts um mehr als das Fiinffache festgestellt (SCOOP
2003). Aus diesem Grund wurden seitens der EU dringend mehr Daten zum Vorkommen dieser
Toxine gefordert, auf deren Grundlage gegebenenfalls die Festlegung eines Grenzwerts fiir T-

2/HT-2 in Getreide und Getreideerzeugnissen vorgesehen ist (Verordnung (EG) 1881/2006).

Hinweise auf ein Vorkommen von Trichothecenen des Typs D, sogenannten makrozyklischen
Trichothecenen, in Lebensmitteln liegen hingegen kaum vor (Krska et al. 2001), wobei nur
wenige Analysen mit ausreichend sensitiven und selektiven Methoden durchgefiihrt wurden.
Diese hochtoxischen Metaboliten konnen jedoch von Stachybotrys spp. auf cellulosereichen
Materialien wie Tapeten oder Gipskarton nach Feuchteschidden in Innenrdumen gebildet werden.
In den letzten Jahren erlangten diese Toxine daher im Hinblick auf eine mogliche
gesundheitsschidigende Wirkung auf den Menschen besondere Aufmerksamkeit als mogliche
Ausloser des sogenannten sick building syndrome (SBS) und einzelner Fille von
Lungenblutungen bei Kindern (Johanning et al. 1996, Jarvis et al. 1998, Dearborn et al. 1999).
Aufgrund der Vielzahl anderer in der Luft vorkommender Schadstoffe und der Tatsache, dass ein
moglicher Ubergang makrozyklischer Trichothecene in die Luft als nicht gesichert gilt (Sudakin
2003), ist ein Kausalzusammenhang zwischen dem SBS und dem Vorkommen von Stachybotrys

spp. bisher allerdings immer noch fragwiirdig (Terr 2001, Kuhn et al. 2003).
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Ziel dieses Forschungsvorhabens war es, eine moglichst groe Anzahl an bekannten und auch
bisher wenig erforschten Trichothecenen in Lebensmittel- und Umweltproben zu untersuchen.
Hierzu wurden zunichst zwei hochsensitive LC-MS/MS Multimethoden entwickelt und
validiert, mit denen insgesamt 22 Typ A, B und D Trichothecene in unterschiedlichen Matrices
bestimmt werden konnten. Darauthin erfolgte im Bereich Lebensmittelanalytik eine

Datensammlung und -bewertung in Hinblick auf folgende Schwerpunkte bzw. Fragestellungen:

- Ermittlung von reprédsentativen Daten speziell zum Vorkommen von Typ A, aber auch von
Typ B Trichothecenen, in Weizen, Roggen und Hafer (Probenahme nach VO (EG) 401/2006).

- Wie stark ist eine Mehrfachbelastung mit unterschiedlichen Trichothecenen auf
Einzelprobenniveau ausgeprigt und gibt es Korrelationen zwischen den einzelnen Analyten?

- Kommen Typ D Trichothecene in Cerealien vor?

- Wie hoch ist die Exposition des Verbrauchers gegeniiber T-2/HT-2 und anderen
Trichothecenen einzuschitzen?

- Gibt es einen Einfluss der landwirtschaftlichen Erzeugungsweise auf den Toxingehalt der

Proben?

Im Bereich Umweltanalytik wurden Proben von Baumaterialien und Luft aus Rdumen mit

Schimmelbefall untersucht. Dabei waren die folgenden Fragestellungen zu kliren:

- Welche Schimmelpilze kommen in den untersuchten Innenrdumen vor und wie hiufig konnen
Stachybotrys spp. nachgewiesen werden?

- Kommen makrozyklische Trichothecene in schimmeligen Baumaterialien (Tapeten,
Gipskartonplatten) vor?

- Konnen diese Toxine in die Raumluft iibergehen und so eine direkte inhalative Belastung des

Menschen darstellen?

Im Methoden- und Ergebnisteil wird an entsprechenden Stellen auf die wihrend dieser Arbeit
entstandenen Publikationen verwiesen. Zuerst wird im Folgenden jedoch ein Literaturiiberblick
iiber das untersuchte Trichothecen-Stoffspektrum, die toxischen Eigenschaften und die

Bedeutung der Trichothecene als Kontaminanten in Lebensmitteln und Innenrdumen gegeben.
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2 LITERATUR

2.1 Trichothecen-Stoffspektrum

Die Stoffgruppe der Trichothecene umfasst rund 150 Substanzen. Dabei handelt es sich um
zyklische Sesquiterpene, die durch eine C-12,13-Epoxygruppe und grofitenteils durch eine
Doppelbindung zwischen C-9,10 gekennzeichnet sind. Allen gemeinsam ist ein trizyklisches
Trichothecan-Grundgeriist, wobei sich die einzelnen Metaboliten durch die Position und Anzahl
von Hydroxygruppen sowie der Art und Komplexitit der Veresterungen unterscheiden. Diese
Mykotoxine konnen von verschiedenen Pilzen der Gattungen Fusarium, Stachybotrys,
Myrothecium, Trichothecium, Trichoderma, Cephalosporium oder Verticimonosporium, aber

auch von Pflanzen der Gattung Baccharis gebildet werden (Ueno 1983a).

Aufgrund ihrer chemischen Strukturen werden Trichothecene in vier Gruppen der Typen A bis D
eingeteilt, wobei nach bisherigen Erkenntnissen Typ A und B die groBite Rolle als
Lebensmittelkontaminanten spielen. Typ B Trichothecene wie DON sind durch eine Ketogruppe
am C-8 Atom des Molekiils gekennzeichet und werden daher auch als Ketotrichothecene
bezeichnet. Typ A Trichothecene oder auch Nicht-Ketotrichothecene wie T-2 und HT-2 besitzen
an dieser Stelle hingegen keine Ketogruppe (Ueno 1983a; Abbildung 1). Als Hauptproduzenten
sind Fusarium (F.) sporotrichioides und F. langsethiae (Typ A) bzw. F. culmorum und F.
graminearum (Typ B) bekannt (JECFA 2001, Torp et al. 2004, Thrane et al. 2004). Ein
Fusarienbefall der Pflanze auf dem Feld geht dabei primér mit verschiedenen Erkrankungen wie
der Taubihrigkeit bei Getreide (Fusarium head blight) oder der Kolbenfédule bei Mais (Giberella
ear rot) einher, welche zu vermindertem Wuchs und zu starken Ertragseinbuflen fithren kénnen

(Bottalico et al. 2002).

Typ C-Trichothecene besitzen eine weitere Epoxygruppe. Diese kann beispielsweise, wie beim
Cephalosporium- oder Trichothecium-Metabolit Crotocin, zwischen C-7,8 oder, wie bei
Baccharin, das von der Pflanze Baccharis megapotamica synthetisiert werden kann, zwischen C-

9,10 positioniert sein.
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R
cornH
R2

Trichothecene Typ A MW R1 R2 R3 R4 RS
T-2 Toxin 466 OH OAc OAc H OCOCH,CH(CHj3),
HT-2 Toxin 424 OH OH OAc H OCOCH,CH(CHj;),
T-2 Triol 382 OH OH OH H OCOCH,CH(CHj3),
T-2 Tetraol 298 OH OH OH H OH
15-Monoacetoxyscirpenol 324 OH OH OAc H H
4,15-Diacetoxyscirpenol 366 OH OAc OAc H H
Neosolaniol 382 OH OAc OAc H OH
4,15-Diacetylverrucarol 350 OH OAc OAc H H
Verrucarol 266 OH OH OH H H
Trichothecene Typ B
Deoxynivalenol 296 OH H OH OH (0]
3-Acetyl-Deoxynivalenol 338 OAc H OH OH (0]
15-Acetyl-Deoxynivalenol 338 OH H OAc OH O
Nivalenol 312 OH OH OH OH (0]
Fusarenon X 354 OH OAc OH OH (0]

Abbildung 1: Chemische Strukturen von Typ A und B Trichothecenen (Cole et al. 2003)

Trichothecene des Typs D, Metaboliten der Gattungen Stachybotrys spp. bzw. Myrothecium

spp., sind hingegen durch ein makrozyklisches Ringsystem zwischen C-4 und C-15

charakterisiert (Abbildung 2). Stachybotrys spp. sind saprophytdr wachsende Pilze, die weltweit

auf cellulosereichen, welkenden oder abgestorbenen Pflanzenteilen vorkommen (Jarvis et al.

1983). Es wird angenommen, dass deren Toxine in Lebensmitteln eher selten auftreten (Krska et

al. 2001, WHO 1990).
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Satratoxin G, MW=544 Satratoxin H, MW=528 Satratoxin F, MW=542

Roridin A, MW=532 Roridin E, MW=514 Roridin L-2, MW=530

Verrucarin A, MW=502 Verrucarin J, MW=484

Abbildung 2: Chemische Strukturen von Typ D Trichothecenen (Cole et al. 2003)
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Stattdessen wurden makrozyklische Trichothecene bereits vor iiber 30 Jahren als Ausloser der
sogenannten Stachybotryotoxikose identifiziert, einer vor allem bei Pferden nach Verzehr von
verschimmeltem Heu oder Stroh auftretenden, schweren Erkrankung, die mit Nekrosen der
Schleimhédute bis hin zu todlichen Himorrhagien einhergeht (Eppley et al. 1973). Beziiglich
einer gesundheitsschidigenden Wirkung auf den Menschen haben makrozyklische
Trichothecene in den letzen Jahren vor allem als Kontaminanten von Innenrdumen besonderes
Interesse erlangt, da Stachybotrys spp. aufgrund ihrer cellulolytischen Eigenschaften gut auf

feuchten Tapeten oder Gipskartonplatten wachsen konnen (Johanning et al. 1996).

2.2 Toxizitat

Trichothecene gelten als stark zytotoxisch, immunmodulatorisch und membranschidigend.
Verantwortlich fiir deren Toxizitét ist dabei vor allem die Epoxygruppe in Position C-12,13. So
sind Trichothecene in der Lage, an die 60S-Untereinheit der Ribosomen zu binden und durch
eine Interaktion mit der Peptidyltransferase einen stark hemmenden Effekt auf die
Proteinbiosynthese sowohl in der Initiations-, Elongations- als auch Terminalphase ausziiben,
was sich in Folge auch auf die RNA/DNA-Synthese auswirkt (Feinberg et al. 1989, Rocha et al.
2005). Die biologische Aktivitit der einzelnen Trichothecene wird dabei von deren
unterschiedlichen funktionellen Gruppen bestimmt (Bennett er al. 2003). Beispielsweise hdngt
die Toxizitdt der Typ A Trichothecene vom Vorhandensein der Isovalerylgruppe an C-8 sowie
der Acetylgruppen an C-3, C-4 und C-15 ab (Babich et al. 1991). Diese verringert sich mit
zunehmender Deacetylierung (T-2 > HT-2 > NEO > T-2 Triol > T-2 Tetraol). Hanelt et al.
(1994) stellten durch Zytotoxizitatstests (MTT-Zellkulturtest) fest, dass T-2 gegeniiber porcinen
Nierenzellen (SK-Zellen) etwa 60 Mal toxischer war als T-2 Tetraol. Typ D Trichothecene wie
das Roridin A wiesen gegeniiber diesem Zelltyp eine nochmals 20-fach hohere Toxizitét als T-2
auf (Gareis et al. 2006, Tabelle 1). Diese binden im Gegensatz zu den einfachen Trichothecenen
irreversibel an die Ribosomen (Herniandez et al. 1982). AuBerdem scheint auch die
Doppelbindung zwischen C-9 und C-10 einen Einfluss auf die Toxizitdt der Trichothecene zu
haben, da nach deren Reduktion eine Toxizitdtsabnahme beobachtet worden ist (McLaughlin et
al. 1977). Weitere Daten zur Toxizitit und Zytotoxizitdt ausgewdhlter Trichothecene sind in

Tabelle 1 zusammengestellt.



Literatur Seite 7

Tabelle 1: Toxizitit und Zytotoxizitit ausgewihlter Trichothecene

LDsy [mg/kg KG] I1Cso [ug/ml]

Metabolit Maus 1 3 Humane
intrapelrito’neall Hela-Zellen SK-Zellen Lymphozyten®

Roridin A 0,5 0,003 0,001 -
Verrucarin A 0,5 0,005 0,005 -
Satratoxin G 1,2 - 0,007 -
Fusarenon X 3,4 0,1 - -
Nivalenol 4,1 0,3 2,0 0,106
T-2 Toxin 5,2 0,01 0,02 0,0006
Diacetoxyscirpenol 23 0,01 - 0,001
3-Acetyl-Deoxynivalenol 49 10 - -
Deoxynivalenol 70 1,0 17 0,124

"' Ueno 1983a, > Yoshizawa er al. 1986, * Gareis et al. 2006, * nach Thuvander et al. 1999

Die Zytotoxizitit der Trichothecene wirkt sich vor allem auf besonders teilungsaktive Zellen wie
die der Schleimhiute und des Immunsystems aus (Bondy et al. 2000). Thuvander et al. (1999)
untersuchten die Wirkung der Trichothecene T-2, DAS, DON und NIV auf die Proliferation
menschlicher Lymphozyten. Typ A Trichothecene hemmten die Lymphozytenproliferation um
das 100 bis 200-fache im Vergleich zu DON oder NIV (Tabelle 1). T-2 zeigte mit einem ICso-
Wert von 0,0006 ug/ml den stirksten zytotoxischen Effekt. Weiter wurde beobachtet, dass es
dosis- und toxinabhingig zu unterschiedlichen Wirkungen auf die Produktion von
Immunglobulinen kommen kann. So fiihrten beispielsweise DAS-Konzentrationen von bis zu
0,732 ng/ml (2,0 nM) zu einer gesteigerten Produktion von IgA und IgM, wihrend sich hohere
Dosen (10 nM) immunsupprimierend auswirkten. Gleiches wurde fiir T-2 beobachtet. Bei DON
kam es erst ab einer Konzentration von 296 ng/ml (1000 nM) zu einer Reduktion der Antikorper-
Produktion. Immunstimulierende Wirkungen auf IgG bzw. durch NIV wurden nicht festgestellt

(Thuvander et al. 1999).
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2.3 Bedeutung als Lebensmittelkontaminanten

Beim Menschen fiihrte der Verzehr von verschimmeltem Getreide zum Krankheitsbild der sog.
,Alimentdren Toxischen Aleukie (ATA)“, an der insbesondere zwischen 1942 und 1947
Tausende Menschen im Gebiet von Orenburg, Sibirien, erkrankten (Joffe 1986). Diese
Intoxikation ist gekennzeichnet durch Erbrechen, Leukopenie, Haut- und Schleimhautnekrosen,
Durchfille, Himorrhagien und Schéadigungen des Knochenmarks mit einer Mortalitédtsrate von
bis zu 60 % (Forgacs et al. 1962). Aus den Getreideproben wurde u.a. Fusarium sporotrichioides
und dessen Metabolit T-2 Toxin isoliert, der hauptséichlich fiir diese Erkrankung verantwortlich
gemacht wurde (Mirocha et al. 1973).

Trichothecene gehoren auch heute noch zu den am héaufigsten in Getreide und Mais
vorkommenden Mykotoxinen und spielen daher eine bedeutende Rolle als Kontaminanten von
Lebensmitteln auf Getreidebasis. In einer europaweiten Studie zur Exposition der Bevolkerung
der EU-Mitgliedsstaaten gegeniiber Fusarientoxinen wurde DON in 57 % von iiber 11000
Getreide- und Maisproben und T-2 in 20 % von 3500 untersuchten Proben nachgewiesen
(SCOOP 2003). Aufgrund ihrer toxischen Eigenschaften hat das Scientific Committee on Food
(SCF) der Europdischen Union in mehreren Stellungnahmen zur Problematik ,,Fusarientoxine®
Werte fiir die tolerierbare tigliche Aufnahme (TDI) der Trichothecene DON, NIV und T-2/HT-2
festgelegt (SCF 1998-2002), wobei es sich bei den Werten fiir NIV und T-2/HT-2 um noch
vorldaufige TDI-Werte, sog. tTDI-Werte, handelt. Ergebnisse der SCOOP-Studie (2003) haben
ergeben, dass innerhalb der Gruppe der Fusarientoxine die Typ A Trichothecene als besonders
bedenklich einzustufen waren, da der tTDI-Wert fiir T-2 und HT-2 teilweise deutlich
uiberschritten wurde. Hafer, Mais und Weizen wiesen dabei die hochsten Kontaminationen auf.
Besonders exponiert war die Subpopulation ,,Kinder und Kleinkinder*, bei der Uberschreitungen

des tTDI-Werts fiir T-2/HT-2 um mehr als das Fiinffache festgestellt wurden (Tabelle 2).

Tabelle 2: TDI-Werte einzelner Mykotoxine und deren Ausschopfung in unterschiedlichen
Verbrauchergruppen (nach SCOOP 2003)

(t)TDI Gesamt-

Mykotoxin [ng/kg Korpergewicht] bevilkerung Erwachsene Kinder
Deoxynivalenol 1 0,8 % - 34 % 14 % - 46 % 11 % - 96 %
Nivalenol 0,7 42 % -11 % 0,8% -8,2 % 3,7 % -23 %

T-2 + HT-2 Toxin 0,06 18 % - 250 % 62 % - 172 % 27 % - 563 %
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Daher wurden seitens der EU dringend mehr Daten zum Vorkommen dieser Toxine gefordert,
auf deren Grundlage gegebenenfalls die Festlegung eines Grenzwerts fiir T-2 und HT-2 in
Getreide und Getreideerzeugnissen fiir Juli 2008 vorgesehen war (Verordnung (EG) 1881/2006).
In der Zwischenzeit wurde vorgeschlagen, diese Frist um ein weiteres Jahr zu verldngern (BVL
2008). Gegenwirtig existieren fiir Trichothecene nur Hochstwerte fiir DON, die in Abhéngigkeit
von der Lebensmittelart bzw. dessen Verwendung oder technologischen Weiterverarbeitung

zwischen 200 und 1750 pg/kg liegen (Verordnung (EG) Nr. 1881/2006 und 1126/2007).

Zum Vorkommen makrozyklischer Trichothecene in Lebensmitteln gibt es kaum
Untersuchungen. Stack et al. (1980) entwickelten eine Methode fiir SG und SH in Getreide,
wobei die Nachweisgrenzen iiber 100 pg/kg lagen und keine Feldproben untersucht wurden.
Neuere, sensitivere LC-MS Methoden fiir Trichothecene umfassten keine Satratoxine und es

wurden nur einige wenige Proben gemessen (Gentili et al. 2007, Stecher et al. 2007).

2.4 Bedeutung als Kontaminanten in Innenriumen

Belastungen der Raumluft in Wohngebduden und Arbeitsstitten wurden in den letzten Jahren
immer hdufiger fiir gesundheitliche Beeintrichtigungen exponierter Personen verantwortlich
gemacht. Dabei sollen u.a. Stdube, fliichtige organische Verbindungen (volatile organic
compounds, VOCs), fliichtige organische Verbindungen mikrobiellen Ursprungs (microbial
VOCs, MVOCs) und auch Mykotoxine eine Rolle spielen. Darunter haben u.a. die hochgiftigen
Metaboliten des Pilzes Stachybotrys chartarum, die sogenannten makrozyklischen
Trichothecene, eine besondere Bedeutung erlangt, da diese in Zusammenhang mit dem sick
building syndrome (SBS) gebracht werden. Das SBS ist gekennzeichnet durch diverse
unspezifische Krankheitssymptome, die von Kopfschmerzen, Miidigkeit, Schwindel, Ubelkeit
und Schlafstorungen bis hin zu Lungenblutungen reichen. Diese wurden in Wohn- und
Biirogebdauden sowie Schulen beschrieben, in denen gleichzeitig Stachybotrys (S.) spp. isoliert
wurden (Johanning et al. 1996, Dearborn et al. 1999, Scheel et al. 2001). Zusitzlich wurde tiber
das Vorkommen von Stachybotrys-Toxinen in schimmeligen Tapeten oder Gipskartonplatten aus
Wohnridumen bereits mehrfach berichtet (Johanning et al. 1996, Andersson et al. 1997, Nielsen
et al. 1998).

Dennoch gilt ein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von S. chartarum und dem SBS als

nicht endgiiltig gesichert, da die Vielzahl luftgetragener Stoffe wie die VOCs, MVOCs,
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Feinstidube etc. ebenso fiir derartige Erkrankungen verantwortlich sein konnen (Terr 2001, Kuhn
et al. 2003). Um eine Risikoabschitzung fiir eine inhalative Belastung gegeniiber Typ D
Trichothecenen abgeben zu konnen, miisste vorerst gezeigt werden, ob diese Toxine iiberhaupt
in die Luft iibergehen und in welchen Konzentrationen sie vorkommen konnen (Sudakin 2003).
Mittels ELISA durchgefiihrte Untersuchungen von Brasel et al. (2005) deuteten erstmals auf ein

tatsdchliches Vorkommen dieser Toxine in der Luft von natiirlich kontaminierten Gebzuden hin.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Probenahme
3.1.1 Lebensmittelproben

Die Probenahme fiir Weizen-, Roggen- und Haferproben erfolgte nach Verordnung (EG) Nr.
401/2006. Bei allen untersuchten Proben handelte es sich damit um reprisentative Proben, die im
Rahmen der amtlichen Lebensmitteliiberwachung aus Miihlen und Lagerstitten sowie aus dem

GroB- und Einzelhandel in Bayern entnommen wurden (Tabelle 3, Publikationen 1 und 2).

Tabelle 3: Untersuchte Lebensmittelproben

Miihlen Zentrallager Einzelhandel Summe
Weizen und Weizenprodukte 67 30 33 130
Roggen und Roggenprodukte 45 7 9 61
Hafer und Haferprodukte 33 38 27 98
Reprisentative Proben 289

3.1.2 Baumaterial- und Luftproben

Insgesamt 69 Proben von verschimmelten Materialien aus Innenrdumen wurden auf das
Vorkommen von Stachybotrys spp. untersucht. Nach Moglichkeit wurden mindestens 15 cm®
Tapete, Gipskartonplatte oder Wandmaterial/Putz aus dem befallenen Bereich entnommen,
ansonsten wurde vorerst nur ein Abstrich angefertigt. Die vorkommenden Schimmelpilze
wurden anhand morphologischer Kriterien charakterisiert und ausgewihlte Materialproben
(n=37) dann mittels LC-MS/MS auf das Vorkommen makrozyklischer Trichothecene untersucht
(Publikation 3). In zwei Réumen, in denen ein positiver Nachweis gefiihrt werden konnte,
wurden zusitzlich Raumluftmessungen durchgefiihrt. Dazu wurde die Innenraumluft mithilfe
eines Luftprobenahmegerites (MD-8, Sartorius, Gottingen) durch einen Polycarbonatfilter
(0,8 um Porendurchmesser) gefiltert. Die sich in der Luft befindenden Partikel wurden dabei auf
der Filtermembran niedergeschlagen, die dann zur LC-MS/MS Analyse verwendet wurde

(Publikation 4).
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3.2 Herstellung von Standardsubstanzen makrozyklischer Trichothecene

Da nur wenige makrozyklische Trichothecene im Handel verfiigbar sind, wurden verschiedene
Standardsubstanzen (Satratoxine F, G und H, Roridin E und L-2 sowie Verrucarin J) in
Anlehnung an Jarvis et al. (1986) selbst hergestellt. Hierbei wurden 50 g Reis mit 50 ml Wasser
in einem Erlenmeyerkolben autoklaviert und mit einer Sporensuspension eines toxinogenen
Stammes von Stachybotrys chartarum versetzt, welcher von einer schimmelbefallenen
Materialprobe (Publikation 3) isoliert wurde. Nach einer Inkubationszeit von 6 Wochen bei
Raumtemperatur wurden die Reiskulturen mit Acetonitril/Wasser (84/16) extrahiert und iiber
MycoSep®-Siulen (#226) gereinigt (vgl. Probenaufarbeitung unter 3.3.1). Die Extrakte wurden

mittels semipriparativer HPLC unter folgenden Bedingungen fraktioniert:

Mobile Phase A: Methanol

Mobile Phase B: Reinstwasser

Séule: Beckman Ultrasphere (ODS) 150 x 4,6 mm, 5 u

Séulentemperatur: 30 °C

Flussrate: 1000 pul/min

Injektionsvolumen: 200 pl

Gradient (linear): 0 min 90 % B, 40 min 0 % B, 41 min 90 % B, 45 min 90 % B
Detektion: LC-MS/MS Produktionen-Scan, Ionisation Elektrospray positiv,

MRM-Ubergiinge siehe Tabelle 4

Tabelle 4: LC-MS/MS Parameter zur Fraktionierung makrozyklischer Trichothecene

e i sy gy PGB CXP Dyt
Satratoxin G 562,3 248.9 231,0 21 35 22 19 22 40
Satratoxin H 546,3 2452 231,0 21 4.5 20 25 22 40
Satratoxin F 560,4 2490 231,0 30 4,0 20 20 20 40
Roridin E 5324 2490 231,0 30 4,0 20 20 20 40
Roridin L-2 548,3 249,0 231,0 30 4,0 20 20 20 40

Verrucarin J 5024 249,0 2310 30 4,0 20 20 20 40
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Zur Detektion der Substanzen im Produktionen-Scan (MRM-Modus) wurden zwei fiir
Trichothecene typische Fragmente mit den Massen m/z 249,1 und 231,1 (Berger et al. 1999,
Nielsen et al. 2003) als Tochterionen fiir die Analyten angenommen, fiir die keine
Referenzsubstanzen verfiigbar waren (SF, RE, RL-2 und VJ); die LC-MS/MS Messung wurde
mit Standardparametern durchgefiihrt (Tabelle 4). Mithilfe eines T-Stiicks wurde das Eluat vor
Eintritt in das Massenspektrometer aufgetrennt und die Fraktionen zu den entsprechenden
Retentionszeiten (Abbildung 3) in Reagenzgldsern aufgefangen. Nach Evaporation des
FlieBmittels wurden die Substanzen in Acetonitril gelost und bei -20 °C gelagert. SG und SH
wurde mithilfe von Referenzstandards eindeutig identifiziert und quantifiziert'. Die anderen
isolierten =~ makrozyklischen = Trichothecene  konnten  aufgrund nicht  verfiigbarer
Referenzsubstanzen nur qualitativ bestimmt werden. Deren Identitit wurde anhand spezifischer

Fragmente und durch Vergleich mit entsprechenden Elutionsprofilen bestitigt (Andersen et al.

2002, Nielsen er al. 2003).

! Fiir die Uberlassung der Standardsubstanzen SG und SH danke ich Herrn Prof. Gareis, Max-Rubner-Institut, Kulmbach.
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Abbildung 3: MRM-Chromatogramm eines Fraktionierungslaufs
Ionenspuren der Fragmentionen m/z 249,0 (blau) und 231,0 (rot) einzelner makrozyklischer

Trichothecene

(oben) mit extrahierten
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3.3 Nachweis von Typ A, B und D Trichothecenen in Cerealien

Zur Bestimmung von 9 Typ A Trichothecenen in Hafer (Publikation 1) sowie von 18 Typ A, B
und D Trichothecenen in Weizen, Roggen und Hafer (Publikation 2) wurden zwei
Multimethoden entwickelt und validiert. Der Nachweis der Toxine erfolgte durch Tandem-
Massenspektrometrie an einem APl 4000 Massenspektrometer (Applied Biosystems,
Darmstadt). Die HPLC-Anlage (Shimadzu, Duisburg) bestand aus einem Autosampler (Typ SIL
HT-C), drei Pumpen (Pumpen A/B: Typ LC-10AD VP, Pumpe C: Typ LC-10AT VP), einem
Degasser (Typ DGU-14A) und einem Séulenofen (Typ CTO-10AC VP). Zur direkten Injektion
von Standards oder Kalibrationslosungen wurde eine Spritzenpumpe verwendet (11 Plus,

Harvard Apparatus, Massachusetts, USA).

3.3.1 Probenvorbereitung

Um reprisentative Ergebnisse zu erhalten, war nach der entsprechenden Probenahme
(Verordnung (EG) Nr. 401/2006) eine aufwendige Homogenisierung des Probenmaterials im
Labor notwendig. Einige Sammelproben hatten Gewichte von bis zu 10 kg. Kornproben sowie
Flocken und Kleien wurden mit einer Zentrifugalmiihle (Retsch ZM 200, Haan) iiber ein 0,5 mm
Ringsieb fein zermahlen. Das Mahlgut sowie bereits als Mehl im Labor eingetroffene Proben
wurden nochmals mit einer Mischvorrichtung (Black & Decker KR 650 CRE, Idstein)
homogenisiert.

Die Extraktion und Aufreinigung der Proben erfolgte in Anlehnung an die Angaben des
Herstellers mittels MycoSep®-Siulen (MycoSep® #226, Coring System Diagnostix GmbH,
Gernsheim). Entsprechend dem in folgender schematischer Darstellung beschriebenen Verfahren
(Abbildung 4) war zur Umrechnung des in ng/ml ermittelten Toxingehalts auf den Gehalt in der

Probe (ug/kg) der Faktor 1 anzuwenden.
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20 g + 0,1 g gemahlene und homogenisierte Probe in hohes

Becherglas

einwiegen

A

4

80 ml Extraktionsmittel Acetonitril/Wasser 84/16, v/v, zugeben

A

4

Extraktion mittels Ultraturrax (Janke & Kunkel IKA Labortechnik,

Staufen) bei 10000 U/min fiir 3 min, 15 min stehen lassen

A

4

Ca. 10 ml Uberstand abnehmen und diesen 10 min bei 6000 g
zentrifugieren

A

4

8 ml Zentrifugat in MycoSep®-Glasrohrchen iiberfiihren

A

4

MycoSep®-Siule (#226) gleichmiBig wihrend 30 sek. durch das
Rohrchen driicken

l

4 ml gereinigten Extrakt in ein Reagenzglas iiberfiihren

A

4

Im Stickstoffstrom bei 40 °C bis

zur Trockene einengen (Barkey,

Leopoldshohe)

A

A

Riickstinde in 1 ml HPLC-FlieBmittel 16sen (MeOH/H,O 5/95, v/v,

versetzt mit °C-Standard-Mischung; vgl. 3.3.2)

A

4

Fiir ca. 10 sek. im Ultraschallbad behandeln

A

4

Extrakt iiber 0,45 um Membranfilter in HPLC-Vials filtrieren

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Aufarbeitungsmethode fiir Cerealienproben zum
Nachweis von Typ A, B und D Trichothecenen
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3.3.2 LC-MS/MS Analytik

In einem ersten Schritt wurde eine Multimethode fiir Typ A Trichothecene in Hafer entwickelt
(Publikation 1), welche danach fiir den gleichzeitigen Nachweis von 18 Typ A, B und D
Trichothecenen in Weizen, Roggen und Hafer erweitert wurde (Publikation 2). Dabei musste T-2
Tetraol jedoch in einer Einzelmethode bestimmt werden, da trotz einer umfangreichen HPLC-
Sadulenauswahl und mehrfacher Versuche T-2 Tetraol und NIV chromatographisch nicht
voneinander getrennt werden konnten. Die beiden Analyten lieBen sich jedoch nur in
unterschiedlicher Ionisierung ausreichend sensitiv messen, weshalb keine andere Moglichkeit
bestand, als diese Toxine in zwei Methoden zu bestimmen. Auf eine explizite Beschreibung der
Typ A Methode wird an dieser Stelle verzichtet, da Einzelheiten aus der Publikation 1
hervorgehen und die im Folgenden beschriebene erweiterte Multimethode dieselben Analyten
und Parameter umfasst. Die spezifischen Mutter- und Tochterionen (MRM-Uberginge), die zur
eindeutigen Identifikation der Substanzen festgelegt wurden, sowie weitere substanzspezifische

Daten sind ebenfalls den jeweiligen Publikationen zu entnehmen.

Die Bedingungen der LC-MS/MS-Analyse wurden wie folgt gewdhlt:

Mobile Phase A: Methanol + 5 mmol/L. Ammoniumformiat

Mobile Phase B: Reinstwasser

Mobile Phase C: Methanol (Zugabe iiber T-Stiick nach Trennsiule)
Séaule: Synergi' Polar-RP® 150 x 2 mm, 4 p (Phenomenex)
Saulentemperatur: 40 °C

Flussrate: 400 pl/min

Injektionsvolumen: 20 pl

Ionisierung: Elektrospray positiv/negativ

MRM-Ubergiinge: vgl. Publikation 1 und 2

Identifizierung: Retentionszeit und spezifische Ubergiinge eines Mutterions
(precursor ion) zu zwei Tochterionen (product ions) geméil

Entscheidung der Kommission 2002/657/EG
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Das Gradientenprogramm der Multimethode (Tabelle 5) setzte sich aus einem binidren
Gradienten (linear) der mobilen Phasen A und B zusammen. Uber ein T-Stiick wurde wihrend
der ersten 11 Minuten nach der chromatographischen Trennung eine optimierte Menge Methanol
iber die Pumpe C zugegeben, wodurch die Ionisierung von DON stark verbessert und damit die

Sensitivitat erhoht werden konnte.

Tabelle 5: Gradientenprogramm (linear) der Analysenmethode fiir Typ A, B und D Trichothecene

Zeit [min] Pum[?e A Pum[‘)e B Flussrate‘ A+B Flussra‘te C
[% der mobilen Phase] [% der mobilen Phase] [ml/min] [ml/min]

0 5 95 0,4 0,8
11,0 5 95 0,4 0,8

11,1 5 95 0,4 0

22,0 65 35 0,4 0

26,0 65 35 0,4 0

27,0 5 95 0,4 0

30,0 5 95 0,4 0

Aus Tabelle 6 geht das Gradientenprogramm der Einzelmethode fiir den Nachweis von T-2
Tetraol hervor. Dieser Analyt wurde aus denselben Extrakten in einem zweiten Messlauf mit
positiver Elektrospray-lonisierung und leicht abgeinderten Quellenparametern (Publikation 2)

bestimmt.

Tabelle 6: Gradientenprogramm (linear) der Analysenmethode fiir T-2 Tetraol

Zeit [min] Puml?e A Puml?e B Flussrate. A+B
[% der mobilen Phase] [% der mobilen Phase] [ml/min]
0 30 70 0,4
3,0 30 70 0,4
5,0 70 30 0,4
11,0 70 30 0,4
11,5 30 70 0,4
13,0 30 70 0,4

Im Folgenden ist ein Beispielchromatogramm der Multimethode fiir Typ A, B und D
Trichothecene dargestellt (Abbildung 5). Der Messlauf wurde in insgesamt fiinf Perioden

unterteilt, wobei wihrend der ersten Periode negativ und in den folgenden Perioden positiv
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ionisiert wurde. Der zugehorigen Tabelle sind zusitzlich die optimierten Quellen- und MS-

Parameter wie Temperatur und Gasfliisse zu entnehmen.

Periode 1 2 3 4 5
Ionisierung ESI - ESI + ESI + ESI + ESI +
Parameter
GS1 [psi] 55 55 55 55 55
GS2 [psi] 55 50 55 50 55
ISV [V] -3000 4500 4500 4500 4500
TEM [°C] 500 500 500 500 500
CUR [psi] 25 20 20 20 20
CAD 9 9 9 9 9
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Abbildung 5: Beispielchromatogramm der Multimethode fiir Typ A, B und D Trichothecene sowie
zugehorige MS-Parameter (MRM-Ubergiinge siehe Publikation 1 und 2)

Die Quantifizierung erfolgte fiir die meisten Analyten nach der Methode des externen Standards.

Bei der Methodenvalidierung fiir die Matrices Hafer, Weizen und Roggen wurden teilweise

jedoch deutliche Matrixsuppressionseffekte beobachtet, die fiir T-2 und DON mithilfe von Be-

Stabilisotopenstandards korrigiert werden konnten. Dazu wurden die bis zur Trockene

eingeengten Proben am Ende der Probenvorbereitung in FlieBmittel aufgenommen, das diese

Stabilisotopenstandards in einer Konzentration von je 10 ng/ml enthielt. Fiir jede Probe wurde
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ein Korrekturfaktor gegeniiber dem matrixfreien Isotopenstandard berechnet und der DON- und
T-2 Toxin-Gehalt mit diesem korrigiert. Zur Kompensation von Matrixeffekten gegeniiber T-2
Tetraol und NIV wurde eine Matrixkalibration zur Quantifizierung angewendet. Die zur
Erstellung der Kalibrationsgerade eingesetzten Standardverdiinnungen wurden dazu nicht in
reinem FlieBmittel, sondern jeweils mit einem Weizen-, Roggen- oder Haferextrakt hergestellt.

Zur Quantifizierung der Toxingehalte der Proben wurden die gemessenen Werte um die mittlere
analytische Wiederfindungsrate korrigiert. Werte, die zwischen LOQ und LOD lagen, wurden
mit LOQ/2 berechnet, wobei dafiir die liber das Signal/Rausch-Verhiltnis ermittelten Werte
herangezogen wurden (vgl. Tabelle 13 im Anhang). Statistische Auswertungen wurden mit

SigmaStat 3.1 durchgefiihrt und Grafiken mithilfe SigmaPlot 9.0 erstellt.

3.3.3 Methodenvalidierung

Die entwickelte LC-MS/MS Multimethode wurde als amtliche Analysemethode umfassend
validiert und durch Teilnahme an Ringversuchen und Laborvergleichsmessungen auf Richtigkeit
gepriift. Zur Ermittlung der Verfahrenskenndaten wurden Mischstandards in 25
Konzentrationsstufen zwischen 0,005 und 250 ng/ml zur Priifung der Linearitit hergestellt und
die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen nach DIN 32645 durchgefiihrt. Zur
Ermittlung von Variationskoeffizienten und der Varianzhomogenitidt wurden Standards in den
Konzentrationsstufen 1 ng/ml und 10 ng/ml je fiinffach gemessen. Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen (LOD/LOQ) wurden sowohl nach DIN 32645 als auch nach dem
Signal/Rausch-Verhiltnis (signal-to-noise, S/N) ermittelt.

Die MycoSep®-Aufreinigung als Probenvorbereitungsverfahren wurde auf drei Dotierniveaus
(50 pg/kg, 10 pg/kg und 1 pg/kg) jeweils im Fiinffachansatz fiir die drei Matrices Hafer, Weizen
und Roggen validiert. 20 g Probenmaterial wurde mit Extraktionsmittel versetzt und mit den
entsprechenden Mengen Mischstandard artifiziell kontaminiert. Die Proben wurden wie unter
3.3.1 beschrieben aufgereinigt und die Wiederfindungsraten und Standardabweichungen als

Kennzahlen fiir Richtigkeit und Prizision der Methode ermittelt.
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3.4 Nachweis von makrozyklischen Trichothecenen in Baumaterialien und

Luftproben

Zum Nachweis von acht makrozyklischen Trichothecenen in Baumaterial- und Raumluftproben
wurde eine LC-MS/MS Multimethode entwickelt (Publikation 3 und 4). Die Toxine wurden
mithilfe eines API 3200 Massenspektrometers gemessen (Applied Biosystems, Darmstadt). Die
HPLC-Anlage, bestehend aus einem Autosampler und zwei Hochdruckgradienten-Pumpen sowie
einem Degasser und einem Siulenofen, war vom Typ Series 200 von Perkin-Elmer (Rodgau-

Jiigesheim).

3.4.1 Probenvorbereitung

Von den schimmeligen Materialproben (Tapeten, Putz oder Gipskarton) wurden ca. 15 cm®
ausgeschnitten und in kleine Stiicke zerteilt. Die zur Luftfiltration eingesetzten Polycarbonatfilter
(Porendurchmesser 0,8 um, Filterdurchmesser 80 mm) wurden ebenso in kleine Stiicke geteilt.
Die Extraktion erfolgte nach Zugabe von 10 ml Acetonitril/Wasser 84/16 wihrend einer Stunde
auf dem Horizontalschiittler. Fiir Materialproben (Publikation 3) wurden die Extrakte 1:5 mit
Reinstwasser verdiinnt und nach Filtration iiber einen PTFE-Spritzenfilter (0,45 um) direkt
injiziert (Umrechnungsfaktor von ng/ml auf ng/cm2 = 3,33). Aufgrund der teilweise sehr
niedrigen Gehalte an makrozyklischen Trichothecenen wurde im Laufe der Untersuchungen ein
analog zu der im Folgenden beschriebenen Methode fiir Luftfilter durchgefiihrter
Aufreinigungsschritt ergédnzt (Umrechnungsfaktor 0,11). Die Extrakte (5 ml) der Luftprobenfilter
(Publikation 4) wurden iiber Festphasenkartuschen (BondElut Mycotoxin®, Varian) gereinigt.
3 ml Filtrat wurden bis zur Trockene evaporiert und in 500 pul Methanol/Wasser 10/90 (v/v)
gelost (Umrechungsfaktor ng/ml auf ng/Filter = 1,67). Die Toxinmenge je m’ Luft ergab sich aus

der Beriicksichtigung der insgesamt gefilterten Luftmenge.
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3.4.2 LC-MS/MS Analytik

Vor der Entwicklung einer Nachweismethode fiir Typ D Trichothecene war zunichst die
Gewinnung von Standardsubstanzen wie unter 3.2 beschrieben nétig. Die dort angenommenen,
fiir Trichothecene typischen Fragmentionen m/z 249,1 und m/z 231,1, erwiesen sich bei der
Durchfithrung von Produktionen-Scans mit den gewonnenen Standardsubstanzen groftenteils
auch als die sensitivsten MRM-Ubergiinge, weshalb diese fiir die optimierte Methode gewihlt
wurden. Die einzelnen Mutterionen und Tochterionen sowie die zugehorigen
substanzspezifischen Parameter sind in Tabelle 14 im Anhang aufgefiihrt. Die Bedingungen der

LC-MS/MS-Analyse wurden wie folgt gewihlt:

Mobile Phase A: Methanol + 5 mmol/L. Ammoniumformiat
Mobile Phase B: Reinstwasser + 5 mmol/LL Ammoniumformiat
Saule: Gemini® 150 x 2 mm, 5 u (Phenomenex)
Saulentemperatur: 40 °C

Flussrate: 400 pl/min

Injektionsvolumen: 20 pl

Ionisierung: Elektrospray positiv

MRM-Ubergiinge: vgl. Publikation 3 und Tabelle 14 im Anhang

Identifizierung: Retentionszeit und spezifische Ubergiinge eines Mutterions
(precursor ion) zu zwei Tochterionen (product ions) gemil

Entscheidung der Kommission 2002/657/EG

Das HPLC-Gradientenprogramm (Tabelle 7) setzte sich aus einem binidren Gradienten (linear)

der mobilen Phasen A und B zusammen.

Tabelle 7: Gradientenprogramm (linear) der Analysenmethode fiir Typ D Trichothecene

. . Pumpe A Pumpe B .
Zeit [min] [% der mobilen Phase] [% der mobilen Phase] Flussrate A+B [ml/min]
0 10 90 0,4
8,0 100 0 0,4
12,0 100 0 0,4
12,5 10 90 0,4

15,0 10 90 0,4
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Im Folgenden ist ein Beispielchromatogramm der Nachweismethode fiir Typ D Trichothecene
dargestellt (Abbildung 6). Der zugehorigen Tabelle sind zusétzlich die optimierten Quellen- und

MS-Parameter wie Temperatur und Gasfliisse zu entnehmen.

Periode 1
Ionisierung ESI +
Parameter ,
GS1 [psi] 50
GS2 [psi] ! 30
ISV [V] ; 4000
TEM [°C] 300
CUR [psi] 20
CAD : 7
100 SH
90 7
RL-2
80
70 -
S
8 60
7]
c
2
£ 50
o
2
©
© 40
o
30 |
20 1
10
0 ‘ ‘ : : e : ———
4.5 5.0 55 6.0 6.5 7.0 9.5 10.0

Retentionszeit [min]

Abbildung 6: Beispielchromatogramm der Multimethode fiir Typ D Trichothecene mit zugehorigen
MS-Parametern (MRM-Ubergiinge siehe Tabelle 14 im Anhang)

Die Quantifizierung erfolgte fiir SG, SH, RA und VA nach der Methode des externen Standards.
Die Substanzen SF, RE und RL-2 sowie VJ konnten nur qualitativ bestimmt werden, da keine

Referenzsubstanzen verfiigbar waren.
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3.4.3 Methodenvalidierung

Fiir die entwickelten Methoden zum Nachweis von makrozyklischen Trichothecenen in
schimmeligen Materialien aus Innenrdumen sowie in Raumluft wurden Wiederfindungsraten und
Standardabweichungen bei Mehrfachbestimmungen der quantitativ erfassten Substanzen
ermittelt. Dazu wurden Polycarbonatfilter (n=3) und Tapeten (n=3) artifiziell kontaminiert und

entsprechend den beschriebenen Methoden aufgearbeitet.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Validierungsergebnisse

Die Verfahrenskenndaten der Methoden fiir Typ A, B und D Trichothecene in Cerealien wie
Linearitdt, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen und Variationskoeffizienten sind Tabelle 13 im
Anhang zu entnehmen. Der Arbeitsbereich war linear im Bereich zwischen den
Nachweisgrenzen (LOD) und 200 bzw. 250 ng/ml. Nach DIN 32645 wurden LODs zwischen
0,1 pg/kg fiir NEO oder DAS und 1,0 pg/kg fiir NIV ermittelt. Unter Beriicksichtigung des
Signal/Rausch-Verhiltnisses wurden teilweise noch niedrigere LOD (S/N=3) und LOQ (S/N=9)
berechnet. Damit stand fiir die Untersuchung der aufgelisteten Toxine eine hochempfindliche

Bestimmungsmethode mittels LC-MS/MS zur Verfiigung.

Die Aufarbeitungsmethode mittels MycoSep®-Siulen wurde fiir die Matrices Hafer, Weizen und
Roggen auf drei Dotierniveaus mit je 5 Wiederholungen validiert. Wiederfindungsraten und
Standardabweichungen fiir die drei Matrices sind in Tabellen 15-17 im Anhang aufgefiihrt. Diese
lagen fiir die meisten Toxine zwischen 71 und 110 % mit relativen Standardabweichungen
(RSD) von 0,5 bis 11 % und geniigten damit den Anforderungen der EU (Verordnung (EG)
401/2006). Allerdings lagen die Wiederfindungen fiir NIV vor allem in hoheren Konzentrationen
bei nur knapp iiber 50 % bei Weizen sowie im Bereich von 60 % fiir die anderen Matrices.
Ebenso waren die Wiederfindungen fiir T-2 Tetraol niedriger als die der anderen Toxine, fiir die
Matrix Hafer bei knapp unter 60 %. Dies ldsst sich wie auch fiir NIV auf deren im Vergleich zu
den anderen Analyten hohe Polaritét zuriickfiihren. Fiir solche Substanzen sind die verwendeten
MycoSep®—S’aulen weniger gut geeignet. Angesichts der verfligbaren Verfahren fiir derartige
Multimethoden stellten MycoSep®—S'aiulen jedoch den besten Kompromiss dar. Aufgrund
ausreichend priziser Messergebnisse wurde die Methode somit fiir alle Analyten als geeignet
betrachtet. Die Richtigkeit der Methode wurde fiir DON und T-2/HT-2 durch laborinterne und

externe Vergleichsmessungen sowie durch Ringversuchsergebnisse bestitigt (Publikation 2).

Validierungsergebnisse der Methoden fiir Stachybotrys-Toxine in Material- und Raumluftproben
sind den Publikationen 3 und 4 zu entnehmen. Die Wiederfindungsraten (Mittelwert + RSD) fiir
SG und SH bei Tapeten lagen bei 93 + 0,2 % bzw. 107 £ 2,1 % sowie bei 68 + 3,4 % bzw. 56 +
4,8 % bei Membranfiltern.
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4.2 Trichothecenbelastung von Lebensmittelproben

Die reprisentativ gezogenen Proben zeigten matrixabhéngig teils sehr hohe Kontaminationsraten
fiir T-2, HT-2, T-2 Tetraol, MAS und DON (Tabelle 8, Publikation 1 und 2). Daten der SCOOP-
Studie zufolge waren nur 21 % der Weizen- und Roggenproben und 16 % der Haferproben mit
T-2 belastet (SCOOP 2003) gegeniiber hier ermittelten 85 %, 87 % und 100 %, was auf die
niedrigen Nachweisgrenzen der neu entwickelten, hochsensitiven LC-MS/MS Methode
zuriickzufiihren war. Gleiches galt fiir HT-2 und die iibrigen Typ A Trichothecene. Aber auch
fiir DON waren deutliche Unterschiede feststellbar. Wihrend in der SCOOP-Studie nur 61 % der
Weizenproben, 41 % der Roggenproben und 33 % der Haferproben mit DON belastet waren,
lagen die Inzidenzen hier bei jeweils 100 % bei Weizen und Roggen und 74 % bei Hafer. Die
entwickelten Multimethoden werden folglich der Forderung der EU nach ausreichend sensitiven
Methoden gerecht (Verordnung (EG) 1881/2006), um reprisentative Daten u.a. fiir T-2/HT-2
liefern zu konnen, die weniger durch die Nachweisgrenzen der angewandten Methoden

beeinflusst wurden (Publikation 1 und 2).

Wihrend nach bisherigen Erkenntnissen beziiglich der Toxingehalte bei Weizen und Roggen vor
allem Typ B Trichothecene eine Rolle spielen, treten bei Hafer bekanntermallen die Typ A
Trichothecene in den Vordergrund. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen mit einer
hochsensitiven LC-MS/MS Methode zeigten jedoch, dass auch in Hafer mit geringen Mengen an
Typ B und in Weizen und Roggen mit Kontaminationen durch Typ A Trichothecene zu rechnen
ist (Tabelle 8). Angesichts des hohen Weizenverzehrs der europdischen Bevolkerung konnen
durchaus auch relevante Mengen an T-2/HT-2 aufgenommen werden (vgl. Risikoeinschitzung

unter 4.2.1 und Publikation 2).



Ergebnisse und Diskussion Seite 27

Tabelle 8: Kontaminationsraten und Gehalte der wichtigsten Trichothecene in Weizen (n=130),
Roggen (n=61) und Hafer (n=98)

Analyt Getreideart Inzidenz [%] Mittlere Belastung [pg/kg] Maximalwert [ug/kg]
Weizen 85 0,21 1,9
T-2 Roggen 87 0,13 0,77
Hafer 100 4,2 34
Weizen 94 1,6 22
HT-2 Roggen 93 0,56 2,6
Hafer 99 10 51
Weizen 94 1,8 24
T-2 + HT-2 Roggen 95 0,69 3,1
Hafer 100 15 85
Weizen 18 0,08 1,4
T-2 Triol Roggen 5 0,01 0,25
Hafer 60 0,43 2,7
Weizen 53 2,6 83
T-2 Tetraol Roggen 79 2,3 8,1
Hafer 90 9,7 85
Weizen 3 0,01 0,25
DAS Roggen 0 <LOD <LOD
Hafer 60 0,05 0,38
Weizen 92 0,30 59
MAS Roggen 87 0,05 0,31
Hafer 95 0,09 0,66
Weizen 24 0,02 0,40
NEO Roggen 15 0,01 0,10
Hafer 92 0,37 2,7
Weizen 100 57 1163
DON Roggen 100 28 288
Hafer 74 2.8 55
Weizen 52 0,57 15
3-acDON Roggen 59 0,39 5,0
Hafer 28 0,43 8,2
Weizen 72 0,90 26
15-acDON Roggen 80 0,73 8,6
Hafer 28 0,11 1,4
Weizen 67 6,8 96
NIV Roggen 3 0,06 1,8
Hafer 24 0,96 17
Weizen 5 0,02 0,93
FX Roggen 2 0,01 0,18

Hafer 6 0,02 0,53
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Die mittlere T-2/HT-2 Belastung von Weizen betrug allerdings nur 1,8 ug/kg und die Werte
lagen im Bereich zwischen LOD und 24 pg/kg. Bei Roggen wurden Werte zwischen LOD und
3,1 pg/kg mit einem Mittelwert von 0,69 pg/kg gemessen. Demgegeniiber lag die mittlere
Kontamination von Hafer bei 15 pg/kg in einem Wertebereich von 0,04 bis 85 ng/kg (Tabelle 8).
In Abbildung 7 sind die Gehalte an T-2/HT-2 in den diversen Matrices und Produktgruppen
vergleichend gegeniibergestellt. Beziiglich der Kontamination mit Typ A Trichothecenen fielen
zusitzlich die Gehalte an T-2 Tetraol auf, die mit denjenigen von T-2 oder HT-2 durchaus
vergleichbar waren (Publikation 1 und 2). Nachdem in der SCOOP-Studie (2003) keine Proben
auf T-2 Tetraol untersucht wurden, stellen diese repriasentativen Ergebnisse somit wichtige und
neue Erkenntnisse fiir die Erfassung einer Gesamtexposition gegeniiber Trichothecenen dar.
Auch Klotzel et al. (2005) und Schollenberger et al. (2006) erhielten in ihren Untersuchungen
hohe Werte fiir T-2 Tetraol. Fiir die Toxine T-2 Triol, DAS, MAS und NEO wurden vor allem in
Hafer hohere Kontaminationsraten zwischen 60 und 95 % ermittelt (Publikation 2). Die Gehalte
waren fiir diese Toxine aber durchwegs niedrig, wobei der hochste Wert fiir MAS (5,9 pg/kg) in

einer Probe Weizenkleie gemessen wurde.

Weizen war im Mittel mit 57 pg/kg DON belastet, die Werte lagen zwischen 0,06 und
1163 pg/kg (Tabelle 8, Publikation 2). Insgesamt wurde nur bei einer Probe (Weizenkleie) eine
Hochstwertiiberschreitung (Verordnung (EG) 1881/2006) festgestellt. Roggen war im Mittel mit
28 ug/kg in einem Wertebereich von 1,1 bis 288 pg/kg niedriger belastet als Weizen. DON-
Werte in Hafer schwankten zwischen LOD und 55 pg/kg, wobei der Mittelwert bei 2,8 ug/kg
lag. Die DON-Gehalte unterschiedlicher Matrices und Produktgruppen sind ebenfalls in
Abbildung 7 dargestellt. 3- und 15-acDON kamen in etwa 25 % der Haferproben bis hin zu 80 %
der Roggenproben vor, sdmtliche gemessenen Gehalte waren jedoch mit < 10 pg/kg sehr niedrig.
Der hochste Wert fiir 15-acDON und 3-acDON von 26 bzw. 15 pg/kg sowie auch der hochste
NIV-Wert von 96 ng/kg wurde wiederum in der bereits erwihnten Probe Weizenkleie gemessen.
67 % der Weizenproben und 24 % der Haferproben (Hochstwert 17 ug/kg) waren mit NIV
kontaminiert. In Roggen spielte dieses Toxin keine Rolle, ebensowenig wie FX, das in weniger

als 6 % aller Proben mit weniger als 1 pg/kg nachgewiesen wurde.
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Abbildung 7: Vergleich von T-2/HT-2 Gehalten (oben) und DON-Gehalten (unten) in unterschiedlichen Produktgruppen
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Insgesamt war festzustellen, dass die gemessenen Toxinkonzentrationen deutlich unter den
Werten der SCOOP-Studie (2003) lagen. Ein Grund dafiir kann darin gesehen werden, dass es
sich bei den hier untersuchten Proben ausschlieBlich um Lebensmittel zum direkten Verzehr
bzw. zumindest um gereinigtes Getreide handelte. Es ist bekannt, dass der Toxingehalt bei
gereinigtem Getreide um bis zu 90 % reduziert ist (Scudamore et al. 2007). Aus der SCOOP-
Studie geht die Verarbeitungsstufe der gemessenen Proben zwar nicht eindeutig hervor, Werte
wie 1150 pg/kg HT-2 oder 5000 pg/kg DON in Hafer und 50000 pg/kg DON in Weizen
(SCOOP 2003) legen aber die Vermutung nahe, dass auch Ergebnisse ungereinigter Proben in
die Bewertung eingeflossen sein konnten. Durch diese Konzentrationen wurden die Mittelwerte
zweifellos deutlich beeinflusst. Diesbeziiglich wurden auch die Gehalte weiterer Toxine
verglichen und diskutiert (Publikation 2). Des Weiteren kann auch die Herkunft der Proben eine
grofle Rolle spielen. So wurden in der SCOOP-Studie (2003) beispielsweise die Ergebnisse
vieler Proben, die auf T-2 und HT-2 untersucht wurden, von nordeuropidischen Léndern
beigetragen, wo iiblicherweise besonders hohe Werte auftreten (Langseth et al. 1999, Pettersson

et al. 2006).

Beziiglich einer Mehrfachbelastung der Proben ist jedoch nicht nur das gleichzeitige
Vorkommen der Trichothecene DON, T-2 und HT-2 zu beriicksichtigen, sondern ebenso die
Inzidenz einer groen Anzahl weiterer Analyten. So wurden, wie in Abbildung 8 dargestellt, in
allen Proben zwischen einem und elf Analyten gleichzeitig nachgewiesen. Dabei handelte es sich
um T-2/HT-2, T-2 Triol, T-2 Tetraol, DAS, MAS, NEO sowie um DON, 3-acDON, 15-acDON,
NIV und FX. Dagegen konnte in keiner Probe DacVOL oder VOL (LODs jeweils 0,4 ng/kg)
nachgewiesen werden. Auflerdem kann beziiglich der makrozyklischen Trichothecene SG, SH,
RA und VA festgestellt werden, dass mit einer Kontamination von Lebensmitteln mit diesen
hochtoxischen Metaboliten aufgrund dieser Untersuchungsergebnisse eher nicht zu rechnen ist

(LODs zwischen 0,2 und 0,4 pg/kg, Publikation 2).
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Abbildung 8: Mehrfachbelastung von Weizen-, Roggen- und Haferproben mit Trichothecenen

In Weizen waren 20 % der Proben gleichzeitig mit sieben Trichothecenen belastet, bei Roggen
waren es 30 % der Proben, wobei in dieser Matrix maximal neun Analyten gleichzeitig
nachgewiesen wurden (Abbildung 8). Hafer zeigte tendenziell eine noch hdohere
Mehrfachbelastung. Auch von Schollenberger et al. (2005) wurde auf das gleichzeitige
Vorkommen mehrerer Trichothecene und anderer Mykotoxine hingewiesen, wobei nur in einer
von 60 Proben maximal sieben Toxine und in einem Grofteil der Proben (85 %) ein bis drei
Analyten gefunden wurden. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse zur Mehrfachbelastung einzelner
Proben den Nutzen umfassender Multimethoden fiir eine hohere Lebensmittelsicherheit auf.

Seitens des SCF (2002) wurden die Toxine T-2, HT-2, DON und NIV hinsichtlich ihres
gemeinsamen Vorkommens in Lebensmitteln bereits gemeinsam evaluiert. Nachdem bis dato
keine Anhaltspunkte fiir mogliche synergistische Effekte vorlagen, die die Bewertung im
Rahmen eines Gruppen-TDI notwendig machen wiirden, wurde auf dessen Festsetzung bis auf
Weiteres verzichtet. Eine Gruppenbewertung gestaltet sich aufgrund der unterschiedlichen
Toxizititen der Trichothecene ohnehin sehr schwierig (Kaschube 2008). Dennoch sollte nicht
auBer Acht gelassen werden, dass die gleichzeitig vorkommenden Toxine zu einer insgesamt

hoheren Gesamtbelastung an Trichothecenen fiihren.
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Zusiatzlich konnten durch die Erfassung einer multiplen Belastung auf Einzelprobenniveau
deutliche Korrelationen zwischen den Gehalten an T-2 und HT-2 sowie zwischen DON und 15-
acDON bestimmt werden, die bei verschiedenen Matrices unterschiedlich ausgeprigt waren. In
folgender Grafik ist eine Korrelation zwischen T-2 und HT-2 in Hafer dargestellt (Abbildung 9).
Die Gehalte an HT-2 beliefen sich etwa auf das doppelte derer von T-2 (R*=0,88). In Weizen
hingegen war der HT-2 Gehalt etwa siebenmal so hoch wie der T-2 Gehalt (Publikation 2). Wie
auch der Publikation 2 zu entnehmen ist, beliefen sich die Werte an 15-acDON auf etwa 2 % des
DON-Gehalts von Weizen und Roggen; in Hafer waren die Gehalte zu gering, um derartige

Zusammenhinge erkennen zu konnen.

80

707 y = 1,9503x + 2,1978
R2=0,8815

Konzentration HT-2 [pg/kg]

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Konzentration T-2 [ug/kg]

Abbildung 9: Korrelation zwischen T-2 und HT-2 Gehalten in Haferproben (n=98)

Es ist bekannt, dass T-2 durch Deacetylierung an C-4 in Mensch und Tier leicht zu HT-2
metabolisiert werden kann, weshalb die Toxine in der Risikoabschitzung und
Hochstmengenregelung auch in der Summe betrachtet werden (SCF 2001). In Pflanzen wurde
dieser durch pflanzliche Deacetylasen verursachte Metabolismus zumindest bei Baccharis spp.
beschrieben (Mirocha et al. 1988). Weiter konnten auch bakterielle Deacetylasen fiir eine
vermehrte HT-2 Entstehung verantwortlich sein (Beeton et al. 1989, Ueno et al. 1983b), wobei

es unwahrscheinlich ist, dass dies zu den beobachteten Unterschieden zwischen Weizen und
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Hafer und derartig starken Korrelationen fithren kann. Vermutlich sind eher die auf
verschiedenen Cerealientypen vorkommenden, unterschiedlichen Fusarienspezies fiir diese

Diversitidten im Metabolitenspektrum verantwortlich.

4.2.1 Risikoeinschéitzung

Zur Beurteilung der gemessenen Kontaminationen wurde eine Expositionsabschitzung speziell
fiir Kinder, der Bevolkerungsgruppe mit dem hochsten Risiko, durchgefiihrt, die im Verhiltnis
zu ihrem Korpergewicht einen besonders hohen Lebensmittelverzehr haben. Als
durchschnittliches Korpergewicht der Subpopulation ,,2- bis 5-jdhrige Kinder* wurden von
Banasiak et al. (2005) 16,15 kg sowie durchschnittliche tdgliche Verzehrsmengen von Hafer,
Weizen und Roggen angegeben, die auszugsweise in Tabelle 9 dargestellt sind. Eine Studie von
Kersting et al. (1998) enthilt speziell Daten zum Lebensmittelverzehr von Sduglingen und
Kleinkindern bis 12 Monate. Um die Typ A und B Trichothecen-Gehalte der in dieser Arbeit
untersuchten Kleinkindernahrungen zu beurteilen, wurden Verzehrsdaten fiir pulverférmige
Kleinkindernahrungen 9 Monate alter Kleinkinder (Kersting et al. 1998) herangezogen (Tabelle
9).

Tabelle 9: Tiglicher Verzehr bestimmter Getreidesorten/-produkte durch spezielle
Verbrauchergruppen

Verzehrsmenge/d
Alter KG Hafer Weizen Roggen Kleinkinder-
nahrung
9 Monate 8,95 kg* 30,1 g
2-5 Jahre 16,15 kg** 33¢g 66,4 ¢ 128 g

*mittleres KG zwischen Médchen und Jungen (nach Kersting et al. 1998); **nach Banasiak et al. 2005

Die Trichothecengehalte wurden anhand der lediglich fir DON, NIV und T-2/HT-2
existierenden TDI-Werte (Tabelle 2) beurteilt. Fiir die Berechnung der Toxinaufnahme wurden
durchschnittliche Verzehrsmengen mit dem Medianwert sowie dem 95 % Perzentilwert der

Toxinbelastung verrechnet, woraus sich prozentuale Ausschopfungen der TDI-Werte fiir ein
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sogenanntes mean case und bad case Szenario ergeben. Die entsprechenden Toxingehalte sind in

Tabelle 10 nochmals zusammengefasst.

Tabelle 10: T-2/HT-2, DON und NIV-Gehalte diverser Matrices

T-2/HT-2 [ug/kg] DON [ug/kg] NIV [pg/kg]
. 95 % . 95 % . 95 %
Median . Median . Median .
Perzentile Perzentile Perzentile

Hafer (n=98) 8,2 50 0,53 11 <LOD 6,1
Weizen (n=130) 0,91 6,4 23 162 1,8 24

Roggen (n=61) 0,53 1,8 15 92 <LOD <L.OD
Kleinkindernahrung (n=18) 4,9 18 1,1 16 <L.OD 2,5

In folgender Grafik (Abbildung 10) sind die prozentualen Anteile an den TDI-Werten bei
durchschnittlichem Weizen-, Roggen- und Haferverzehr einzeln und in der Summe sowie fiir

Kleinkindernahrung fiir die zwei beschriebenen Szenarien dargestellt.
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Abbildung 10: Ausschopfung der TDI-Werte fiir T-2/HT-2, DON und NIV (Publikation 2)
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Im Vergleich zu den Daten des SCOOP-Berichts und einer dort beobachteten mehrfachen
Uberschreitung des tTDI fiir T-2/HT-2 (Tabelle 2) kann festgestellt werden, dass von einer
deutlich geringeren Belastung der untersuchten Produkte des bayerischen Marktes im
untersuchten Zeitraum und damit von einer geringeren Ausschopfung des tTDI ausgegangen
werden kann. Selbst bei Betrachtung des gesamten tdglichen Weizen-, Roggen- und
Haferverzehrs unter Annahme des 95 % Perzentilwerts der Toxinbelastung kommt es bei der
Subpopulation ,,2- bis 5-jihrige Kinder* zu keiner Uberschreitung des tTDI fiir T-2/HT-2 oder
DON. Allerdings waren deutliche Toxinexpositionen von iiber 60 % bzw. knapp 80 % des
jeweiligen TDI zu verzeichnen. In der speziellen Verbrauchergruppe ,Kleinkinder®, die
schwerpunktméfig mit Getreidebreien erndhrt werden, kann es unter Annahme des bad case
jedoch tatsichlich zu leichten Uberschreitungen des tTDI fiir T-2/HT-2 kommen (Abbildung 10).

Ein Grenzwert wire daher vor allem fiir Baby- und Kleinkindernahrung sinnvoll.

Die gleichzeitige Kontamination der Proben mit T-2 Tetraol in Mengen, die die Werte von T-2
und HT-2 teilweise noch {iibertrafen (Publikation 2), sollte zudem nicht auBler Acht gelassen
werden, wenngleich die Toxizitét dieses Metaboliten als geringer eingeschitzt wird (Hanelt et al.
1994). In der Summe kommt es jedoch zu einer insgesamt hoheren Gesamtbelastung durch die
gleichzeitige Exposition gegeniiber Typ A und B Trichothecenen, wobei mengenmifig vor
allem der Eintrag iiber Weizenverzehr von Bedeutung ist. Zur Durchfithrung einer
umfassenderen Risikobewertung wire daher ein bereits diskutierter Gruppen-TDI fiir

Trichothecene durchaus hilfreich (Pronk et al. 2002).

4.2.2 Einfluss der landwirtschaftlichen Erzeugungsweise

Mogliche Unterschiede in der Mykotoxinbelastung von konventionell bzw. 6kologisch erzeugten
Produkten werden seit Jahren kontrovers diskutiert (Magkos er al. 2006). Beziiglich
Fusarientoxinen gibt es mehrere Untersuchungen, die eine geringere Belastung von okologisch
erzeugtem Getreide mit DON nachgewiesen haben (Schollenberger e al. 1999, 2002, Schneweis
et al. 2005, Meister 2003, 2005, Doll et al. 2002). Andere Autoren beobachteten dagegen keine
oder auch gegenteilige Effekte (Jestoi et al. 2004, Marx et al. 1995, Pussemier et al. 2006).
Birzele et al. (2002) stellten unterschiedliche Einfliisse in Abhingigkeit von den
Witterungsbedingungen in zwei aufeinanderfolgenden Jahren fest. Hohe Feuchtigkeit wihrend

der Bliitezeit von Weizen fiihrte zu hoherem DON-Gehalt nach okologischer Erzeugung
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gegeniiber konventionell erzeugtem Weizen mit Fungizideinsatz. Im Vergleichsjahr mit
geringeren Niederschligen war Okoweizen niedriger belastet. Bei derartigen Vergleichen diirfen
folglich unterschiedliche Umweltfaktoren wie Temperatur, Feuchte, Bodenbeschaffenheit oder
Vorfriichte nicht auBler Acht gelassen werden, um eindeutige Schliisse ziehen zu konnen.
Schneweis et al. (2005) fiihrten einen solchen Versuch unter vergleichbaren Bedingungen durch
und kamen zu dem Ergebnis, dass 6kologisch erzeugter Weizen tatsidchlich geringere Gehalte an

DON aufwies.

Alle diese Untersuchungen beschiftigten sich jedoch ausschlieBlich mit Typ B Trichothecenen,
wihrend bisher keine vergleichenden Untersuchungen zu Typ A Trichothecenen bekannt waren.
Daher wurden in dieser Arbeit schwerpunktméfig konventionell (n=35) und biologisch (n=35)
erzeugte Haferprodukte untersucht und beziiglich ihres Gehalts an Typ A Trichothecenen
verglichen (Publikation 1). Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten erstmalig, dass Bio-
Hafer signifikant geringer mit T-2, HT-2, T-2 Tetraol, T-2 Triol und NEO belastet war
(Abbildung 11). Die landwirtschaftliche Erzeugungsweise kann daher in Hinblick auf die
Fragestellung des Erwédgungsgrundes 31 der Verordnung (EG) 1881/2006 als ein Einflussfaktor

auf die Toxingehalte der Lebensmittel angesehen werden.
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Abbildung 11: Vergleich der Belastung mit Typ A Trichothecenen von konventionell (n=35) und
okologisch (n=35) erzeugtem Hafer (Publikation 1)
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Fiir die am hochsten belasteten und gleichzeitig am meisten verzehrten Haferprodukte, die
Haferflocken, wurde zur Interpretation dieser Beobachtungen eine eigene Bewertung fiir die T-
2/HT-2 Exposition durchgefiihrt (Publikation 1). Wihrend auf der unter 4.2.1 beschriebenen
Berechnungsgrundlage beim Verzehr von konventionell erzeugten Haferflocken im mean case
eine Ausschopfung des tTDI zu 9,9 % berechnet wurde, lag diese beim Verzehr von
Bioprodukten bei nur 2,2 %. Im bad case wurden bereits 21 % bzw. nur 5,4 % des tTDI erreicht.
Demnach fiihrte die geringere Belastung von Biohafer zu einer um ca. 75 % verringerten

Toxinaufnahme.

Generell konnen eine intensive Bodenbearbeitung, die Einhaltung bestimmter Fruchtfolgen, ein
breiterer Saat-Reihenabstand oder andere Sorten im 6kologischen Landbau als Griinde fiir diese
Beobachtungen angefiihrt werden. Zudem soll ein Verzicht auf Fungizide nicht mit hoheren
Konzentrationen an Mykotoxinen einhergehen (FAO 2000). Gareis et al. (1994) und Simpson et
al. (2001) berichteten sogar von einer Stimulation der Toxinproduktion durch bestimmte
Fungizide aus der Gruppe der Strobilurine oder der Triazole. AuBBerdem wurde diskutiert, dass es
durch den Einsatz kiinstlicher Stickstoff-Diingemittel in der konventionellen Landwirtschaft und
dem damit verbundenen schnelleren Wachstum der Pflanze zur Ausbildung diinnerer Zellwénde

kommt und so eine Fusarium-Infektion der Pflanze erleichtert werden kann (Heaton 2001).
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4.3 Trichothecenbelastung in Innenriumen
4.3.1 Morphologische Charakterisierung

Durch die morphologische Charakterisierung der auf 69 Proben von Tapeten, Putz oder
Gipskarton vorkommenden Schimmelpilze wurden insgesamt 16 verschiedene Spezies
identifiziert. Diese sind in folgender Tabelle zusammen mit dem Anteil positiver Proben
zusammengefasst (Tabelle 11). Bei Penicillium, Aspergillus und Cladosporium handelte es sich
um die am hiufigsten nachgewiesenen Schimmelpilze. Aber auch Stachybotrys spp. wurden in
immerhin knapp 20 % der Proben nachgewiesen. Teilweise wurden bis zu sechs Pilzgattungen

gleichzeitig identifiziert (vgl. Tabelle 18 im Anhang).

Tabelle 11: Identifizierte Schimmelpilze auf Proben aus Innenrdumen (n=69)

Nachgewiesener Schimmelpilz Summe positiver Proben Anteil
Acremonium spp. 2 2,9 %
Alternaria spp. 8 12 %
Aspergillus spp. 25 36 %
Aureobasidium spp. 3 4.3 %
Chaetomium spp. 6 8,7 %
Cladosporium spp. 21 30 %
Cryosporium spp. 1 1,4 %
Gliocladium spp. 2 2,9 %
Memnoniella spp. 1 1,4 %
Monosporium spp. 1 1,4 %
Mucor spp. 8 12 %
Penicillium spp. 41 59 %
Rhizopus spp. 1 1,4 %
Scopulariopsis spp. 2 2,9 %
Stachybotrys spp. 13 19 %
Ulocladium spp. 8 12 %

4.3.2 Nachweis makrozyklischer Trichothecene in Baumaterialien

Insgesamt 37 Proben von Materialien aus Innenrdumen wurden mittels LC-MS/MS auf das
Vorkommen makrozyklischer Trichothecene untersucht. Erginzend zu den publizierten
Ergebnissen (Publikation 3) wurden im Laufe dieses Projekts noch weitere 22 Proben

gesammelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 zusammengefasst, wobei die Art der einzelnen
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Proben in Tabelle 18 im Anhang néher beschrieben ist. Die Buchstaben a-e der Probennummern
bezeichnen dabei unterschiedliche Probenahmestellen von derselben verschimmelten Stelle an
einem Probenahmeort. Ein positiver Nachweis nicht quantifizierbarer Substanzen ist durch ein

Pluszeichen angezeigt.

Tabelle 12: Vorkommen makrozyklischer Trichothecene in Baumaterialproben (n=37)

Probe Nachweis SG SH SF RA RE RL-2 VA A\
Nr. Stachy-  [ng/cm®] [ng/cm’] [ng/cm?] [ng/cm?]
botrys spp.
3a ja 27 20 - - - - - -
3b ja 740 740 - - + - - -
9a ja 1560 3260 - - + - - -
9b ja 9650 12000 + - + + - +
10 ja 18 22 - - - - - -
11 nein - - - - - - - -
12 nein - - - - - - - -
13 nein - - - - - - - -
16 nein - - - - - - - -
17 nein - - - - - - - -
18 nein - - - - - - - -
21 nein - - - - - - - -
22 ja - - - - - - - -
26 nein - - - - - - - -
27 nein - - - - - - - -
30 ja 260 360 + - + + - +
31 ja - - - - - - - -
47 nein - - - - - - - -
48 nein 700 600 + - + + - +
55 nein - - - - - - - -
56 nein - - - - - - - -
57 ja 95 60 + - + + - -
58 nein 0,4 - - - - - - -
59 nein 0,6 - - - - - - -
60 ja - - - - - - - -
61 ja - - - - - - - -
62 nein - - - - - - - -
63 nein - - - - - - - -
64 nein - - - - - - - -
65 ja 17 23 + - + + - +
66 ja 34 32 + - + + - +
67 ja 0,33 0,35 - - + + - -
68 a ja - - - - - - - -
68 b ja 1,8 2,2 - - + + - -
68 c ja - - - - - - - -
68 d ja 1,2 1,1 - - + - - -

|

|
=+
=+

|

|

68 ¢ ja 1,0 1,9
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In 16 Proben (43 %) konnte zumindest SG nachgewiesen werden. Die hochsten Werte fiir SG
lagen bei 9,7 pg/cm’, in derselben Probe wurde zudem der Maximalwert an SH (12 pg/cm?)
bestimmt (Publikation 3). Wie bereits von Andersen ef al. (2002) beschrieben, waren auch hier
in den Satratoxin-belasteten Proben die Metaboliten RE und RL-2 nachweisbar sowie bei
hoheren Konzentrationen an SG und SH auch die Analyten SF und VIJ. Die von Myrothecium

spp. gebildeten makrozyklischen Trichothecene RA und VA kamen dagegen in keiner Probe vor.

Frithere Untersuchungen natiirlich kontaminierter Proben (Johanning et al. 1996, Andersson
et al. 1997, Nielsen et al. 1998, Hodgson et al. 1998) umfassten ein geringeres Analytspektrum
und lieferten Einzelergebnisse zum SG- oder SH-Gehalt verschimmelter Materialien aus
Riumen mit Stachybotrys-Befall. Diese lagen zwischen 1,0 und 17 ug/g analysiertem Material.
Tuomi et al. (2000) fiihrten erstmals eine LC-MS/MS-Analyse von 79 verschimmelten
Materialproben durch, wobei fiinf Proben SG und SH mit weniger als 0,8 ug/g enthielten. Zum
Vergleich mit den hier erhaltenen Ergebnissen (quantifiziert in ng/cm®) ist in etwa ein
Umrechnungsfaktor von 2,5 anzuwenden (Gewicht einer Tapete von 15 cm” = 04 g). Die
Konzentrationen lagen damit zwischen 1,0 ng/g SG und 30 pg/g SH (Tabelle 12). Die zuvor
beschriebenen Gehalte bewegten sich insgesamt in vergleichbaren Bereichen, auch wenn in
vorliegender Untersuchung noch hohere, aber auch deutlich niedrigere Werte bestimmt wurden.

Letzteres ldsst sich sicherlich auch auf die empfindliche LC-MS/MS Methode zuriickfiihren.

Der Anteil an offensichtlich toxinogenen Stammen war vergleichsweise hoch, da zumindest in
75 % der Stachybotrys-positiven Proben eine Toxinbildung stattfand. Ublicherweise wird jedoch
nur ein Drittel der Stachybotrys chartarum-Stamme als Produzenten makrozyklischer
Trichothecene eingestuft (Andersen et al. 2002). Bei den Proben 48, 58 und 59 erfolgte
mykologisch kein Stachybotrys-Nachweis, obwohl die Proben belastet waren. Der
Wasserschaden und das damit verbundene Pilzwachstum in diesem Raum lag allerdings mehrere
Jahre zuriick, weshalb die Sporen eventuell nicht mehr keimfihig waren. Die Tatsache, dass die
Toxine jedoch noch nachgewiesen werden konnten, bestétigt deren hohe Stabilitit. Die
Untersuchungen verschiedener Proben einer befallenen Stelle (Proben 3, 9 und 68) zeigten, dass

die Toxingehalte innerhalb derselben beprobten Fliche sehr stark variieren kdnnen.
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4.3.3 Nachweis makrozyklischer Trichothecene in Raumluft

Zum Nachweis einer moglichen inhalativen Exposition des Menschen wurde eine Luftmessung
in einem Raum durchgefiihrt, in dem nach einem Wasserschaden hohe Toxinkonzentrationen in
verschimmelten Tapeten gemessen wurden (Probe Nr. 9 in Tabelle 12, Publikation 3). Erstmals
wurden dabei in der Raumluft SG mit 0,25 ng/m’ und SH mit 0,43 ng/m’ mit einem
hochsensitiven und spezifischen LC-MS/MS Verfahren nachgewiesen (Publikation 4).
Abbildung 12 zeigt ein Chromatogramm der Messung des mit SG und SH kontaminierten

Luftfilterextraktes.
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Abbildung 12: MRM-Chromatogramm von SG und SH aus einem Luftfilterextrakt (Publikation 4)

Uber einen Zeitraum von 8 h wire in diesem Raum eine Toxingesamtmenge von 2,0 ng SG und
SH inhaliert worden (unter Annahme eines Atemminutenvolumens von 6 Liter in Ruhe; Betz et
al. 1997).

In einem zweiten Fall wurde eine Luftprobenahme wihrend der Sanierung eines mit
Stachybotrys spp. kontaminierten Raumes durchgefiihrt, aus dem die Proben Nr. 65-68
stammten. Die dort nachgewiesenen Toxingehalte waren zwar vergleichsweise gering (Tabelle
12), jedoch erstreckte sich der Schaden iiber eine Flache von ca. 50 Quadratmeter. Die Luft
wurde ab Arbeitsbeginn (Abtragen der verschimmelten Gipskartonplatten-Decke) 24 h bei einer

Flussrate von 5 m’/h gefiltert. Die Analyse des Filters ergab umgerechnet eine SG-Konzentration
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von 0,16 ng sowie eine SH-Konzentration von 0,2 ng je Kubikmeter Luft. Bei Annahme eines
Atemminutenvolumens von 100 Litern bei erhohter korperlicher Anstrengung (Betz et al. 1997)
errechnet sich wihrend eines Arbeitstages von acht Stunden eine insgesamt inhalierte Menge
von 7,7 ng SG und 9,6 ng SH. Hierbei ist zu bedenken, dass es durch die lange Probenahme eher
zu einer Verdiinnung der Gehalte kam und durch erhohte Staubentwicklung wéhrend der Arbeit

angenommen werden kann, dass die Toxinbelastung tatsdchlich noch héher war.

Zur Auswirkung einer inhalativen Belastung mit Trichothecenen liegen nur wenige Daten vor.
Creasia et al. (1987) ermittelten in einem Versuch mit Miusen LDsp-Werte von 0,24 mg/kg KG
nach einer inhalativen T-2-Exposition. Gegeniiber einer oralen Verabreichung (LDso:
10,5 mg/kg, Ueno 1983a) ergibt sich dabei eine etwa 40-fach erhohte Toxizitdt. Ebenso wurden
bei Ratten und Meerschweinchen erhohte Toxizititen durch eine inhalative Aufnahme
festgestellt (Creasia et al. 1990). Marrs et al. (1986) und Pang et al. (1988) fanden bei Versuchen
mit Meerschweinchen bzw. Schweinen hingegen keine erhohte Toxizitét bei einer inhalativen T-

2 Exposition im Vergleich zu einer subkutanen oder intravenosen Verabreichung.

Wie bereits dargelegt, gilt der Zusammenhang zwischen dem SBS und dem Vorhandensein
makrozyklischer Trichothecene in Tapeten oder Gipskartonplatten u.a. deswegen als nicht
gesichert, da ein tatsichlicher Ubergang der Toxine in die Raumluft unter Realbedingungen
bisher fraglich war. Die gebildeten Toxine wurden bereits in Liiftungs- und Klimaanlagen
(Smoragiewicz et al. 1993) sowie in Stduben (Bloom et al. 2007) nachgewiesen, was auf die
Moglichkeit einer inhalativen Exposition schliefen lieB; Brasel et al. (2005) berichteten zudem
von einem ELISA-Nachweis luftgetragener Stachybotrys-Toxine. Hierbei  wurden
Konzentrationen zwischen 0,01 und 1,3 ng/m3 ermittelt. Die vorliegenden Untersuchungen
zeigen erstmalig mittels eines hochsensitiven und spezifischen LC-MS/MS-Verfahrens, dass
makrozyklische Trichothecene von kontaminierten Materialen in die Innenraumluft iibergehen
und so zu einer direkten inhalativen Belastung des Menschen fithren konnen. Inwiefern diese
Mengen fiir den Menschen toxikologisch bedenklich und fiir Erkrankungen im Hinblick auf das

SBS verantwortlich sein konnen, muss in weiteren Studien geklédrt werden.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Trichothecene sind Mykotoxine, die als Metaboliten von diversen Fusarium- und Stachybotrys-
Spezies sowohl in Lebensmitteln auf Getreidebasis als auch in schimmelbefallenen Innenrdumen
vorkommen konnen. Insbesondere bei Typ A Trichothecenen wie T-2 und HT-2 Toxin besteht
noch Bedarf an reprisentativen Daten zu deren Vorkommen in Lebensmitteln, auf deren Basis
dann gegebenenfalls die Festlegung eines Grenzwertes entsprechend der Verordnung (EG) Nr.
1881/2006 vorgesehen ist. Zusitzlich ist auch die Erfassung einer Mehrfachbelastung mit diesen
und anderen Typ A und B Trichothecenen von Interesse. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit
bestand in der Frage, inwiefern von den hochtoxischen Typ D Trichothecenen wie den
Satratoxinen eine direkte Gesundheitsgefihrdung des Menschen ausgehen kann. Einerseits gibt
es kaum Untersuchungen mit ausreichend sensitiven und spezifischen Methoden zu deren
Vorkommen in Lebensmitteln, andererseits hdufen sich Hinweise auf einen Zusammenhang
dieser Toxine mit dem sick building syndrome (SBS), das eine Vielzahl von
Krankheitssymptomen zusammenfasst, die infolge einer Schimmelpilzbelastung von

Innenrdaumen beschrieben wurden.

Die in dieser Arbeit entwickelte LC-MS/MS Multimethode fiir Lebensmittelproben ermdoglichte
die Bestimmung von insgesamt 18 Typ A, B und D Trichothecenen. In Abhéngigkeit von der
Matrix und den Analyten schwankten die mittleren Wiederfindungsraten zwischen 60 und 108 %
mit relativen Standardabweichungen (RSD) zwischen 0,5 und 9,9 %. Die nach DIN 32645
ermittelten Nachweisgrenzen (LOD) des Verfahrens lagen zwischen 0,1 pg/kg und 1,0 pug/kg.

94 % der Weizenproben (n=130), 95 % der Roggenproben (n=61) und 100 % der Haferproben
(n=98) waren mit T-2/HT-2 belastet. Die mittleren Gehalte lagen bei 1,8 ug/kg, bei 0,69 pg/kg
bzw. bei 15 pg/kg. Alle Weizen- und Roggenproben sowie 75 % der Haferproben enthielten im
Mittel 57 pg/kg, 28 ug/kg bzw. 2,8 ug/kg DON. Die hochsten T-2/HT-2 bzw. DON-Gehalte
wurden in Weizenkleie, Roggenkornern und Haferflocken gemessen, wobei bei nur einer Probe
der EU-Hochstwert fiir DON {iberschritten wurde. Neben diesen Analyten kamen noch viele
andere Typ A und B Trichothecene in den Proben vor; bis zu elf Analyten wurden gleichzeitig
nachgewiesen, was folglich eine hohere Trichothecen-Belastung des Verbrauchers aufzeigt als
bisher angenommen. Aulerdem wurden zwischen T-2 und HT-2 sowie zwischen DON und 15-
Acetyl-DON deutliche Korrelationen beobachtet. Zudem wurde gezeigt, dass Okologisch
erzeugte Haferprodukte (n=35) signifikant (P<0,05) geringer mit T-2, HT-2, T-2 Triol, T-2
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Tetraol und Neosolaniol belastet waren als konventionell erzeugte Proben (n=35). In keiner der
289 untersuchten Cerealienproben waren Satratoxin G (SG) oder Satratoxin H (SH), Roridin A
oder Verrucarin A iiber deren LODs nachzuweisen; das Kontaminationsrisiko mit diesen
Substanzen ist demnach als eher gering einzustufen.

Die abschlieBend durchgefiihrte Expositionsabschitzung hat ergeben, dass unter Annahme der
Medianwerte der Toxinbelastung weder fiir T-2/HT-2 noch fiir DON und NIV eine
Uberschreitung der jeweiligen (t)TDI-Werte zu erwarten war, wobei Weizen und Babynahrung
die groBten Anteile an deren Ausschopfung hatten. Unter Annahme der 95 % Perzentilwerte der
Toxinbelastung wurde der tTDI fiir T-2/HT-2 durch Weizenverzehr jedoch zu iiber 40 %
ausgeschopft bzw. bei Babynahrung sogar knapp iiberschritten. Im Falle von DON spielte nur
der Eintrag iiber Weizen eine bedeutende Rolle (knapp 70 % des TDI). Verglichen mit anderen
Abschitzungen im Rahmen der SCOOP-Studie (2003) stellte sich die Exposition und das damit

verbundene Risiko des Verbrauchers hier als deutlich geringer dar.

Die LC-MS/MS Methode fiir schimmelbefallene Baumaterialien und Luftproben erfasste acht
makrozyklische Trichothecene. Die Wiederfindungsraten (Mittelwert + RSD) fiir SG und SH fiir
Tapeten lagen bei 93 + 0,2 % bzw. 107 £ 2,1 % sowie bei 68 + 3.4 % bzw. 56 + 4,8 % fiir
Membranfilter. Durch die morphologische Charakterisierung der vorkommenden Schimmelpilze
wurden Penicillium, Aspergillus und Cladosporium als die dominanten Pilzgattungen
identifiziert. In knapp 20 % der Proben wurde ein positiver Stachybotrys-Nachweis gefiihrt. Die
LC-MS/MS Analysen ergaben, dass Baumaterialien wie Tapeten und Gipskartonplatten (n=37)
teilweise hochgradig mit makrozyklischen Trichothecenen kontaminiert waren. Bis zu 9,7 ug SG
und 12pg SH je cm’ Baumaterial wurden gleichzeitic mit anderen makrozyklischen
Trichothecenen detektiert. Mithilfe von Luftmessungen in zwei trichothecenbelasteten Rdumen
konnte erstmalig mittels LC-MS/MS nachgewiesen werden, dass Stachybotrys-Toxine von
schimmeligen Baumaterialien tatsdchlich in die Umgebungsluft iibergehen konnen. Die
Konzentration an SG+SH lag bei bis zu 0,7 ng je m’ Luft. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine

direkte, inhalative Exposition des Menschen gegeniiber diesen Toxinen moglich ist.
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6 SUMMARY

Trichothecenes are mycotoxins which can be produced by various species of Fusarium and
Stachybotrys. Thus, they can be detected in cereal-based food as well as in mouldy indoor
environments. For type A trichothecenes like T-2 or HT-2 toxin more data of representative food
samples are still required to establish an appropriate maximum level according to Commissions
Regulation (EC) No 1881/2006. Furthermore, a multiple burden with these and other type A and
B trichothecenes should be assessed. Another part of this work adressed the higly toxic type D
trichothecenes and possible health risks to humans. On the one hand, studies on their occurrence
in food with sensitive and specific methods are rare. On the other hand, these toxins are
suspected of playing role in the aetiology of the “sick building syndrome” which summarizes a

multitude of adverse health effects occurring after exposure to indoor moulds.

In this project, a LC-MS/MS method for the simultaneous determination of 18 type A, B, and D
trichothecenes in cereals has been developed. Depending on the cereal types and the analytes, the
average recovery rates ranged from 60 to 108 % with RSDs between 0.5 and 9.9 %. The limits of
detection (LOD) of this method calculated according to DIN 32645 were between 0.1 and
1.0 ug/kg.

Ninety-four percent of the wheat samples (n=130), 95 % of the rye samples (n=61), and 100 %
of the oat samples (n=98) were contaminated with T-2/HT-2. The mean values were 1.8 pg/kg,
0.69 pg/kg, and 15 pg/kg, respectively. All wheat and rye samples, and 75 % of the oat samples
were burdened with DON with mean values of 57 ug/kg, 28 ng/kg, and 2.8 ug/kg, respectively.
The highest values of T-2/HT-2 and DON were found in wheat bran, rye kernels and oat flakes,
while only one sample exceeded the maximum level set by the EC. Besides these analytes, many
other type A and B trichothecenes occurred in the samples; up to eleven analytes were detected
simultaneously, leading to a higher trichothecene burden of the consumer than previously
assumed. Furthermore, strong correlations between T-2 and HT-2 as well as DON and 15-acetyl-
DON were observed. Moreover, organically produced oats (n=35) were significantly lower
(P<0.05) contaminated with T-2, HT-2, T-2 triol, T-2 tetraol, and neosolaniol than
conventionally produced samples (n=35). Finally, none of the 289 cereal samples analysed
contained satratoxin G (SG), satratoxin H (SH), roridin A or verrucarin A above their LODs;

thus, the risk of contamination with the analytes could be regarded as rather low.
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The results of the risk assessment have shown that neither the (t)TDI-values for T-2/HT-2, DON
nor for NIV were exceeded when assuming median toxin levels. However, wheat and baby food
most contributed to the trichothecene intake. Assuming the 95" percentile values of the toxin
contamination, 40 % of the tTDI for T-2/HT-2 was reached by wheat consumption and it was
even slightly exceeded as calculated for infant food. For DON, only the intake by wheat
ingestion played a major role (nearly 70 % of the TDI). Compared to former assessments as
conducted by SCOOP (2003), the exposition and the risk of the consumer was considerably

lower in this study.

The LC-MS/MS method for mouldy indoor materials and air comprised eight macrocyclic
trichothecenes. The recovery rates (mean + RSD) for SG and SH from wallpapers were 93 +
0.2 % and 107 £ 2.1 %, respectively, and 68 + 3.4 % and 56 + 4.8 % from air filter membranes,
respectively. The morphological characterization of the fungi revealed Penicillium, Aspergillus,
and Cladosporium as the predominant genera. Nearly 20 % of the samples contained
Stachybotrys spp. It was shown by LC-MS/MS that mouldy indoor materials like wallpapers or
gypsum boards (n=37) partly were highly contaminated with macrocyclic trichothecenes. Up to
9.7 ug SG and 12 pg SH per cm”® mouldy material have been detected together with other type D
trichothecenes. The measurement of air samples from two trichothecene-contaminated rooms
first revealed by LC-MS/MS that Stachybotrys-toxins actually can be transferred from mouldy
materials into air. The concentration of SG+SH was 0.7 ng/m3 sampled air. These results indicate
that a direct inhalative exposition of humans to these toxins is possible. Whether these
concentrations are high enough to cause adverse health effects must be concluded after further

study.
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Occurrence of type A trichothecenes in
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Among cereals, oats are known to be very frequently contaminated with type A trichothecenes and so
they can play a major role in the exposition of the consumer to these mycotoxins. Seventy representa-
tive oat samples of both conventional and organic production were drawn at mills and at wholesale
stage according to Commissions Regulation (EC) No 401/2006 and analyzed for nine type A tricho-
thecenes by LC-MS/MS. High contamination rates were found for most of the toxins in conventional
as well as in organic products (e.g. 100% for T-2 toxin or 99% for HT-2 toxin). The mean concentra-
tion of T-2/HT-2 (sum of the toxins) was 17 = 18 pg/kg (mean = SD) in all samples, 27 + 21 pg/kg in
conventional, and 7.6 = 4.6 png/kg in organic products, respectively. The highest T-2/HT-2 level has
been determined in conventionally produced oat flakes (85 pg/kg). The mean level of T-2 tetraol
(9.5+7.7ng/kg) in all samples was found to be even higher than that of T-2 (5.1 + 6.0 png/kg),
whereas levels of T-2 triol, 4,15-diacetoxyscirpenol, 15-monoacetoxyscirpenol, and neosolaniol were
considerably lower. For oats and oat products from organic farming contamination levels of T-2,
HT-2, T-2 triol, T-2 tetraol, and neosolaniol were significantly lower. The results are discussed with

respect to possible health risks for the consumer.
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1 Introduction

The infection of cereals and corn with Fusarium spp. is a
worldwide problem and already takes place on the field
during the flowering period. Apart from the economic dam-
age caused by Fusarium-derived diseases of the plant lead-
ing to yield losses or cereals of poor quality, the ability of
certain species of this fungus to produce mycotoxins like
fumonisins, zearalenone (ZEA) and trichothecenes is a
problem concerning food and feed safety. Trichothecenes
are cyclic sesquiterpenoids with an epoxid group and are
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known as a large group of cytotoxic and immunosuppres-
sive mycotoxins [1]. According to their chemical structures
they are divided into four groups (A—D), while group A
and B are the most important in cereals and cereal-based
food. F sporotrichiodes and the newly described species F
langsethiae are the main producers of type A trichothecenes
like T-2 toxin (T-2) and HT-2 toxin (HT-2) (Fig. 1) in Euro-
pean cereals [2, 3]. Oats and maize are considered the most
contaminated with this group of toxins [4]. In 2001, the Sci-
entific Committee on Food has proposed a temporary toler-
able daily intake (tTDI) for the sum of T-2 and HT-2 of
0.06 png/kg body weight [5]. According to mean intake data
provided by a study of the Scientific Cooperation the inges-
tion of type A trichothecenes could exceed this tTDI espe-
cially in the group of infants and children by more than
S-fold [4]. So far, the European Commission (EC) has set
maximum levels for the Fusarium-mycotoxins deoxyniva-
lenol (DON) and ZEA. Already proposed maximum levels
for fumonisins shall apply from 1 October 2007 if no other
levels will be considered. Concerning T-2 and HT-2, the EC
claimed urgently for more occurrence data of these toxins
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Trichothecene type A MW R, R, R;

T-2 toxin 466 OAc OAc OCOCH,CH(CH;),
HT-2 toxin 424  OH OAc OCOCH,CH(CH;),
T-2 triol 382 OH OH OCOCH;CH(CH;),
T-2 tetraol 298 OH OH OH
4,15-Diacetoxyscirpenol 366 OAc OAc H
15-Monoacetoxyscirpenol 324  OH OAc H
Neosolaniol 382 OAc OAc OH
4,15-Diacetylverrucarol 350 OAc OAc H
Verrucarol 266 OH OH H

Figure 1. Chemical structures of nine type A trichothecenes

[].

especially in oats and oat products and, if necessary, will
establish an appropriate maximum level presumably until 1
July 2008 [6].

In this project, data on the contamination rates and levels
of type A trichothecenes of representative oat samples are
presented. Furthermore, the influence of the agricultural
practice on amounts of type A trichothecencs has been
examined. The production of organic food in Europe has
increased remarkably during the last years [7]. In the first
nine months of the year 2006, the expenses of private
households in Germany for organic products have grown
about 17% compared with the year before. Organic food
achieved a market share of 2.7% of the overall food market
[8]. In the 1990s, this share was roughly 1% of the total con-
sumption of food [9]. Nevertheless, organic farming and the
relation to mycotoxin contamination is still very diversely
discussed. While some authors did not observe any effects
on Aspergillus-, Penicillium- or Fusarium-mycotoxins,
others described higher or lower amounts of mycotoxins in
organic products [10]. Data published so far mainly concern
the influence on aflatoxins, ochratoxin A, ZEA, and DON,
but not on type A trichothecenes like T-2 and HT-2. The
results obtained in this study are discussed and the levels of
mycotoxin contamination are evaluated with respect to pos-
sible health risks for the consumer.

© 2007 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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2 Materials and methods

2.1 Sampling

Seventy representative samples (35 from conventional
farming, 35 from organic farming) have been analyzed.
Since mycotoxins can be distributed very heterogencously
in one lot, a representative sampling in determination of
mycotoxins is highly important. Thercfore, sampling has
been performed according to Commissions Regulation
(EC) No 401/2006 [11]. All samples were at least cleaned
and de-hulled oats intended for human consumption. Nine
samples were oats, 43 oat flakes, eleven oat bran, and seven
oat-containing infant food. The samples were drawn at mills
and at wholesale stage from the Bavarian market and were
all of German origin of the production year 2005.

2.2 Chemicals and reagents

Standards of the type A trichothecenes T-2, HT-2, 4,15-
diacetoxyscirpenol  (DAS), 15-monoacetoxyscirpenol
(MAS), T-2 triol, T-2 tetraol, neosolaniol (NEQ), 4,15-diac-
etylverrucarol (DacVOL), and verrucarol (VOL) were pur-
chased from Sigma (Deisenhofen, Germany). ACN for
extraction (HPLC grade) was purchased from Riedel-de
Haén (Deisenhofen, Germany). Methanol (Riedel-de Haén)
and ammonium formate (Fluka, Deisenhofen, Germany)
were used in LC-MS quality. Water was purified on a milli-
Q water purification system (Millipore, Schwalbach, Ger-
many).

2.3 Sample preparation

Before analysis, the complete aggregate samples were
finely ground and homogenized in the laboratory. The sub-
samples (20 g) were extracted with 80 mL ACN/water 84/
16 v/v by blending at high speed (9500 rpm, 3 min) on an
Ultra Turrax homogenizer (IKA-Labortechnik, Staufen,
Germany). The extracts were centrifuged (5000 rpm,
10 min) and aliquots of 8 mL were purified with MycoSep®
columns (#226, Coring System Diagnostix, Germany). This
procedure has been successfully applied for similar LC-
MS/MS multi-mycotoxin analyses [12, 13]. Four milliliters
of the extracts were evaporated to dryness under a gentle
stream of nitrogen at a temperature of 40°C (Barkey, Leo-
poldshéhe, Germany). For LC-MS/MS analysis the residues
were dissolved in 1 mL of methanol/deionized water 5/95
v/v and filtered through a 0.45 pm PTFE syringe filter
(Supelco, Deisenhofen, Germany).

2.4 LC-MS/MS analysis

LC-MS/MS analysis was performed with a high pressure
gradient HPLC apparatus from Shimadzu (Duisburg, Ger-
many) and a triple quadrupole mass spectrometer APT 4000
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Table 1. MRM transitions, declustering potentials and collision
energies for nine type A trichothecenes

Analyte Precursor lon Fragment lons
[M+NH,]*
Q1 DP (V) Q3 CE (eV)
T-2 483.9 61 305.2  Quantifier 19
215.2  Qualifier 25
HT-2 442.4 51 263.2  Quantifier 17
215.1  Qualifier 19
T-2 triol 400.4 36 281.2  Quantifier 17

215.1 Qualifier 13
T-2tetraol 316.2 36 215.2  Quantifier 13
281.3  Qualifier 11
DAS 384.2 51 307.3 Quantifier 17
2471 Qualifier 19
MAS 3422 41 265.1  Quantifier 13
107.1 Qualifier 19
NEO 400.2 51 305.3 Quantifier 17
2451 Qualifier 25
DacVOL 368.3 51 291.2  Quantifier 7
249.1 Qualifier 11
VOL 2842 36 267.2 Quantifier 13
249.3  Qualifier 21

from Applied Biosystems (Darmstadt, Germany). The LC
system consisted of an autosampler (SIL HT-C), two pumps
(LC-10ADVP), a degasser (DGU-14A), and a column oven
(CTO-10ACVP). As analytical column a Synergi™ polar-
RP® 150 x 2 mm, 4 um (Phenomenex, Aschaffenburg, Ger-
many) was used. For chromatographic separation of the
analytes a binary linear gradient was applied which con-
sisted of eluent A (methanol + 5 mmol/L ammonium for-
mate) and eluent B (deionized water) with a flow rate of
0.4 mL/min: 0 min 95% B, 11 min 95% B, 22 min 35% B,
26 min 35% B, 27 min 95% B, 35 min 95% B. The column
oven temperature was maintained at 40°C and the injection
volume was 20 uL.

For all analytes, MS experiments were carried out in pos-
itive ESI mode. The source temperature was set at 500°C
and the nitrogen pressure of the nebulizer gas has been opti-
mized with 55 psi. For the other parameters like the curtain
gas, the heating gas and the ion spray voltage best sensitiv-
ity could be achieved by splitting the method in periods
with different optimal values. For T-2 tetraol the pressure of
curtain gas has been set at 25 psi, of heating gas at 55 psi
and ion spray voltage at 3000 V, while for the other toxins
20 psi, 50 psi and 4500 V were used, respectively. All ana-
lytes were measured as adduct ions of ammonium
[M+NH,]". The toxins were identified in multiple reaction
monitoring mode (MRM) by two specific fragment ions of
one precursor ion according to Commissions Decision
2002/657/EC [14]. The MRM-transitions, declustering
potentials and collision energies of the toxins are shown in
Table 1.

© 2007 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

2.5 Method validation and mycotoxin
quantification

Recovery experiments were carried out using fortified oat
samples at three levels (1 pg/kg, 10 pg/kg and 50 pg/kg)
with five replicates each. The contamination with the tri-
chothecene standard mix has been accomplished before
extraction.

Quantification of the toxins was performed by external
calibration. The LOD/LOQ was calculated by the S/N
approach and ranged from 0.01/0.04 pg/kg for MAS to 0.3/
0.8 nug/kg for VOL. For the evaluation of the results, levels
of toxins between LOD and LOQ were calculated with half
LOQ. The results were corrected by mean recovery rates
obtained from the recovery experiments. Statistical analy-
ses were carried out using SigmaStat9.0. A two way
ANOVA has been applied for the assessment of the influ-
ence of the agricultural practice and to consider possible
influences of different food commodities.

3 Results and discussion

3.1 Recovery experiments

The recoveries obtained with this method ranged between
91 and 110% for all toxins with a RSD from 0.9 to 6.4%.
Only T-2 tetraol showed a lower recovery rate of 60% and a
RSD of 5.0%, but all were considered to comply with the
requirements of the EC [11].

3.2 Occurrence of type A trichothecenes

Seventy oat samples from conventional and organic farm-
ing have been analyzed for nine type A trichothecenes. The
contamination rates of conventionally as well as organically
produced oats and oat products were very high for most of
the analytes. The rates of T-2, HT-2, MAS, and NEO ranged
between 97 and 100% in samples from both production
types. Incidences higher than 90% were also found for T-2
tetraol and DAS in conventional samples. However, in
organic samples, the incidences were lower with 83 and
71%, respectively. T-2 triol was determined in 77% of the
conventional and 40% of the organic samples. VOL and
DacVOL were not detected in any sample. In SCOOP task
3.2.10, far lower contamination rates of 16% for T-2, 41%
for HT-2 or 0% for DAS were reported for 464 oat samples,
possibly due to higher LOD's of the methods applied (5—
30 pg/kg). In the SCOOP-study, no oat samples have been
analyzed for T-2 triol, T-2 tetraol, MAS, NEO, VOL or Dac-
VOL [4].

The mean concentration of T-2 and HT-2 (sum of the tox-
ins) in all 70 samples was 17 + 18 ng/kg (mean = SD).
Twenty-one percent of the samples showed T-2/HT-2 levels
higher than 25 pg/kg, 7.1% were higher than 50 pg/kg.
Conventionally produced samples had a mean T-2/HT-2
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levels found for T-2, HT-2 and T-2 tetraol, the mean contam-

604 T 1090 percentile ination levels for T-2 triol, DAS, MAS, and NEO were all
25750 percentie below 1 ng/kg. By contrast, one study from Poland reported
501 — median a mean burden of oats with DAS of 23 pg/kg with an inci-

T L0l dence of 12% [16].
Ed Comparing the different food commodities, the highest
E 301 contamination levels of all samples were found in oat flakes
E 20 (Fig. 2) with a T-2/HT-2 mean value of 21 pg/kg and a max-
imum of 85 pg/kg in a conventional oat flake sample (Table
10 i e 2). Surprisingly, the bran samples were contaminated with
m= lower values than oat flakes. It could be assumed that oats
%1 used for oat flake production may be of lower quality than
. . . i bran intended for human consumption. The lower levels in
oatflakes oatbran oats infant food the bran indicate that this fraction might have been accu-

(n=43) (n=11) (n=9) (n=7)

Figure 2. Comparison of contamination levels of oats and oat
products with T-2 and HT-2 (sum of the toxins).

contamination of 27 = 21 pg/kg, samples from organic pro-
duction were contaminated with 7.6 +4.6 ug/kg. It was
noticeable that the level of HT-2 usually was about 2-fold as
high as that of T-2. In addition, the mean contamination
level of T-2 tetraol in all samples (9.5 = 7.7 ug/kg) was
found to be even higher that of T-2 (5.1 + 6.0 pg/kg). A
study from Schollenberger ef al. [15] showed a similar rela-
tion between T-2, HT-2 and T-2 tetraol in oats originating
from Germany even though the mean levels were higher.
Klb6tzel et al. [12] also highlighted the high contamination
levels of T-2 tetraol in oat samples. Compared to the high

rately separated from hulls during oat processing. Other
studies examined that the toxin amount of oats is lowered
by over 90% after de-hulling the kernel [17, 18]. The sam-
ples analyzed in this study, however, were exclusively de-
hulled oats. Finally, the lowest levels were found in infant
food (mean T-2/HT-2 contamination 7.6 pg/kg).

3.3 Influence of the agricultural practice

Equal shares (n=35) of samples originating both from
organic and conventional agriculture were analyzed for
examining the influence of the agricultural practice. The
amount of type A trichothecenes found in organic products
differed considerably from that in conventional products. A
statistically significant difference has been calculated for

Table 2. Results from 43 samples of oat flakes (25 conventional and 18 organic products) on type A trichothecene contamination

Analyte Agricultural Contamination ~ Mean value Median 95" percentile Maximum value
practice rate (%) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
T-2 organic 100 1.7 1.2 4.9 5.2
conventional 100 9.8 8.4 21 34
both 100 6.4 4.3 17 34
HT-2 organic 100 5.2 4.3 12 15
conventional 100 21 18 47 51
both 100 14 8.7 44 51
T-2+HT-2 organic 100 6.9 5.5 17 20
conventional 100 31 26 66 85
both 100 21 13 64 85
T-2triol organic 39 0.18 <LOD 0.69 1.1
conventional 84 0.85 0.91 1.6 2.7
both 65 0.57 0.25 1.5 2.7
T-2tetraol organic 78 5.2 4.2 14 27
conventional 100 14 13 26 34
both 91 11 9.4 26 34
DAS organic 67 0.04 0.04 0.11 0.14
conventional 100 0.11 0.09 0.21 0.38
both 86 0.08 0.04 0.17 0.38
MAS organic 94 0.08 0.07 0.18 0.24
conventional 96 0.13 0.08 0.28 0.66
both 95 0.11 0.08 0.24 0.66
NEO organic 100 0.16 0.07 0.55 1.1
conventional 100 0.85 0.68 2.0 2.7
both 100 0.56 0.34 1.9 2.7
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Figure 3. Comparison of contamination levels of type A trichothecenes in oats and oat products originating from conventional

(n=35) and organic farming (n=35).

T-2, HT-2, T-2 tetraol (p < 0.01), T-2 triol, and NEO (p <
0.05) by two way ANOVA also after allowing for effects of
differences in food commodities (Fig. 3). Values of DAS
and MAS were very low without any significant difference.

The influence of the agricultural practice on mycotoxin
contamination of cereals is controversially discussed. Our
findings concerning T-2 and HT-2 are supported by the
reports of Edwards ef al. [17] and Pettersson [19]. In addi-
tion, Schollenberger er al. [20, 21], Schneweis et al. [22],
Meister [23, 24] and D&l et al. [25] also found lower values
in organic products when analyzing samples for DON or
ZEA. However, these toxins are produced by different
Fusarium species than type A trichothecenes, but the influ-
ence of the agricultural practice on these fungi should be
similar. In contrast, Jestoi et al. [26], Pussemier et al. [27]
and Marx et al. [28] reported no or negative effects of
organic farming on the contamination with DON and ZEA.
A study of Birzele et al. [29] showed contradictory results
of infection rates and mycotoxin levels depending on cli-
matic conditions and fungicide utilization. High humidity
during the flowering period of wheat led to high grain infec-
tion rates and higher DON levels in organic wheat than in
conventionally produced wheat treated by fungicides. In
another year with moderate humidity during flowering, a
lower DON burden occurred in cereals from the organic
farming system.

An examination of the influence of the agricultural prac-
tice requires the same environmental factors like tempera-
ture, humidity and soil conditions or preceding crops for a
proper study. Nevertheless, these requirements usually can-
not be fulfilled for market-orientated supply studies or sur-
veys. Schneweis ef al. [22] conducted a field trial with win-
ter wheat under the same environmental influences and
concluded that DON and ZEA concentrations were in fact
higher in conventionally than in organically produced

© 2007 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

wheat. Thus, a direct relation between the agricultural prac-
tice and the concentration of certain Fusarium toxins could
be shown.

In general, an intensive tilling, the compliance with spe-
cial crop rotations and a less closely sowing as basic princi-
ples of organic agriculture practices could be regarded as
reasons for lower fungi and mycotoxin burden. Further-
more, it has been observed that the non-application of
insecticides and fungicides in organic production did not
lead to higher mycotoxin contamination rates or concentra-
tions in foodstuffs [30]. The use of synthetic nitrogen fertil-
izers in conventional agriculture can also be a reason for
higher mycotoxin levels because the increased growth
speed comes along with thinner cell walls of the plant,
which facilitates a mold infection [31].

3.4 Dietary intake estimation

The toxicity of T-2 and HT-2 has been evaluated by the Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA)
and by the Scientific Committee on Food of the EC. Both of
them have calculated a tTDI of 0.06 ng/kg body weight for
the sum of T-2 and HT-2 [5, 32]. A problem in performing
dietary exposure assessments is always the lack of suffi-
cient consumption data, particularly for certain sub-popula-
tions like infants or children. This is the consumer group
with the highest risk, because they have an exceptionally
high intake in relation to their body weight. According to
recently published consumption data for children aged 2.5-
years (mean body weight 16.15 kg), the mean consumption
of oat flakes by this subpopulation is quoted with 3.1 g/day
[33]. T-2/HT-2 intake estimates were conducted as follows
for a mean case (average consumption x mean toxin con-
centration) and a bad case scenario (average consumption x
95" percentile value of toxin concentration).
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Mean case scenario: Assuming the consumption of con-
ventionally produced oat flakes with a mean contamination
of 31 ng/kg T-2/HT-2 (Table 2) a total intake of 0.096 pg or
9.9% of the tTDI was calculated. The consumption of
organic oat flakes (6.9 ng/kg) resulted in a total intake of
0.021 pg or 2.2% of the tTDL

Bad case scenario: The consumption of conventionally
produced oat flakes with a 95" percentile contamination of
66 ng/kg T-2/HT-2 (Table 2) led to an intake of 0.205 pg
corresponding to 21% of the tTDI. For organic products
(17 ug/kg) an intake of 0.053 pg or 5.4% of the TDI was
calculated. Consequently, the lower toxin burden of organic
oat flakes resulted in about 25% of the intake by conven-
tional oat flakes. It can be concluded from SCOOP and
JECFA data [4, 32], that oats contribute only to about 15%
to the total daily intake of T-2/HT-2. Wheat, however, which
was shown to have considerably lower type A trichothecene
contamination levels, contributes to more than 60% due to
European consumption habits. Anyway, the contribution of
oats to the daily exposure especially of the subpopulation of
infants and young children should be considered because of
its high contamination levels.

4 Concluding remarks

In this study, statistically significant differences between
organic and conventional farming could be demonstrated
for the first time for specific type A trichothecenes in repre-
sentative oat samples. All samples which exceeded a level
of 50 pg/kg for the sum of T-2 and HT-2 originated from
conventional production. In comparison with T-2 and HT-2
levels found in oats originating from countries in Northern
Europe [34, 35], the contamination levels obtained in this
survey were remarkably lower. These levels, however,
referred to de-hulled oats which differ remarkably from lev-
elsinrawoats [17, 18]. Anyway, T-2 and HT-2 as well as T-2
tetraol were shown to play a major role in the total tricho-
thecene type A burden of oats and oat products. Since mean
levels of T-2 tetraol were found to be even higher than that
of T-2, the occurrence of this type A trichothecene should
be further studied and evaluated.

The authors want to thank the team of the mycotoxin labora-
tories for their unhesitant help and labor in grinding,
homogenization and preparation of the samples. Financial
support by the Bavarian State Ministry of the Environment,
Public  Health and Consumer Protection, project
UGr04040803050.
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A sensitive LC-MS/MS method for the simultaneous determination of type A, B and D trichothecenes in cereals
is presented. The limits of detection ranged between 0.1 and 0.7 ng kg™ for all analytes. The method was applied
to 289 representatively drawn samples of wheat. rye and oat products. Ninety-four percent of the wheat samples
(n=130), 95% of the rye samples (n=~61) and 100% of the oat samples (n=98) were contaminated with the
type A trichothecenes T-2 and HT-2 toxin. Median levels of T-2/HT-2 (sum of the toxins) were 0.91, 0.53 and
8.2ugkg ', respectively. Highest levels were found in wheat bran (24 pgkg "), rve kernels (3.1 pgkg ') and oat
flakes (85pugkg™"). All wheat and rye samples and 75% of the oat samples were contaminated with the type B
trichothecene deoxynivalenol. Median levels of this toxin were 23, 15 and 0.53pgkg™', respectively. Highest
levels were found in wheat bran (1160 pgkg™"), rye kernels (288 ug kg™') and oat flakes (55 pg kg™"). The type B
trichothecene nivalenol was detected in 67% of the wheat samples, in 3% of the rye samples and in 24% of the
oat samples with highest levels in wheat bran (96 ugkg "), rye kernels (1.8 pgkg ") and in oat flakes (17 pgkg "),
respectively. Levels of other type A and B trichothecenes played a minor role, although the rates of
contamination were often high. Neither macrocyclic type D trichothecenes (satratoxin G and H. verrucarin A,
roridin A) nor diacetylverrucarol and verrucarol (tvpe A trichothecenes), were detected in any of the samples.

Keywords: chromatography; LC/MS; trichothecenes; cereals and grain; T-2 toxin; Satratoxin G

Abbreviations: 3-acDON, 3-acetyl-deoxynivalenol; 15-acDON. 15-acetyl-deoxynivalenol; CI13-DON, "*C,.-
deoxynivalenol: C13-T-2, '3C34—T—2 toxin; DAS, 4,15-diacetoxyscirpenol; DacVOL, 4.15-diacetylverrucarol;
DON, deoxynivalenol; EC, European Commission; FX, fusarenon-X: LOD. limit of detection; LOQ, limit of
quantification; MAS, 15-monoacetoxyscirpenol: NEO, neosolaniol; NIV, nivalenol; RA, roridin A; SG,

satratoxin G: SH, satratoxin H; TDI, tolerable daily intake: VA, verrucarin A; VOL, verrucarol

Introduction

Approximately 300-400 secondary fungal metabolites
have been recognized as mycotoxins (Bennett and
Klich 2003). Of these, almost 150 belong to the large
group of trichothecenes. These are cyclic sesquiterpe-
noids characterized by a 12,13-epoxide ring (WHO
1990). Trichothecenes are generally known as cytotoxic
and immunosuppressive mycotoxins. They are mainly
produced by certain species of Fusarium, as well as by
species of the genera Myrothecium, Stachybotrys,
Trichothecium and Trichoderma. Trichothecenes are
divided into four groups according to their chemical
structures (Ueno 1983). Type A trichothecenes are
characterized by an oxygen function different from
a carbonyl group at the C-8 position, while type B
trichothecenes possess a carbonyl function at this
position. Type C trichothecenes have a second epoxide
group at C-7.8 or C-9,10, whereas type D trichothe-
cenes contain a macrocyclic ring between C-4 and

C-15 (Figure ). Fusarium sporotrichioides and
F. langsethiae are the main producers of type A
trichothecenes, such as T-2 and HT-2 toxin, in
European cereals (Torp and Nirenberg 2004, Thrane
et al. 2004). Oats and maize are considered to be most
contaminated with this group of trichothecenes. Type
B trichothecenes, such as deoxynivalenol (DON), are
primarily produced by F. graminearum and F.
culmorwm, which play a major role in maize, wheat
and rye (SCOOP 2003). Various multi-methods for the
determination of these toxins in cereals have been
developed in the past few years (Lagana et al. 2003,
Berthiller et al. 2005, Biselli and Hummert 2005,
Klotzel et al. 2005).

The macrocyclic type D trichothecenes are meta-
bolites of Myrothecium spp. (e.g. roridin A, verrucarin
A) and Stachybotrys spp. (e.g. satratoxin G and H)
(Ueno 1983). While type A and B trichothecenes are
commonly known as contaminants of food and feed, it
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Figure 1. Examples of different structures of trichothecenes:
(1) type A: T-2 toxin; (2) type B: DON: (3) type D: satratoxin
G (Ueno 1983).

is assumed that macrocyclic trichothecenes rarely
occur in these matrices (WHO 1990, Krska et al.
2001). However, these toxins have occasionally been
determined in hay or straw and were identified as
causative agents of stachybotryotoxicosis (Jarvis et al.
1986). a severe disease that primarily affects horses.
Over the past few years, macrocyclic trichothecenes
have attracted more attention as indoor pollutants.
They are suspected to be responsible for several adverse
health effects in humans living or working in
Stachybotrys-affected environments (Johanning et al.
1996, Jarvis et al. 1998, Gottschalk et al. 2008).
Regarding food, there are only a few studies focussing
on these analytes. In 1980, Stack and Eppley (1980) first
described a method for cereal grains with LODs
between 100 and 200 ugkg ', but no naturally con-
taminated samples were analyzed. Recently published
and more sensitive methods for type A, B and D
trichothecenes in foodstuffs (Gentili et al. 2007, Stecher
et al. 2007) included no satratoxins. Furthermore, only
a very small number of samples was analyzed.
Maximum levels for trichothecenes in cereals and
corn currently only exist for DON (Commission
Regulation (EC) No. 1881/2006 and No. 1126/2007).
According to mean intake data provided by a study
from the Scientific Cooperation, the dietary exposure
to T-2 and HT-2 may be critical. Especially in the
group of infants and children, the temporary tolerable

daily intake (tTDI) for the sum of these toxins could be
exceeded by more than five-fold (SCOOP 2003). The
EC thus requested more occurrence data of these
toxins to establish an appropriate maximum level
(Commission Regulation (EC) No. 1881/2000).

A sensitive LC -MS/MS  multi-trichothecene
method was developed in this study. Data regarding
the contamination rates and levels of type A, B and the
(at least in food) rarely studied type D trichothecenes
in representatively drawn wheat, rye and oat samples
are presented. Furthermore, the levels of mycotoxin
contamination are compared and evaluated with
respect to the possible health risks for the consumer.

Materials and methods

Samples

Sampling was performed according to Commission
Regulation (EC) No. 401,/2006. Samples (total n=289)
of wheat products (n = 130), rye products (n=61), and
oat products (n7=98) were collected from grain-milling
factories or from wholesale in Bavaria. Products under
study included kernels, flour, semolina, bran and
flakes. A small number of these samples (n=18) were
oat- (n=13) or wheat-containing (n=75) infant food.
All samples were of German origin from the crop years
2005 and 2006. The grain kernel samples were fully
processed (including cleaning and dehulling steps),
suitable for direct consumption. In addition to these
food grain samples, 17 samples ol oats of feed quality
were included in this study.

Chemicals and reagents

Standards of the type A trichothecenes T-2 toxin,
HT-2 toxin, 4,15-diacetoxyscirpenol, IS5-monoaceto-
xyscirpenol, T-2 triol, T-2 tetraol, neosolaniol,
4,15-diacetylverrucarol, and verrucarol, standards of
the type B trichothecenes deoxynivalenol, nivalenol,
fusarenon-X, 3- and 15-acetyldeoxynivalenol as well
as standards of the type D trichothecenes roridin A
and verrucarin A were purchased from Sigma
(Deisenhofen, Germany). 13-C-Stable isotope stan-
dards for DON and T-2 toxin were from Biopure
(Coring System Diagnostix, Gernsheim, Germany).
Acetonitrile for extraction (HPLC-grade) was pur-
chased from Riedel-de Haén (Deisenhofen, Germany).
Methanol (Riedel-de Haén, Deisenhofen, Germany)
and ammonium formate (Fluka, Deisenhofen, Ger-
many) were used in LC-MS quality. Water was
purified on a Milli-Q water purification system
(Millipore, Schwalbach, Germany).

Standards of the type D trichothecenes satratoxin
G and H were produced in our laboratory. A toxigenic
strain of Stachvbotrys chartarum was cultivated on
rice (Jarvis et al. 1986). After a period of 8 weeks
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at room temperature, cultures were extracted with
acetonitrile/water (84:16, v/v) and the extracts were
cleaned using MycoSep® #226 columns. The purified
extracts were fractionated by semi-preparative HPLC
with MS/MS-detection using a T-fitting to collect
the fractions. A Beckman ultrasphere column (ODS,
150 x 4.6 mm, 5um) and a binary linear gradient of
methanol (pump A) and deionized water (pump B)
was used for separation of the toxins at a flow-rate of
1000 plmin~": 0 min 90% B, 40 min 0% B, 41 min 90%
B, 45min 90% B. The injection volume was 200 pl.
The fractions were evaporated to dryness using a gentle
stream of nitrogen at 40°C. The crystalline residues
were then dissolved and stored in acetonitrile. The
standards were verified and quantified using reference
substances, which were kindly provided by Manfred
Gareis (Max-Rubner Institute, Kulmbach, Germany).

Sample preparation

The complete aggregate samples (between | and 10 kg)
were finely ground and homogenized before analysis.
The sub-samples (20g) were extracted with 80ml
acetonitrile/water (84:16, v/v) by blending at high
speed (10,000rpm, 3min) with an Ultra Turrax
homogenizer (IKA-Labortechnik, Staufen, Germany).
For some infant food samples, the double volume
of extraction solvent was used owing to their high
swelling properties. The extracts were centrifuged
(6000g, 10min) and aliquots of 8 ml were purified
with  MycoSep® columns (#226; Coring System
Diagnostix, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. The MycoSep® method has successfully
been applied by many other working groups (Berthiller
et al. 2005, Biselli and Hummert 2005, Klotzel et al.
2005). As also observed by Stecher et al. (2007), the
commonly used MycoSep® trichothecene column #227
was not suited for type D trichothecenes. Their high
charcoal content led to very low recoveries (data
not shown). A 4-ml aliquot of the extracts was
evaporated to dryness with a gentle stream of nitrogen
at a temperature of 40°C (Barkey, Leopoldshohe,
Germany). For LC-MS/MS analysis the residues were
dissolved in 1 ml of methanol/deionized water (5:95,
v/v) and were filtered through a 0.45 pm PTFE syringe
filter (Supelco, Deisenhofen, Germany).

LC-MS|MS instrumentation and parameters

LC-MS/MS analysis was performed with a high
pressure gradient HPLC apparatus from Shimadzu
(Duisburg, Germany) and a triple quadrupole mass
spectrometer API 4000 from Applied Biosystems
(Darmstadt, Germany). The LC system consisted of an
autosampler (SIL HT-C), two pumps (LC-10ADVP),
a degasser (DGU-14A), and a column oven
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(CTO-10ACVP). A Synergi'™ polar-RP” column,
150 x 2mm, 4pm (Phenomenex. Aschalfenburg,
Germany) was used for the chromatographic sepa-
ration of the analytes. The binary linear gradient
consisted of eluent A (methanol+ 5mmoll~' ammo-
nium formate) and eluent B (deionized water) with a
flow rate of 0.4mlmin~": Omin 95% B, 11 min 95%
B, 22min 35% B, 26min 35% B, 27min 95% B,
35min 95% B. It was not possible to analyze T-2
tetraol and NIV in a single run due to similar
retention times and ionization with different polarities.
T-2 tetraol was determined in a second run with the
following linear gradient: 0 min 70% B, 3min 70% B,
Smin 30% B, 11min 30% B, 11.5min 70% B, 13 min
70% B. The column oven temperature was maintained
at 40°C and the injection volume was 20 pl.

MS experiments were carried out in positive and
negative electrospray ionization (ESI) mode by separ-
ating the method in periods with the proper polarity
(Figure 2). The source temperature was set at 500°C
and the nitrogen pressure of the nebulizer gas (GSI1)
was optimized at 55 psi. The collision gas (CAD gas,
nitrogen) was used in high mode (CAD=9). The
pressure of the curtain gas for T-2 tetraol was set at
25psi, the heating gas at 55psi and the ion spray
voltage at 3000 V. For the other toxins best sensitivity
was achieved with 20 psi, 50psi and 4500V, respec-
tively. In positive ionization mode, all analytes were
measured as adduct ions of ammonium [M + NHy4]™".
The toxins were identified in multiple reaction
monitoring mode (MRM) by two specific fragment
ions of one precursor ion according to Commission
Decision  2002/657/EC. The MRM transitions,
de-clustering potentials (DP), collision energies (CE),
cell exit potentials (CXP) and further parameters
for ecach toxin are shown in Table 1. The value of
the entrance potential (EP) was +10V or —10V for all
analytes depending on their ionization polarity.

Method validation

The method performance parameters were determined
according to DIN 32645 (1994). The trichothecene
stock solution was diluted into 25 concentrations
between 250 and 0.005ngml™". These standard dilu-
tions were measured to determine the linearity of
the method, the correlation as well as the limits of
detection (LODs) and of quantification (LOQs). The
latter were also calculated using the signal-to-noise
(S/N) approach (S/N=3 and S/N=9, respectively).
The repeatability of the method was checked by five-
fold measurements of the toxin standards at two
concentrations (1.0 and 10ngml™").

Recovery experiments were carried out after arti-
ficial contamination of homogenized. blank samples of
wheat flour, rye flour and ground oat flakes on three
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Figure 2. LC-MS/MS chromatogram (separated into five periods) of a multi-trichothecene standard (10 ng ml™") with two mass

transitions per toxin (quantifier and qualifier).

levels (1.0, 10 and 50 pg kg_]) with five replicates each.
The samples were fortified with a trichothecene stan-
dard mixture before extraction.

The accuracy of the method was checked by
participation at an interlaboratory test for DON
(DLA, Ahrensburg, Germany) and intra laboratory
comparisons between the results of LC-MS/MS
and HPLC-FLD (post-column derivatization) meas-
urements according to the method described by
Engelhardt et al. (2006). Comparison measurements
for T-2 and HT-2 in oat flakes were conducted with
another laboratory.

Mycotoxin quantification

Quantification of most of the toxins was done by external
calibration on five levels (0, 1.0, 10, 50, 200 ng ml I)‘ The
B3C-stable isotope standards *C-DON and '"C-T-2
toxin were used for compensation of matrix suppression
effects, which mainly occurred in wheat samples. After
evaporation of the purified extracts, the residues were
dissolved in eluent containing the '*C-standards at a
concentration of 10ngml~". To compensate for matrix
effects which were also observed for NIV and T-2
tetraol, these two toxins were quantified by matrix-
assisted calibration. Therefore, extracts of blank wheat
flour, rye flour and ground oat flakes were used for
the dilution of the toxin standards. Levels of toxins
between the LOD and LOQ were calculated with half
LOQ, at which the S/N values were applied. All results
were corrected by mean recovery rates for each toxin

and matrix referring to the results of the recovery
experiments.

Results

Method performance characteristics

According to DIN 32645, LODs/LOQs between 0.09/
0.29ugkeg ' for DAS and 0.70/2.2pgkg ' for NIV
were calculated. Using the signal-to-noise approach,
these limits were mostly lower (Table 2). The repeat-
ability (n=15) as RSD was between 1.8 and 11% at a
concentration of 1 ngml~". At a level of 10ngml™!, all
RSDs were between 0.5 and 4.4%. The method was
linear between the LODs and 250 pgkg ™' except for
HT-2, VOL and SH (LOD: 200 ugkg™") with corre-
lation coefficients (linear regression) of r=0.9980
(Table 2).

The average recovery obtained with this method
ranged between 60 and 108% for all toxins and
matrices with RSDs between 1.3 and 17%. The
lowest recoveries were observed for NIV and T-2
tetraol (Table 3). The accuracy of the method was
confirmed by participation in an interlaboratory test
for DON and comparison measurements for DON and
T-2/HT-2. The results showed a satisfactory accor-
dance (Table 4). Finally, the results of the validation
measurements were considered to comply with the
requirements of the EC (Commission Regulation (EC)
No. 401/2006).
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Table 1. MRM transitions and MS parameters for type A, B, and D trichothecenes.

Dwell
Analyte MW (g mol ") Precursor ion Product ion DP (V) CE(eV) CXP (V) time (ms)
Type A trichothecenes
T-2 4006 [M +NH,]* 483.9 Quantifier 305.2 [ 19 20 75
Qualifier 215.2 61 25 14 75
BeT-2 490 [M + NH,]* 508.3 Quantifier 229.2 46 25 14 75
Qualifier 322.2 46 19 20 75
HT-2 424 [M+NH4" 4424  Quantifier 263.2 51 17 16 75
Qualifier 215.1 51 19 16 75
T-2 triol 382 [M + NH,]* 400.4 Quantifier 281.2 36 17 20 75
Qualifier 215.1 36 13 I8 75
T-2 tetraol 298 [M +NH,]* 316.2 Quantifier 215.2 36 13 20 150
Qualifier 281.3 36 11 I8 150
DAS 366 [M +NH,]* 384.2 Quantifier 307.3 51 17 10 75
Qualifier 247.1 51 19 24 75
MAS 324 [M +NH,J " 342.2 Quantifier 265.1 41 13 16 125
Qualifier 107.1 41 19 10 125
NEO 382 [M +NH,]" 400.2 Quantifier 305.3 51 17 18 125
Qualifier 245.1 51 25 16 125
DacVOL 350 [M + NH,] " 368.3 Quantifier 291.2 51 13 20 75
Qualifier 249.1 51 21 18 75
VOL 266 [M + NH,]" 284.2 Quantifier 267.2 36 7 16 125
Qualifier 249.3 36 11 24 125
Type B trichothecenes
DON 296 [M—H]™ 2949 Quantifier 265.0 —45 —16 —15 150
Qualifier 138.0 —45 =22 —-11 150
BC.DON 311 [M—H]™ 310.3 Quantifier 144.9 —35 =22 -7 150
Qualifier 279.0 —55 —16 —13 150
3-acDON 338 [M 4+ NH,]*" 356.3 Quantifier 231.1 36 25 16 125
Qualifier 203.0 360 21 22 125
15-acDON 338 [M+NH,]" 356.1 Quantifier 321.1 46 19 28 125
Qualifier 137.2 46 21 14 125
NIV 312 [M +HCOO]™ 357.1  Quantifier 281.0 —50 —18 —13 150
Qualifier 202.8 —50 —24 —11 150
FX 354 [M+NH4" 3721 Quantifier 355.1 41 11 24 125
Qualifier 247.2 41 19 16 125
Type D trichothecenes
SG 544 [M+NHy]" 5623 Quantifier 231.2 51 23 16 75
Qualifier 249.2 51 21 18 75
SH 528 [M + NH,]* 546.5 Quantifier 529.2 36 21 20 75
Qualifier 281.1 36 21 18 75
RA 532 [M+NH,]" 550.5  Quantifier 249.2 56 23 18 175
Qualifier 533.4 56 15 18 175
VA 502 [M +NH,]" 5204 Quantifier 249.1 51 23 18 175
Qualifier 457.3 51 17 14 175

Trichothecene contamination of wheat samples

The samples (n= 130) were analyzed for 18 type A, B
and D trichothecenes. The levels of T-2/HT-2 in all
wheat samples ranged between LOD and 24 pgkg ™'
with a contamination rate of 94% and a median
contamination of 0.91pgkg™'. The 95th percentile
value was 6.4 pugkg™" (Table 5). Hereby, a correlation
between T-2 and HT-2 levels was observed
(+*=0.7995). The levels of HT-2 were about seven-
fold as high as those of T-2 (Figure 3). Compared in
Figure 4, the highest levels were found in wheat bran.
Levels of contamination of the other commodities of
wheat are also listed in Table 5. T-2 tetraol occurred in

53% of all samples with values between LOD and
83ugkg~" in a wheat bran sample. The median level,
however, was only 0.15pgkg™'. Other type A tri-
chothecenes, such as T-2 triol, NEO and DAS, were
detected with lower frequency and in smaller amounts
(Table 5). The rate of contamination with MAS was
92% but the levels were consistently low (median
0.11pgke™', maximum value 5.9pgke™" in wheat
bran). VOL and DacVOL were not detected above
their LODs.

All wheat samples were contaminated with DON
between 0.06 and 1160 pgkg™". The median contam-
ination was 23 pgkg ' with a 95th percentile value of
162 ngke™" (Table 5). Again, the highest value was
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Table 2. Performance parameters of the LC-MS/MS method.

DIN 32645%%* Signal-to-noise®**

Linearil;’* Correlation r RSD (n=5) RSD (n=135) LOD LOQ LOD LOQ
Analyte (ngml ") (calibration points) Ingml ! 10ng ml ! (ngml '] (ngml '] (ngml b (ngml b
Type A trichothecenes
T-2 LOD - 250 0.9998 (15) 1.8% 2.2% 0.20 0.66 0.026 0.078
HT-2 LOD - 200 0.9995 (16) 3.3% 1.6% 0.32 1.1 0.061 0.18
T-2 triol LOD - 250 0.9996 (15) 6.7% 4.4% 0.27 0.92 0.16 0.49
T-2 tetraol  LOD - 250 0.9992 (14) 6.5% 2.9% 0.41 1.4 0.10 0.30
DAS LOD - 250 0.9999 (15) 4.1% 1.8% 0.085 0.29 0.030 0.089
MAS LOD - 250 0.9999 (16) 2.2% 1.3% 0.085 0.29 0.012 0.035
NEO LOD - 250 0.9999 (16) 3.8% 0.5% 0.11 0.35 0.029 0.087
DacVOL LOD - 250 0.9999 (15) 3.1% 1.0% 0.064 0.22 0.017 0.051
VOL LOD - 200 0.9995 (15) 7.6% 0.8% 0.34 1.1 0.27 0.82
Type B trichothecenes
DON LOD - 250 0.9999 (16) 2.8% 1.4% 0.092 0.31 0.038 0.11
3-acDON LOD - 250 0.9996 (15) 8.4% 1.5% 0.28 0.96 0.14 0.42
15-acDON  LOD — 250 0.9999 (16) 4.7% 2.3% 0.14 0.46 0.033 0.10
NIV LOD - 250 0.9980 (10) 1% 1.1% 0.70 2.2 1.2 36
FX LOD - 250 0.9999 (16) 4.8% 1.1% 0.11 0.37 0.12 0.35
Type D trichothecenes
SG LOD - 250 0.9993 (15) 5.3% 1.4% 0.28 0.95 0.038 0.11
SH LOD - 200 0.9993 (15) 9.1% 3.1% 0.38 1.3 0.15 0.46
RA LOD - 250 0.9995 (15) 3.9% 1.7% 0.22 0.74 0.021 0.063
VA LOD - 250 0.9996 (16) 2.5% 0.7% 0.20 0.67 0.044 0.13

Notes: *Calculated using F-test (Mandel); **uncertainty 33.3%: probability of error 1%: n = 1; ***used for quantification: LOD:

SIN=3,LOQ: §/N=0.

Table 3. Average recovery rates of type A, B and D
trichothecenes from wheat flour, rye flour and oat flakes
(fortification levels: 1. 10 and 50 pgkg ": n=3).

Average recovery rate (%)= RSD (%)

Analyte Wheat flour Rye flour Oat flakes
Type A trichothecenes

T-2 108 £2.8 95+6.1 103 4+2.7
HT-2 98 +4.9 93+10 102+3.4
T-2 triol 97+5.0 92+3.7 99+4.8
T-2 tetraol 7378 T5+8.4 60+ 8.4
DAS 106£1.3 101 +£3.6 107+ 2.6
MAS 101+ 1.5 85+54 97+23
NEO 99+5.0 90+6.8 98+3.3
DacVOL 96 +2.8 86+3.6 96+3.6
VOL 101 +5.3 83+8.7 95+ 6.8
Type B trichothecenes

DON 92417 89+11 98 +4.5
3-acDON 104+5.0 96+06.2 99+4.6
15-acDON 98 +6.0 95+6.4 10243.8
NIV 6116 07+11 07+£8.7
FX 87+49 84+9.5 94+4.7
Type D trichothecenes

SG 91 +4.8 83+6.3 98+ 6.1

SH §7+5.3 85+5.8 92+6.0
RA 107+4.2 87+6.9 89412

VA 78+4.9 T6+5.3 81+£9.0

found in bran (Figure 4). However, this was the only
sample to exceed the maximum level set by the EC
(Commission Regulation No. 1881/2006). Sixty-seven
percent of the samples were contaminated with NIV
at a median level of 1.8 pgkg™" and a maximum level
of 96pugkg™" in wheat bran. The 3- and 15-acetyl
metabolites of DON were detected in 52 and 72% of
all wheat samples with median values of only 0.21
and 0.17pgkg ™!, respectively. The highest levels of
15 and 26pgkg "' were also found in wheat bran
(Table 5). 15-acDON levels were about 2% of the
DON levels (Figure 3). No type D trichothecenes were
detected above their LODs between 0.02pugkg™" for
RA and 0.15pgke ™" for SH.

Trichothecene contamination of rye samples

Rye samples (n1=061) were less contaminated with
trichothecenes, even though the rates of contamination
hardly differed from those of wheat. The median level of
T-2/HT-2 in all rye samples was 0.53 pg kg™ ' with a the
95th percentile value of 1.8 ugkg™'. The rate of con-
tamination was 95% (Table 6) and a maximum level of
3.1 pg kg~ was measured in rye flour (Figure 4). Higher
levels (median 2.0pgkg™" and 95th percentile value
6.4pgkg ') were observed for T-2 tetraol, with a rate of
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Table 4. Trueness assessment of the method by interlaboratory tests and comparison measurements for T-2, HT-2 and DON.

Results with this

LC-MS/MS

Laboratory/method Material Analyte Results method Accuracy

Interlaboratory test (DLA Cereals for DON 257 — 555pgkg ! 324 pgkg ! Z-score =—1.1
Ahrensburg, Germany: animal feed (X=405pgkg ")

28 participating (DLA-05/2007)
laboratories)

Comparison measurement Oat flakes (1) T-2 20ngke 18ugkg ! 90%
(Chair of Food Chemistry, HT-2 S0ugkg ! 49pgkg ! 98%,
Technische Universitaet Oat flakes (2) T-2 20pugkg ! 17pgke ! 85%
Muenchen, Germany; HT-2 45ugkg! 44pgkg ! 98%
stable isotope dilution
assay — LC-MS/MS)

Comparison measurement Wheat flour DON 106 pg ke ! [13pgkg ! 107 %
(Bavarian Health and Whole wheat flour DON 130 pgke ! 121 pgkg ! 93%
Food Safety Authority, Wheat kernels DON 158 ugkg ! 149 ng kg ' 94%
Oberschleiffheim, Wheat bran (1) DON 294pgkg ! 325ugkg ! 111%
Germany; HPLC-FLD) Wheat bran (2) DON 1087 pg kg ' 1069 pg kg ! 98%

Table 5. Rates and levels of contamination of different commodities of wheat with the most relevant trichothecenes. All samples
(n=130), wheat flour (n=139). whole wheat flour (#=11), wheat kernels (n=52), semolina (n= 13), wheat bran (n=10) and
wheat-containing infant food (n=35).

Contamination Mean Median 95th percentile Maximum
Analyte Commodity rate (%) (ngkg ") (ngkg ") (ngkg ") value (ngkg )
T-2 All wheat samples 85 0.21 0.09 0.91 1.9
Wheat flour 85 0.09 0.04 0.17 1.2
Whole wheat flour 100 0.16 0.15 0.25 0.25
Wheat kernels 94 0.27 0.17 0.76 1.1
Semolina 39 0.02 <LOD 0.06 0.08
Wheat bran 100 0.84 0.60 1.8 1.9
Infant food 40 0.04 <LOD 0.13 0.15
HT-2 All wheat samples 94 1.6 0.84 5.6 22
Wheat flour 97 0.65 0.32 0.92 11
Whole wheat flour 100 1.4 1.6 2.1 22
Wheat kernels 100 1.9 1.4 4.4 5.8
Semolina 54 0.13 0.09 0.45 0.67
Wheat bran 100 7.1 6.7 17 22
Infant food 80 0.55 0.32 1.2 1.3
T-2+HT-2 All wheat samples 94 1.8 0.91 6.4 24
Wheat flour 97 0.74 0.34 1.1 12
Whole wheat flour 100 1.6 1.8 2.4 2.4
Wheat kernels 100 22 1.9 5.2 6.8
Semolina 54 0.15 0.09 0.50 0.74
Wheat bran 100 79 7.6 19 24
Infant food 80 0.59 0.36 1.3 1.3
T-2 triol All wheat samples 18 0.08 <LOD 0.25 1.4
Wheat flour 2.6 0.03 <LOD <LOD 1.4
Whole wheat flour 9.1 0.02 =<LOD 0.12 0.25
Wheat kernels 28 0.07 <LOD 0.25 0.25
Semolina n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Wheat bran 78 0.55 0.52 1.2 1.3
Infant food n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD

(continued)
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Table 5. Continued.

Contamination Mean Median 95th percentile Maximum
Analyte Commodity rate (%) (ngke ]) (ngke '] (pgke ]) value (g kg ])
T-2 tetraol All wheat samples 53 2.6 0.15 8.0 83
Wheat flour 21 0.78 <LOD 1.4 25
Whole wheat flour 73 1.5 1.7 3.2 34
Wheat kernels 79 2.7 1.8 8.0 10
Semolina 7.7 0.04 <LOD 0.19 (.46
Wheat bran 100 17 4.2 05 83
Infant food 20 0.03 <LOD 0.12 0.15
DAS All wheat samples 3.1 0.01 <LOD <LOD 0.25
Wheat flour 2.6 0.01 <LOD <LOD 0.25
Whole wheat flour n.d. =LOD = LOD =LOD =< LOD
Wheat kernels 1.9 <LOD <LOD <LOD 0.25
Semolina n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Wheat bran 22 0.05 <LOD 0.25 0.25
Infant food n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
MAS All wheat samples 92 0.30 0.11 0.88 5.9
Wheat flour 92 0.11 0.06 0.19 1.6
Whole wheat flour 100 0.55 0.51 1.3 1.4
Wheat kernels 98 0.27 0.21 0.67 0.86
Semolina 02 0.02 0.02 0.05 0.06
Wheat bran 100 1.6 0.83 4.9 5.9
Infant food 80 0.04 0.02 0.11 0.12
NEO All wheat samples 24 0.02 <LOD 0.11 0.40
Wheat flour 2.6 <LOD <LOD <LOD 0.17
Whole wheat flour 9.1 <LOD <LOD 0.02 0.04
Wheat kernels 40 0.03 <LOD 0.12 0.15
Semolina n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Wheat bran 89 0.10 0.04 0.33 0.40
Infant food n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
DON All wheat samples 100 57 23 162 1163
Wheat flour 100 45 25 110 613
Whole wheat flour 100 39 13 116 131
Wheat kernels 100 49 27 154 235
Semolina 100 39 17 140 172
Wheat bran 100 225 64 839 1163
Infant food 100 12 9.9 22 24
3-acDON All wheat samples 52 0.57 0.21 24 15
Wheat flour 38 0.29 <LOD 0.77 5.2
Whole wheat flour 64 0.44 0.21 1.5 1.8
Wheat kernels 68 0.68 0.47 2.7 38
Semolina 15 0.05 <LOD 0.31 0.47
Wheat bran 67 2.2 0.21 10 15
Infant food 20 0.30 <LOD 1.2 1.5
15-acDON All wheat samples 72 0.90 0.17 3.5 26
Wheat flour 85 0.42 0.11 0.82 8.8
Whole wheat flour 64 0.60 0.33 1.8 2.1
Wheat kernels 72 1.0 0.46 4.5 6.1
Semolina 46 0.10 <LOD 0.51 0.70
Wheat bran 78 3.8 0.96 17 26
Infant food 60 0.69 0.12 2.6 32
NIV All wheat samples 67 6.8 1.8 24 96
Wheat flour 56 4.3 1.8 12 77
Whole wheat flour 9] 13 9.5 41 62
Wheat kernels 77 5.7 1.8 19 31
Semolina 3l 34 <LOD 17 35
Wheat bran 89 23 14 68 96
Infant food 40 2.1 <LOD 7.4 8.8
FX All wheat samples 5.4 0.02 =LOD 0.10 0.93
Wheat flour n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Whole wheat flour n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Wheat kernels 11 0.04 <LOD 0.18 0.93
Semolina 7.7 0.01 <LOD 0.07 0.18
Wheat bran n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Infant food n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD

Note: n.d. =not detectable.
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contamination of 79% and a maximum level of However, all samples were contaminated with
8.1ugkg ' in rye kernels (Table 6). DAS, VOL and DON. The median contamination with this toxin
DacVOL were not detected and the levels of MAS and was 15pgkg™! and the 95th percentile value was
NEO were very low. Due to the low T-2 and HT-2 levels, 92 ugkg™". The highest value of 288 pgkg ™' was found

the correlation between these two toxins was less evident in rye kernels (Table 6). 3-acDON and 15-acDON were
than in wheat or oats (Figure 3). detected with mean levels of lower than 1pgkg™' in
25 1 3 70
Oat y = 1.9503x + 2.1978
Wheat . Ftye . 60 - ats H2= 0.8815
20 1 y = 7.3125x + 0.0777 . .
15 R?= 0.7995
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Figure 3. Correlation between T-2 and HT-2 levels (above) and DON and 15-acDON levels (below) in wheat samples (n= 130),
rye samples (n=61) and oat samples (n=98).
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Figure 4. Comparison of contamination levels of T-2/HT-2 and DON in different food commodities of wheat, rye and oats.
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Table 6. Rates and levels of contamination of different commodities of rve with the most relevant trichothecenes. All samples
(n=61), rye flour (n=15). whole rye flour (n=9), rve kernels (n=37).

Contamination Mean Median 95th percentile Maximum
Analyte Commodity rate (%) (ngkg " (ngkg " (ugkg ) value (ugkg ')
T-2 All samples 87 0.13 0.11 0.30 0.77
Rye flour 100 0.16 0.13 0.33 0.42
Whole rye flour 100 0.22 0.18 0.59 0.77
Rye kernels 78 0.10 0.04 (.29 0.30
HT-2 All samples 93 0.56 0.42 1.5 2.6
Rye flour 100 0.73 0.45 1.8 2.6
Whole rye flour 100 0.76 0.54 1.8 2.2
Rye kernels 89 0.45 0.36 1.1 1.5
T-2+HT-2 All samples 95 0.69 0.53 1.8 3.1
Rye flour 100 0.89 0.57 2.1 3.1
Whole rye flour 100 1.0 0.74 24 3.0
Rye kernels 92 0.55 0.51 1.4 1.8
T-2 triol All samples 4.7 0.01 <LOD <LOD 0.25
Rye flour 6.3 0.02 <LOD 0.06 0.25
Whole rye flour 13 0.03 <LOD 0.16 0.25
Rye kernels 2.9 0.01 <LOD <LOD 0.25
T-2 tetraol All samples 79 2.3 2.0 6.4 8.1
Rye flour 88 2.5 23 6.3 6.4
Whole rye flour 50 2.1 0.68 6.8 7.4
Rye kernels 81 2.3 1.9 6.4 8.1
DAS All samples n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Rye flour n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Whole rye flour n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Rye kernels n.d. =LOD =LOD =<LOD =< LOD
MAS All samples 87 0.05 0.02 0.15 0.31
Rye flour 94 0.05 0.03 0.14 0.20
Whole rye flour 88 0.07 0.02 0.24 0.31
Rye kernels 84 0.04 0.02 0.13 0.18
NEO All samples 15 0.01 <LOD 0.04 0.10
Rye flour 19 0.01 <LOD 0.04 0.04
Whole rye lour 38 0.02 =LOD 0.08 0.10
Rye kernels 8.1 <LOD <LOD 0.04 0.04
DON All samples 100 28 15 92 288
Ryve flour 100 26 23 46 64
Whole rye flour 100 32 6.5 105 112
Rye kernels 100 28 14 79 288
3-acDON All samples 59 0.39 0.21 1.6 5.0
Rye flour 63 0.19 0.21 0.54 0.63
Whole rye flour 50 0.49 0.11 2.0 2.4
Rye kernels 59 0.45 0.21 1.6 5.0
15-acDON All samples 80 0.73 0.35 2.6 8.0
Rye flour 100 0.43 0.37 0.86 0.99
Whole rye flour 63 0.88 0.20 3.5 4.3
Rye kernels 76 0.84 0.35 2.9 8.6
NIV All samples 33 0.06 <LOD <LOD 1.8
Rye flour n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Whole rye flour n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Rye kernels 54 0.10 =LOD 0.36 1.8
FX All samples 1.6 0.01 <LOD <LOD 0.18
Rye flour n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Whole rye flour n.d. <LOD <LOD <LOD <LOD
Rye kernels 2.7 <LOD <LOD <LOD 0.18
Note: n.d. =not detectable.
59 and 80% of the samples. It could be observed that Trichothecene contamination of oat samples
the amounts of DON were about 30 times as high as All oat samples (n=98) were contaminated with
the levels of 15-acDON (Figure 3). NIV and FX levels T-2/HT-2 between 0.04 and 85pgkg™" (Table 7). The
were almost all below the LOD. No type D trichothe- median and 95th percentile value were 8.2 and

cenes were detected. S0pgkg™!. The highest levels were measured in fine
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Table 7. Rates and levels of contamination of different commodities of oats with the most relevant trichothecenes. All samples
(n=98), fine oat flakes (n=31), oat flakes (n = 23), oat kernels (n = 19), oat bran (n= 12) and oat-containing infant food (n=13).

Contamination Mean Median 95th percentile Maximum value
Analyte Commodity rate (%) (ugke M (ugkg H (ngkg H (ugkg
T-2 All samples 100 4.2 22 15 34
Fine oat flakes 100 6.7 3.6 20 34
Oat flakes 100 3.8 1.8 11 17
Oat kernels 100 25 1.5 7.3 12
Oat bran 100 4.0 3.1 9.2 11
Infant food 100 1.8 1.3 4.7 5.6
HT-2 All samples 99 10 6.0 35 51
Fine oat flakes 100 14 8.3 44 51
Oat flakes 100 9.6 5.4 24 48
Oat kernels 100 7.6 4.4 18 34
Oat bran 100 11 8.5 25 32
Infant food 92 6.1 4.7 15 19
T-2 + HT-2 All samples 100 15 82 50 85
Fine oat flakes 100 21 12 63 85
Oat flakes 100 13 7.2 33 65
Oat kernels 100 10 6.0 25 46
Oat bran 100 15 12 34 43
Infant food 100 7.9 6.0 20 23
T-2 triol All samples 60 0.43 0.25 1.5 2.7
Fine oat flakes 74 0.60 0.55 1.5 2.7
Oat flakes 52 0.39 0.25 1.4 1.5
Oat kernels 53 0.33 0.25 1.2 1.5
Oat bran 58 0.38 0.25 1.2 1.5
Infant food 54 0.26 0.25 0.85 1.3
T-2 tetraol All samples 90 9.7 6.4 25 85
Fine oat flakes 94 11 9.5 22 34
Oat flakes 87 7.7 5.2 26 27
Oat kernels 95 8.4 5.3 24 24
Oat bran 100 11 10 26 26
Infant food 69 12 3.0 44 85
DAS All samples 60 0.05 0.04 0.17 0.38
Fine oat flakes 71 0.08 0.04 0.19 0.38
Oat flakes 05 0.04 0.04 0.12 0.17
Oat kernels 47 0.04 <LOD 0.17 0.25
Oat bran 75 0.04 0.04 0.08 0.12
Infant food 31 0.03 <LOD 0.12 0.25
MAS All samples 95 0.09 0.07 0.23 0.66
Fine oat flakes 97 0.59 0.28 1.9 2.7
Oat flakes 91 0.06 0.06 0.12 0.18
Oat kernels 89 0.09 0.05 0.25 0.27
Oat bran 100 0.08 0.06 0.16 0.17
Infant food 92 0.07 0.06 0.20 0.21
NEO All samples 92 0.37 0.22 1.4 2.7
Fine oat flakes 97 0.59 0.28 1.9 2.7
Oat flakes 96 0.33 0.14 1.1 1.4
Oat kernels 79 0.22 0.13 (.64 0.9
Oat bran 100 0.30 0.26 0.62 0.81
Infant food 85 0.16 0.09 0.47 0.51
DON All samples 74 28 0.53 11 55
Fine oat flakes 87 43 1.2 18 55
Oat flakes 70 2.6 0.30 8.9 39
Oat kernels 84 2.9 1.1 11 30
Oat bran 58 0.67 0.18 2.6 4.2
Infant food 54 1.1 0.17 4.7 6.5
3-acDON All samples 28 0.43 <LOD 2.1 8.2
Fine oat flakes 48 0.97 <LOD 5.8 8.2
Oat flakes 13 0.27 <LOD 1.9 3.6
Oat kernels 16 0.19 <LOD 1.4 1.9
Oat bran 25 0.12 <LOD 0.58 0.75
Infant food 23 0.09 <LOD 0.44 0.78

(continued )
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Table 7. Continued.

Contamination Mean Median 95th percentile Maximum value
Analyte Commodity rate (%) (ngkg (ngkg " (ngkg (ngkg
15-acDON All samples 28 0.11 =<LOD 0.63 1.4
Fine oat flakes 32 0.13 <LOD 0.77 1.3
Oat flakes 8.7 0.03 <LOD 0.04 0.58
Oat kernels 42 0.13 <LOD 0.62 0.75
Oat bran 25 0.08 <LOD 0.35 0.38
Infant food 31 0.20 <LOD 0.88 1.4
NIV All samples 24 0.96 <LOD 6.1 17
Fine oat flakes 39 2.0 =<LOD 7.7 17
Oat flakes 17 0.31 <LOD 1.8 1.8
Oat kernels 26 1.1 <LOD 6.4 8.7
Oat bran 17 0.30 <LOD 1.8 1.8
Infant food 7.7 0.14 <LOD 0.72 1.8
FX All samples 6.1 0.02 <LOD 0.18 0.53
Fine oat flakes 0.4 0.01 <LOD 0.09 0.18
Oat flakes 8.7 0.04 =LOD 0.41 0.53
Oat kernels 5.3 0.01 <LOD 0.02 0.18
Oat bran n.d. =LOD <LOD <LOD <LOD
Infant food 1.7 0.01 <LOD 0.07 0.18

Note: n.d. = not detectable.

oat flakes (Figure 4). All five samples (5.1%) which
exceeded a level of 50 ugkg ™' for the sum of T-2/HT-2
were part of this commodity. The T-2 levels in oats
were about half the levels of HT-2 (Figure 3). Within
the group of type A trichothecenes, T-2 tetraol also
played a major role (rate of contamination 90%).
The median level was 6.4pugkg ' (95th percentile
value: 25ugkg™"). The highest value of 85pgkg™’
was measured in a baby food sample (Table 7). For T-2
triol, NEO, DAS and MAS, levels of at most
2. 7ugkg ! were determined. VOL and DacVOL were
not detected in any sample.

The contamination rate of DON was 74% of all
oat samples. The median value was 0.53pugkg ' and
the 95th percentile 11 pugkg™'. A maximum value of
55ug kg was determined in fine oat flakes (Table 7).
DON levels of different commodities of oats are
compared in Figure 4. 3-acDON and 15-acDON
were measured each with a rate of contamination of
28% in all oat samples and with maximum levels of
8.2 and l.4pgkg '. These levels were too low to
observe a good correlation with DON (Figure 3). NIV
occurred in 24% of the oat samples with a maximum
level of 17pgkg ™' found in fine oat flakes (Table 7).
The highest contamination with FX (6.1% positive
samples) was below 1.0pugkg ' Again, no type D
trichothecenes were detected.

Trichothecene contamination of infant food

In 100% of the oat-containing baby food samples
(n=13) and in 80% of the wheat-containing samples
(n=135), T-2/HT-2 was detected. The median values
were 6.0 and 0.36ugkg '. respectively (Figure 4).

The highest value of 23 ugkg™" was found in an oat
porridge powder which was concurrently contaminated
with 85pug kg ' T-2 tetraol (Table 7). Otherwise, the
levels of T-2 tetraol were low just like those of the other
analytes. In Figure 4, the DON levels of oat and wheat-
containing infant food are also compared to the other
food commodities. DON was detected in 54 and 100%
of these samples with median values of 0.17 and
9.9pugkg " (Table 5). The highest level of 24 pgkg '
was detected in a semolina powder (Table 5). 3-acDON
and 15-acDON were detected with levels below
3.2pgkg™". Three samples contained NIV with max-
imal 8.8 pgkg_1 (Table 5) and only one sample FX
(0.18 ug kg '; Table 7).

Trichothecene contamination of feed oats

Oats of feed quality (n=17) were contaminated at a
much higher level with type A and B trichothecenes
due to the fact that the samples were husked oat
kernels. The toxin levels are usually reduced about
90% by de-husking the grains (Scudamore et al
2007). Maximum values of 531 pgkg ' T-2/HT-2
and 654pgkg ' T-2 tetraol in the same sample were
measured. The median/95th percentile values were
162/356 ugkg™"  and  146/331 pgkeg™", respectively
(rates of contamination 100%). T-2 tetraol again
contributed considerably to the total type A trichothe-
cene burden. All samples contained DAS (median/95th
percentile value: 0.61/32pgkg™"), MAS (1.6/
6.3pgke™"). and NEO (4.7/17pgkg™"). For NEO,
comparatively high values up to 28ugkg™' were
determined. Thereby, a strong correlation was
also observed between the levels of T-2 and NEO.
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In this matrix, the levels were high enough to not
be influenced by the LOQ of the method. The NEO
level was about 15% of the one of T-2 (r*=0.9496).
No VOL or DacVOL were measured.

All samples were concurrently contaminated with
DON (median/95th percentile value: 58/678 pgkg™")
and NIV (57/189ugkg™"). Two samples had excep-
tionally high levels of 2400 and 490pugkg ', res-
pectively. The contamination rates of 3-acDON,
15-acDON and FX were 53, 24 and 29%. respectively.
The levels of 3-acDON (median/95th percentile value:
0.76/32 ugkg "), 15-acDON (<LOD/3.8 pgkg™ "), and
FX (<LOD/3.4 ugkg™") were still low, although they
remarkably differed from those of the food samples.
Only the sample with the highest DON-contamination
contained a mentionable amount of 99pugkg ' of
3-acDON. However, no type D trichothecenes were
detected.

Discussion
Type A trichothecenes

Oats and oat products had the highest levels of
contamination with type A trichothecenes (Table 7).
However, the comparatively low contamination of
wheat should not be disregarded owing to its much
higher intake. In SCOOP task 3.2.10 (2003), wheat
was identified as the predominant source of T-2/HT-2,
but also of DON and NIV intake. As reported in the
SCOOP study, oat samples were most frequently
contaminated with HT-2 (rate of contamination
41%). followed by maize (24%), rye (17%), and
wheat (12%). The highest contamination rate with
T-2 (28%) was found in maize (oats 16%, wheat and
rye 21%, each). In this project, however, 100% of
the oat samples. 94% of the wheat samples and 95%
of the rye samples contained T-2/HT-2, which can be
traced back to the much lower detection limits of
this method. Thus, also the rates of contamination of
T-2 triol, DAS, MAS and NEO were much higher
(Tables 5-7) in this study. However, the concentrations
of these analytes were all below the LODs of the
methods applied in the SCOOP study (2003), where
only 1-6% of the samples were positive for these
analytes. The LODs for type A trichothecenes in
wheat, rye or oats were between 2 and 20 ugkg ' in
dependence of the analyte and the contributing
laboratory. Like in this study, VOL was not detected,
but no samples were analyzed for T-2 tetraol or
DacVOL. However, data on the occurrence of T-2
tetraol were provided by Klotzel et al. (2005) and
Schollenberger et al. (2006). Both reported high levels
of this analyte in oats, which were even higher than
T-2 or HT-2, also supporting our results.

In comparison to the concentrations of type A
trichothecenes found in this study, the levels reported
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in SCOOP (2003) were much higher. T-2 levels of
wheat were between 2 and 160pgkg™', HT-2 levels
between 3 and 50pgkg™". In rve, T-2 values ranged
between 10 and 190 pgkg™". HT-2 values of between
10 and 70 ngkg ™' were determined. T-2 levels in oats
ranged between 10 and 550 pgkg™" and HT-2 levels
between 10 and 1150pgkg™' (SCOOP 2003). The
values of the few T-2 triol, DAS, MAS and NEO
positive samples were between 30 and SOpgkg™!
These higher levels may be a result of differing origins
or crop years. It also has to be considered that the
samples analyzed here were all at least cleaned and
de-hulled cereals intended for human consumption.
It has been shown that raw cereal kernels contain a
10-fold higher toxin amount than de-hulled kernels
(Scudamore et al. 2007). Furthermore, Northern
European countries contributed results to the
SCOOP study where usually the highest T-2/HT-2
levels are determined (Langseth and Rundberget 1999,
Pettersson and Boérjesson 2006).

The correlations between T-2 and HT-2 in the
different cereal types gave interesting results, While in
wheat the level of HT-2 was about seven-fold as high
as the T-2 level, HT-2 levels in oats were only about
twice as high as those of T-2. The contamination levels
of rye were however too low to be able to make proper
comparisons (Figure 3). These different levels may
be due to the ability of the plant to metabolize T-2
to HT-2, which has been described for species of
Baccharis (Mirocha et al. 1988). The synthesis of
deacetylases may be plant-specific. In this context, also
deacetylases originating from bacteria of the plant can
play a role in metabolizing processes (Beeton and Bull
1989, Ueno et al. 1983). Differences in the correlations
between T-2 and HT-2 levels may be due to differing
bacterial flora of each plant. However, it is ques-
tionable whether these processes could lead to such
considerable correlations. It seems more likely that the
different cereal types are infected by different Fusarium
species or strains which possess characteristic meta-
bolite production abilities.

Nonetheless, oat products had the highest levels
of contamination with T-2/HT-2 as well as T-2 tetraol.
It should be noticed that the predominantly consumed
oat products, fine oat flakes, were the food commodity
with the highest levels (Figure 4). Especially infants
and children have a high intake of these products by
the consumption of muesli (see also ““Dietary intake
estimation™). This should be of concern to official food
control authorities and for future legislation.

Type B trichothecenes

All wheat and rye samples were contaminated
with DON, while 74% of the oat samples contained
this analyte. The mean contamination level of rve
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(2% pugke ") was about half the level of wheat
(57pgkg ). while the mean DON burden of oats
was comparably low (2.8 pgkg™'; Tables 5-7). In the
SCOOP study (2003), DON was detected in only 61%
of the wheat samples (mean level of all contributing
countries: 205ugkg™"), in 41% of the rye samples
(42pgkeg™) and in 33% of the oat samples
(95pugkg™"). The rates of contamination as well as
the toxin levels were influenced by the LODs of
the different methods applied in the SCOOP study
(2.0-220 pgkg™"). In wheat, the levels of DON ranged
between 2.0 and 50,000 ugkg™". between 2.0 and
595ugkg™" in rye, and between 2.0 and 5004 pgkg ™'
in oats. Engelhardt et al. (2006) reported mean DON
levels in wheat of 138 ugkg™'. Mean levels in wheat
and oats reported by Biselli and Hummert (2005) were
230 and 250 ugkg~!. Similar results were shown by
Schollenberger et al. (2002). The levels found in this
study were much lower, which may be a result of the
same reasons discussed above (Scudamore et al. 2007).

In the SCOOP study (2003), only 8.0% of the
wheat samples, less than 1.0% of the rye samples and
6.0% of the oat samples contained 3-acDON, but
at least 20% of all samples 15-acDON. Much higher
rates of contamination were determined in this study
(Tables 5-7). It was shown that the levels of the acetyl
metabolites of DON were only about 2-3% as high as
the DON-levels of wheat and rye. Due to the low DON
levels in oats, no correlation could be observed in this
maltrix (Figure 3). Basically, the 15-acDON levels were
higher than those of 3-acDON. This resulted in more
positive samples which exceeded the LOD. These
results are in accordance with Klotzel et al. (2005).

For NIV, rates of contamination of 14% of
wheat (values between 2.0 and 440 pgkg™'), 5.0% of
rye (values between 2.0 and 48pugkg™), and 21%
of oats (values between 2.0 and 1860 pgkg™") were
reported in SCOOP data (2003). In spite of the more
sensitive method applied here, the contamination rates
of rye and oats from SCOOP data were similar to our
results (Tables 5-7). However, 67% of the wheat
samples were found to be NIV-positive, but with much
lower contamination levels as a result of the above
mentioned reasons.

The rates and levels of contamination with FX
were extremely low in this study (Tables 5-7).
Schollenberger et al. (1999, 2002) and Klotzel et al.
(2005) also reported no positive cereal-based food
samples, wheat or oat samples (LODs: 6 and
1.3ugkg™"). However, 10% of the wheat samples from
SCOOP contained FX between 3.3 and 50 ugkg '

Type D trichothecenes

To our knowledge, this was the first measurement of
type D trichothecenes in a multitude of representative

cereal food samples (17 =289) since 1980, when a much
less sensitive method was applied (Stack and Eppley
1980). Thus, it was necessary to develop a sensitive
LC-MS/MS method to provide more up-to-date
occurrence data. No samples contained satratoxin G
or H, roridin A or verrucarin A above their LODs.
Actually, it can be concluded that Stachyvbotrys spp.
and Myrothecium spp. metabolites did not represent
a risk to food security, at least as regarding wheat,
rye and oat products. The number of horse feed
samples (raw oats, n=17) was too low to draw proper
conclusions, but no sample contained macrocyclic
trichothecenes. However, results of Kluwe (2006)
revealed that stachybotryotoxicosis stull 15 a risk in
horse feeding. At least 20% of 100 hay and straw
samples contained Stachybotrys spp. Altogether,
32 strains have been isolated and were tested for
their toxinogenicity. More than 35% of these strains
possessed the tri5-gene and actually produced sat-
ratoxin G and H as examined by LC-MS/MS
(Kluwe 2006).

Estimation of dietary intake

The toxicity of DON, NIV, and T-2/HT-2 was
evaluated by the Scientific Committee on Food
(SCF) in a set of opinions (SCF 1999-2002). In a
group evaluation of these four analytes, the Committee
concluded that combined or synergistic effects were
not probable, although currently available data on
this matter was limited. Hence, the Committee con-
firmed the single TDI-values or temporary TDI-values
(t-TDI) for each toxin as follows:

e DON: TDI=Ipgkg " body weight (bw)
day™';

e NIV: t-TDI=0.7pgkg ™" bw day™;

e T-2/HT-2: t-TDI=0.06 pgkg "' bw day~".

In the following, intake estimations for DON, NIV and
T-2/HT-2 were conducted for vyoung children
and infants. These are the consumer groups with the
highest risk, as they have an exceptionally high intake
in relation to their body weight. Hereby, data on the
average consumption of wheat flour, rye flour, oat
flakes and oat-containing baby food were used
(Table 8). The average body weight of 9-month-old
infants and 2-5-year-old children were quoted with
8.95kg and 16.15kg (Kersting et al. 1998, Banasiak
et al. 2005). The calculations were conducted for a
mean case scenario (average consumption x median
toxin concentration) and a bad case scenario (average
consumption x 95th percentile value of toxin concen-
tration). The corresponding levels of contamination
can be gleaned from Tables 5-7.

The daily toxin intake by average consumption
of selected food commodities and the percentage of
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Table 8. Estimated intake of DON, NIV and T-2/HT-2 by average consumption of selected food commodities by 2-5-year-old

children* and 9-month-old infants.**

Estimated toxin intake (ngday ') [% TDI]

DON NIV

T-2/HT-2

Average consumption

Commuodity (gday h Mean case  Bad case  Mean case Bad case Mean case Bad case
Wheat flour 65.2% 1630 [10] 7172 [44] 117 [1.0]  782[6.9]  22[2.3]  72[74]
Rye flour 12.3* 283 [1.8] 566 [3.5] 0[0] 010] 7.000.72]  261[2.7]
Fine oat flakes 30 3.7 [0.02] 56 [0.35] 0[0] 2410211 37[3.8] 195 [20]

Oat-containing infant food 30, 1% 5.1[0.06]) 141 [1.6] 0[0] 22 [0.35] 181 [34] 602 [112]

Notes: *Banasiak et al. 2005; **Kersting et al. 1998,

the corresponding TDI values is shown in Table 8.
In the SCOOP study (2003), wheat was identified as
the major source of T-2/HT-2 as well as DON and NIV
intake. As expected, this was re-confirmed at least with
regard to DON and NIV. However, the consumption
of oat flakes was shown to play a major role in T-2/
HT-2 exposure in this study. The contribution of rye,
however, seemed to be negligible. Assuming the mean
case scenario, the total T-2/HT-2 intake by the daily
ingestion of wheat and rye flour as well as oat flakes
barely corresponded to 10% of the t-TDI, whereas the
intake by baby food was more than 30% of the t-TDI
(Table 8). It must be pointed out that the number of
baby food samples examined in this study was too
small to justify proper conclusions. However, the T-2/
HT-2 levels of oat-containing baby food (n=13)
indicated a possible exceedance of the t-TDI in the
sub-population of infants giving cause for further
study. Furthermore, it should be mentioned that not
only T-2/HT-2 primarily accounted for the total type A
trichothecene burden but also T-2 tetraol, although
this analyte possesses a lower toxicity.

The intake of DON mostly depended on the
consumption of wheat. In spite of its high consump-
tion, the contribution to the TDI was only 10%
assuming the median contamination level. In the bad
case scenario, the DON intake amounted to 44% of
the TDI (Table 8). The total DON intake by the daily
consumed wheat, rye and oat commodities was slightly
increased by the contamination of rye flour, while
oat flakes as a source for DON-intake were negligible.
The contamination of baby food was considerably
lower, which resulted in a very low exposure even
assuming the bad case scenario.

The exposure to NIV played a minor role after
consumption of the cereals examined in this study. Even
in the worse-case scenario, only about 7% of the t-TDI
for NIV were reached. Rye, oats, and baby food did not
or hardly contributed to a NIV-exposure (Table 8).

In conclusion, the risk of exceeding the TDI values
could be regarded as low with respect to average
consumption and toxin concentrations, in comparison

with data of the SCOOP report (2003). Therein, the
percentage of the TDI by the DON intake of infants
ranged between 11 and 96% and between 27 and 560%
for the T-2/HT-2 intake, subject to the calculations of
the contributing countries. However, infants repre-
sented the sub-population with the highest risk to
exceed the t-TDI of T-2/HT-2 also in this study. Thus,
the setting of a maximum level may be appropriate
particularly for baby food or special commodities like
oat flakes. It should be noted that wheat, for example,
did not contain only DON but also T-2/HT-2 and that
the simultaneous occurrence of these toxins leads to a
higher total mycotoxin ingestion. Hence, the consider-
ation of a group-TDI for trichothecenes may be useful
for a proper risk assessment (Pronk et al. 2002).
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Determination of macrocyclic trichothecenes in mouldy indoor materials

by LC-MS/MS

C. Gottschalk, J. Bauer, K. Meyer

TU Munchen, Chair of Animal Hygiene, Weihenstephaner Berg 3, 85354 Freising, Germany

Abstract

Stachybotrys occurring in mouldy indoor environments is associated with the so called “sick building
syndrome” in humans or cases of idiopathic pulmonary hemorrhages. Samples of mouldy materials
from indoor environments (n=15) were analysed for the occurrence of this fungus and its secondary
metabolites by a sensitive LC-MS/MS method. In four samples, Stachybotrys and macrocyclic tricho-
thecenes have been detected. Maximum values for Satratoxin G and H in wallpaper were determined

with 9.7 pg/cm? and 12.0 pg/cm?, respectively.

Keywords: macrocyclic trichothecenes, Stachybotrys, Satratoxin

Introduction

Macrocyclic  trichothecenes produced by
Stachybotrys species are highly toxic com-
pounds associated with the so called “sick
building syndrome” in humans. As several
case control studies have shown, the occur-
rence of Stachybotrys in indoor environments
could be related to headaches, fatigue, nausea,
vomiting, hemorrhages, depression, sleep dis-
turbances, anxiety, vertigo, and amnesia. Also
cases of pulmonary hemosiderosis in infants
have been related to Stachybotrys growth (1,
2). In 1938, this mould was first identified as
etiologic agent of stachybotryotoxicosis, a se-
vere disease of horses, which has been caused
by ingestion of mouldy straw. Later, macro-
cyclic trichothecenes were supposed to be the
reason of this disease (3). Because of its high
cellulolytic potential, S. chartarum, which is
mainly responsible for toxin production, also
grows on humid cellulose-containing materials
like wallpaper or gypsum board, e.g. after
water damages (4). In this study a sensitive
LC-MS/MS method has been developed to
determine Satratoxins and other macrocyclic
trichothecenes in these matrices.
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Materials and Methods

Materials

15 samples were taken from mouldy indoor
materials like wallpaper (n=3), wall (n=10) or
gypsum board (n=2). Standard substances of
Roridin A and Verrucarin A were purchased
from Sigma  (Deisenhofen, Germany).
Standards of Satratoxin G and H were kindly
provided by Prof. Gareis (BfEL Kulmbach,
Germany). Acetonitrile and methanol (HPLC-
grade) were purchased from J.T. Baker (Gries-
heim, Germany). Water was purified by a
milli-Q water purification system (Millipore
GmbH, Schwalbach, Germany).

Mycological examination

For mould differentiation, smears of the
mouldy area were plated on Sabouraud agar
and incubated overnight at 37 °C. After an in-
cubation time of one week at room tempera-
ture, micro-morphological characterisation was
carried out by tape preparations and staining
with lactophenol blue solution at 1000-fold
magnification.

Sample preparation and recovery experiments

About 15 cm? wallpaper, wall or gypsum board
was reduced to small pieces and extracted with
10 ml acetonitrile/water 84/16 (v/v) by shaking
for 1 h using a horizontal shaker. The extract
was centrifuged for 5 min at 5000 rpm. For
analysis, an aliquot was diluted 1:5 with water
and filtered through a 0.45 um PTFE syringe
filter (Supelco, Deisenhofen, Germany). For
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testing the recovery, extracts of non-contamin-
ated wallpaper were spiked with Satratoxin G
and H at a level of 1 ug/cm? (n=3).

LC-MS/MS parameters

The LC-MS/MS system consisted of a HPLC
apparatus Series 200 (Perkin Elmer, Rodgau-
Jugesheim, Germany) with two pumps, a de-
gasser, an autosampler and a column oven as
well as an API 3200 triple quadrupole mass

spectrometer (Applied Biosystems, Darmstadt,
Germany). As analytical column a Gemini
150x2 mm, 5 pum (Phenomenex, Aschaffen-
burg, Germany) was used. The oven tempera-
ture was set at 30 °C. The binary linear gradi-
ent consisted of eluent A (deionized water
+5mM ammonium formate) and eluent B
(methanol +5 mM ammonium formate) with a
flow rate of 400 pl/min: 0 min 10% B, 26 min
100% B, 30 min 100% B, 35 min 10% B.

Table 1. MRM-transitions, declustering potentials (DP) and collision energies (CE)

for 8 macrocyclic trichothecenes

Precursor lon Fragment lons Retention time
[M+NH,]" [min]
Analyte Q1 DP [V] Q3 (1) CE [eV] Q3 (2) CE [eV]
Roridin A 550.4 26 2491 23 133.0 41 17.75
Roridin E * 532.4 31 231.1 21 2491 25 19.90
Roridin L-2 * 548.3 31 249.1 21 231.1 21 15.38
Satratoxin F * 560.3 41 2491 21 231.1 21 17.01
Satratoxin G 562.3 21 2491 19 231.1 21 15.82
Satratoxin H 546.3 21 2452 25 231.1 25 16.39
Verrucarin A 520.2 31 2491 23 231.1 27 17.37
Verrucarin J * 502.4 30 231.1 25 2491 25 19.58
* Putative mass transitions as no standard substances available
Table 2. Identified fungi from mouldy indoor materials
g »
g S I :
© 3 2 5 § o g | € % S
= = S S 3 S & 2 S S
g > | g 2 | = g s |3 > | 8
E | o .| ¢ . [S.|%.| . S S |5 .| 3.
£9| 23| 8g| 33| Lg| g8 S $s| 82| 8¢
S| <F|CF|0CF|0F|Z=F| =T |F|5&|3SF
Sample
Gypsum board 1 X X X
Gypsum board 2 X X
Wall 1 X X
Wall 2 X
Wall 3 X X X
Wall 4 X X
Wall 5 X X X
Wall 6 X X
Wall 7 X X
Wall 8
Wall 9 X
Wall 10 X
Wallpaper 1 X X X
Wallpaper 2 X
Wallpaper 3 X
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The MS/MS experiments were carried out in
positive electrospray ionisation mode with an
ion spray voltage of 4000 V and a source tem-
perature of 300 °C. The nebulizer gas flow was
set at 50 psi and the heating gas at 30 psi. As
there were no standards available for Roridin
E, Roridin L-2, Satratoxin F and Verrucarin J,
probable mass transitions were assumed for
these toxins. All substances showed best sensi-
tivity as adduct-ions of ammonium [M+NH,]".
The MRM-transitions, declustering potentials
and collision energies used as well as the
retention times of the toxins are shown in
Table 1.

Results and Discussion

Mould characterisation

Stachybotrys and its toxins could be detected
on three wallpaper samples and one gypsum
board sample. Other moulds like Aspergillus
and Penicillium were also detected frequently
(Table 2). From one wall sample no mould
growth could be observed.

LC-MS/MS analysis

Spiking experiments with Satratoxin G and H
at a level of 1 pg/cm? (n=3) resulted in recov-
ery rates of 92.9+0.2% (mean+RSD) for Sa-
tratoxin G and 107.4+2.1% for Satratoxin H.

All Stachybotrys positive samples (n=4) also
contained macrocyclic trichothecenes. In the
other samples none of the toxins analysed
could be identified. From two wallpaper sam-
ples different pieces have been examined. The
analysis gave varying results (Table 3). This
indicates an unequal distribution of the toxins
in the mouldy material. Satratoxin G and H
showed maximum levels of 9.7 ug/cm? and
12.0 pg/cm?, respectively. Furthermore, sub-
stances with defined retention times and frag-
mentation patterns corresponding to those
supposed for Roridin E, Roridin L-2, Satra-
toxin F and Verrucarin J could be identified
(Figure 1). A co-occurrence of these toxins
with Satratoxin G and H has been described
formerly by Andersen et al. (5). However, a
definite identification by the given methods
was not possible due to lacking standard sub-
stances. Roridin A and Verrucarin A were not
detected.

It can be concluded that the occurrence of
Satratoxins in such high amounts implicates a
severe contamination of indoor environments.
However, these toxins were determined in in-
door materials and not in indoor air or dust.
Thus, a direct exposure of humans to these
toxins is not yet proven. More information
about the possible health risk will be gained in
a further study, examining dust and/or air from
the locations where the samples have been
drawn.

Table 3. Results of LC-MS/MS analysis for 8 macrocyclic trichothecenes (ng/cm?)

x [ ¢] T < 5

< fu 8 < = < = <

c = c 8 8 8 8 8

2 2 2 o o o 2 2

S S S © © © o )

14 14 14 n n n > >

Sample

Gypsum board 1 - - - - 18 22 - -
Wallpaper 1a** - - - - 27 20 - -
Wallpaper 1b** - + - - 740 740 - -
Wallpaper 2a** - +++ - - 1560 3260 - -
Wallpaper 2b** - ++ ++ + 9650 12000 - ++
Wallpaper 3 - +++ ++ ++ 260 360 - ++

* Quantitation not possible lacking standard substances ** a/b: Different spots of one sampled area
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Figure 1. Extracted ion chromatogram (LC-MS/MS) of a wallpaper-extract
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Abstract The occurrence of Stachybotrys chartarum
in indoor environments has been linked to adverse
health effects as well as few cases of pulmonary
haemorrhages in humans. Although the highly toxic
secondary metabolites of this fungus, like satratoxin G
and H, were frequently claimed with outbreaks of such
diseases, these toxins have hardly been identified in the
air of naturally contaminated indoor environments.
Herein, a case of a LC-MS/MS-confirmed occurrence
of airborne S. chartarum-toxins in a water-damaged
dwelling is reported. Satratoxin G (0.25 ng/m?) and
satratoxin H (0.43 ng/m®) were detected. This provides
further evidence that Stachybotrys-toxins can be trans-
ferred from mouldy indoor materials into air, which
could be a factor in the aetiology of health symptoms
related to the sick building syndrome.

Keywords Indoor air - LC-MS/MS -
Macrocyclic trichothecenes - Satratoxin -
Sick building syndrome - Stachybotrys chartarum

Abbreviations

MVOCs Microbial volatile organic compounds
SBS Sick building syndrome

SG Satratoxin G

SH Satratoxin H

VOCs Volatile organic compounds
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Introduction

Macrocyclic trichothecenes produced by Stachybotrys
chartarum are highly toxic compounds associated with
the so-called ‘sick building syndrome’ (SBS) in
humans. Several case control studies have shown that
the occurrence of Stachybotrys chartarum in indoor
environments could be related to headaches, fatigue,
nausea, vomiting, haemorrhage, depression, sleep
disturbances, anxiety, vertigo, memory-loss and even
cases of idiopathic pulmonary haemosiderosis suf-
fered by children from these environments [1-5].
S. chartarum, a well-known producer of macrocyclic
trichothecenes [6], can grow and produce mycotoxins
on humid cellulose-containing materials like wallpaper
or gypsum board (e.g. after water damages) [1, 7-10],
while optimal growth conditions for this mold are given
ata water activity value of 0.98 [11]. Elidemir et al. [12]
reported the first case of an isolation of Stachybotrys
chartarum in the lung of a child suffering from
pulmonary haemosiderosis. Recently, albumin-adducts
of satratoxin G were discussed to serve as biomarkers
for an exposure to Stachybotrys chartarum. They were
observed in sera of rats and cats after exposition to this
fungus [13, 14]. However, a causal relationship between
S. chartarum and illnesses observed in sick buildings is
not yet proven, since there are a variety of other
pollutants like the wide range of VOCs, MVOCs,
endotoxins, respirable dusts and other compounds in the
indoor environment, which also can be a reason for
adverse health effects [15, 16]. Findings of Johanning
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et al. [17] and Bloom et al. [18] gave evidence that these
toxins can become airborne. To our knowledge, the case
described here is the first report of a LC-MS/MS-
confirmed occurrence of airborne satratoxins in a
naturally contaminated dwelling.

Materials and Methods
Sampling

Sampling was conducted in a dwelling with water
damage and well-known occurrence of Stachybotrys
and its toxins [10]. Satratoxin G (SG) and satratoxin
H (SH) had previously been found in the mouldy
wallpaper of this dwelling with 9.7 and 12 ug/cmz,
respectively. For indoor air sampling, a MD 8 air
sampler (Sartorius, Goettingen, Germany) was used.
Air was filtered through a polycarbonate membrane
filter with a pore size of 0.8 um (Millipore, Schwal-
bach, Germany) during 15 h at a flow rate of 5 m*/h.

Chemicals and Reagents

Standards of satratoxin G and H were kindly provided
by Prof. Gareis (Max Rubner-Institut, Kulmbach,
Germany). Acetonitrile and methanol (HPLC-grade)
were purchased from J.T. Baker (Griesheim, Ger-
many). LC-MS quality ammonium formate (Fluka,
Deisenhofen, Germany) and water purified in a milli-
Q water purification system (Millipore, Schwalbach,
Germany) were used.

Sample Preparation and Recovery Experiments

The polycarbonate filter membrane (80 mm diameter)
was cut into small pieces and extracted with 10 ml
acetonitrile/deionised water 84/16 (v/v) on a horizon-
tal shaker for 30 min. The extract was centrifuged for
10 min at 6,000g and cleaned by passing 5 ml through
a Bond Elut Mycotoxin® column (Varian, Darmstadt,
Germany). Three millilitres of filtrate was evaporated
under a gentle stream of nitrogen at 40°C (Barkey,
Leopoldshohe, Germany). Residues were dissolved in
500 pl methanol/deionised water 1/9 (v/v) and filtered
through a 0.45 um PTFE syringe filter (Supelco,
Deisenhofen, Germany).

For testing the recovery of SG and SH from poly-
carbonate filters, blank membranes (80 mm diameter;

@ Springer

n = 3) were contaminated with 50 ng of each toxin
and extracted according to the method above. Further-
more, a blank filter membrane and an air sample from a
Stachybotrys-free indoor environment were used as
negative controls.

LC-MS/MS Analysis

The LC-MS/MS measurements were done with a HPLC
apparatus Series 200 (Perkin-Elmer, Rodgau-Jiigesheim,
Germany) and an API 3200 triple quadrupole mass
spectrometer (Applied Biosystems, Darmstadt, Ger-
many). A Gemini 150 x 2 mm, 5 pm (Phenomenex,
Aschaffenburg, Germany) was used as the analytical
column. The binary linear gradient consisted of eluent A
(deionised water + 5 mM ammonium formate) and
eluent B (methanol + 5 mM ammonium formate) with
a flow rate of 400 pl/min: O min 10% B, 8 min 100% B,
12 min 100% B, 12.5 min 10% B, 15 min 10% B. The
column oven temperature was maintained at 40°C and
the injection volume was 20 pl.

The MS/MS experiments were carried out in
positive electrospray ionisation mode (ESI4) with
an ion spray voltage (ISV) of 4,000 V and a source
temperature of 300°C. The nebulizer gas flow was set
at 50 psi, the heating gas at 30 psi and the curtain gas
at 20 psi. The CAD (collisionally activated dissoci-
ation) nitrogen gas flow was used in high mode.

The toxins were identified in multiple reaction-
monitoring mode (MRM). SG and SH showed the
best sensitivity as adduct-ions of ammonium
[M+NH,]". The fragment ions were selected from
mass spectra of product ion scans of SG and SH
which are shown in Figs. 1 and 2, respectively. The
fragment ion m/z 249.1 indicated the cleavage of the
macrocyclic ring between C4 and C15 of the
molecule. It was the most intensive fragment for
SG, but also occurred after fragmentation of SH.
Nielsen et al. [19] also described this product ion
after fragmentation of another trichothecene, trichov-
errol A. Another fragment ion of SG and SH, m/z
231.1, which is also a common product of all
trichothecenes [20], resulted from a further loss of
H>O. Other major fragments of SG, like m/z 133.2 or
105.2, could not be interpreted. For SH, the product
ion m/z 245.2 was the most sensitive and selective
fragment, but with unknown structure.

For the identification of SG, the following opti-
mised parameters and two mass transitions (one
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Fig. 1 Product ion spectrum (LC-MS/MS) of SG based on the precursor ion [M+NH,]". Tonisation ESI+, ISV 4,000 V, DP 21 V
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Fig. 2 Product ion spectrum (LC-MS/MS) of SH based on the precursor ion [M+NH,4]". Tonisation ESI+, ISV 4,000 V, DP 21 V

quantifier and one qualifier) were used: declustering
potential (DP) 21 V, m/z562.3/249.1 (collision energy
(CE): 19 eV), and m/z 562.3/231.1 (CE: 21 eV). For
SH: DP: 21 V, m/z 546.3/245.2 (CE: 25 eV), and m/z
546.3/231.1 (CE: 25 eV).

Results and Discussion

The recovery of SG and SH from polycarbonate filter
membranes has been tested on one level (50 ng) with

three replicates. Recovery rates (mean & RSD) of
68 £ 3.4 and 56 + 4.8% were obtained for SG and
SH, respectively. No signals were observed after
measurement of the control samples. Hence, this
method was considered as suitable for indoor toxin
measurements.

The indoor air of the Stachybotrys-affected dwell-
ing was collected during 15 h at a flow rate of 5 m*/h,
corresponding to 75 m® total filtered air. A total toxin
content of 19 ng SG and 32 ng SH was determined
on the polycarbonate filter membrane by LC-MS/MS
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Fig. 3 MRM-chromatogram (LC-MS/MS) of SG and SH extracted from air filter membrane

(see chromatogram in Fig. 3), corresponding to a
concentration of 0.25 ng/m3 SG and 0.43 ng/m3 SH
in the indoor air. With regard to these concentrations,
a total amount of 2.0 ng SG + SH would have been
inhaled during a stay of 8 h in this environment
(respiratory minute volume: 6 1, at rest).

Sorenson et al. [21] first showed the possible inha-
lation of satratoxins after an experiment with artificially
aerosolized conidia of S. chartarum in a laboratory
model. Dust collected on glass-fibre filters consisted of
more than 85% of conidia of S. chartarum and contained
SG, SH and trichoverrols. Later, Brasel et al. [22]
showed that macrocyclic trichothecenes could exist on
fungal fragments even smaller than conidia. Recently,
they also examined airborne macrocyclic trichothecenes
in S. chartarum-contaminated buildings [23]. The
results of ELISA showed toxin levels between 0.01
and 1.3 ng/m3 in sampled air. These levels are compa-
rable to the LC-MS/MS confirmed concentrations of SG
and SH in the present case. Furthermore, because of the
concurrent detection in the wallpaper [10], it could be
proven that Stachybotrys toxins actually were trans-
ferred from mouldy indoor materials into indoor air.
Whether these concentrations are high enough to
contribute to the diseases of the sick-building syn-
dromes’ complex must be concluded after further study.
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nach DIN 32645 ermittelt Uber S/N-Verhaltnis ermittelt CV [%] (n=5) CV [%] (n=5)
Arbeitsbereich** Verfahrens-
Toxin Precursor lon Product-lons Ing/mi] LOD* LoQ* Korrelation R*” standard- LOD LoQ Niveau: Niveau:
[ng/ml] [ng/ml] (Kalibrationspunkte) abweichung [ng/ml] [ng/ml] 1 ng/ml 10 ng/ml
Trichothecene Typ A
T2 4840 215,2 Quantifier LOD-250 0,20 0,66 0,9998 (15) 0,069 0,026 0,078 1,8 22
' 305,2 Qualifier LOD-250 0,31 1,1 0,9995 (16) 0,11 0,036 0,11 4,3 14
HT-2 4404 263,2 Quantifier LOD-200 0,32 1,1 0,9995 (16) 0,12 0,061 0,18 33 16
' 215,1 Qualifier LOD-200 0,35 1,2 0,9994 (16) 0,13 0,076 0,23 6,4 2,9
215,2 Quantifier LOD-250 0,41 1,4 0,9992 (14) 0,14 0,10 0,30 6,5 29
T-2 Tetraol 316,2
281,3 Qualifier LOD-250 0,77 2,6 0,9976 (11) 0,25 0,49 1,5 18 3,6
. 2151 Quantifier LOD-250 0,16 0,53 0,9998 (15) 0,055 0,066 0,20 4,0 1,2
T-2 Triol 400,2
281,2 Qualifier LOD-250 0,27 0,92 0,9996 (15) 0,096 0,16 0,49 6,7 4,4
DAS 3842 2471 Quantifier LOD-250 0,085 0,29 0,9999 (15) 0,030 0,030 0,089 4.1 1.8
' 307,3 Qualifier LOD-250 0,11 0,36 0,9999 (16) 0,038 0,048 0,14 2,9 1.8
MAS 3420 1071 Quantifier LOD-250 0,085 0,29 0,9999 (16) 0,031 0,012 0,035 22 13
' 265,1 Qualifier LOD-250 0,14 0,47 0,9998 (16) 0,050 0,021 0,063 1.8 1,0
NEO 4002 2451 Quantifier LOD-250 0,11 0,35 0,9999 (16) 0,038 0,029 0,087 3,8 0,5
' 305,3 Qualifier LOD-250 0,11 0,38 0,9999 (16) 0,041 0,021 0,064 2,9 23
291,2 Quantifier LOD-250 0,064 0,22 0,9999 (15) 0,023 0,017 0,051 3,1 1,0
DacvOL 368,3
2491 Qualifier LOD-250 0,37 1,2 0,9994 (14) 0,13 0,36 1,1 8,2 18
267,2 Quantifier LOD-200 0,34 1,1 0,9995 (15) 0,12 0,27 0,82 76 0,8
VoL 2843
249,3 Qualifier LOD-200 0,45 1,5 0,9992 (12) 0,15 0,35 1,1 14 1,7
Trichothecene Typ B
DON 2049 265,0 Quantifier LOD-250 0,092 0,31 0,9999 (16) 0,033 0,038 0,11 2,8 1,4
' 138,0 Qualifier LOD-250 0,13 0,45 0,9999 (16) 0,048 0,035 0,11 4,7 1,0
137,2 Quantifier LOD-250 0,14 0,46 0,9999 (16) 0,049 0,033 0,099 4,7 2,3
15-acDON 356,1
321,1 Qualifier LOD-250 0,22 0,76 0,9998 (16) 0,080 0,072 0,22 5,0 1,8
231,0 Quantifier LOD-250 0,28 0,96 0,9996 (15) 0,10 0,14 0,42 8,4 1,5
3-acDON 356,3
203,0 Qualifier LOD-250 0,36 1,2 0,9994 (15) 0,13 0,14 0,42 8,6 1,7
NIV 357 1 281,0 Quantifier LOD-250 0,70 22 0,9980 (10) 0,21 1,2 3,6 11 1,1
' 202,8 Qualifier LOD-250 0,97 3,1 0,9964 (10) 0,29 1,3 3,9 13 6,5
Ex 3721 355,1 Quantifier LOD-250 0,11 0,37 0,9999 (16) 0,039 0,12 0,35 4,8 1,1
' 2472 Qualifier LOD-250 0,18 0,62 0,9997 (15) 0,065 0,047 0,14 3,8 1,0
Trichothecene Typ D
s 622 249,2 Quantifier LOD-250 0,28 0,95 0,9993 (15) 0,10 0,038 0,11 53 1,4
' 231,2 Qualifier LOD-250 0,29 0,97 0,9996 (16) 0,10 0,068 0,21 6,9 1,5
SH 5465 281,1 Quantifier LOD-200 0,38 1,3 0,9993 (15) 0,13 0,16 0,46 9,1 3,1
' 529,2 Qualifier LOD-200 0,44 1,5 0,9991 (15) 0,15 0,94 2,8 15 2,0
VA 5204 457,3 Quantifier LOD-250 0,20 0,67 0,9996 (16) 0,072 0,044 0,13 25 0,7
' 2491 Qualifier LOD-250 0,28 0,95 0,9994 (16) 0,10 0,085 0,26 4,6 0,6
RA 5505 533,4 Quantifier LOD-250 0,22 0,74 0,9995 (15) 0,078 0,021 0,063 3,9 1,7
' 249,2 Qualifier LOD-250 0,24 0,80 0,9964 (14) 0,084 0,015 0,045 6,3 1,7

* Ergebnisunsicherheit 33,3 %; Irrtumswahrscheinlichkeit 1 %; Anzahl der Messungen: 1

** lineare Regression
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Tabelle 14: MRM-Ubergiinge und substanzspezifische Parameter der Multimethode fiir Typ D

Trichothecene
MW CEP CXP Dwell time
Analyt Mutterion Tochterionen DP[V] EP[V] CE [eV]
[g/mol] [Vl [V] [msec]

SG 544 [M+NH4]"  562,3 Quantifier 231.0 21 3,5 22 19 22 40
Qualifier 248.9 21 3,5 22 21 22 40

SH 528 [M+NH4]" 546,3 Quantifier 245.2 21 4,5 20 25 22 40
Qualifier ~ 231.0 21 4,5 20 25 18 40

SF 542 [M+NH4]"  560,4  Quantifier 249,1 41 4,0 26 21 12 40
Qualifier ~ 231,1 41 4,0 26 21 12 40

RA 532 [M+NH4]* 5504  Quantifier  249,1 26 3,5 24 23 20 40
Qualifier 133,0 26 3,5 24 41 10 40

RE 514 [M+NH4]" 5324  Quantifier 249,1 31 4,5 20 21 22 40
Qualifier ~ 231,1 31 4,5 20 25 20 40

RL-2 530 [M+NH4]" 5483  Quantifier 249,1 31 4,0 24 21 22 40
Qualifier ~ 231,0 31 4,0 24 21 18 40

VA 502 [M+NH4]" 5204  Quantifier 248,8 31 5,0 24 23 22 40
Qualifier 230,9 31 5,0 24 27 20 40

\%2 484 [M+NH4]" 502,4 Quantifier 249,0 30 5,0 25 25 22 40
Qualifier ~ 231,0 30 5,0 25 25 22 40
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Tabelle 15: Wiederfindungsraten fiir die Matrix Weizen, LC-MS/MS Multimethode fiir Typ A, B

und D Trichothecene

Wiederfindungsraten Matrix Weizen auf 3 Niveaus (n = 5)

Analyt Spikelevel 1 pg/kg Spikelevel 10 ug/kg  Spikelevel 50 pg/kg Wiergétrtflfrfgung
Mittelwert RSD Mittelwert RSD Mittelwert RSD

Trichothecene Typ A

T-2 104 % 2,7 % 109 % 0,9 % 110 % 0,9 % 108 %
HT-2 93 % 6,1 % 100 % 1,7 % 100 % 3,0% 98 %
T-2 Triol 97 % 8,3 % 96 % 4,0 % 97 % 1.0 % 97 %
T-2 Tetraol 78 % 5.8 % 68 % 3.4 % 73 % 6.5 % 73 %
DAS 106 % 0.5 % 107 % 1.4 % 105 % 1.4 % 106 %
MAS 100 % 1,0 % 102 % 1.5 % 101 % 1.5 % 101 %
NEO 97 % 5.7 % 101 % 6,1 % 101 % 2,1 % 99 %
DacVOL 95 % 4,0 % 95 % 1,8 % 97 % 2,2 % 96 %
VOL 98 % 6,4 % 105 % 32 % 100 % 3,6 % 101 %
Trichothecene Typ B

DON 72 % 9.8 % 104 % 5.8 % 100 % 3,3% 92 %
3-acDON 106 % 3,4 % 100 % 5.7 % 104 % 4.9 % 104 %
15-acDON 93 % 5,8 % 97 % 4,2 % 103 % 3,4 % 98 %
NIV 71 % 10 % 60 % 8,8 % 52 % 7.3 % 61 %
FX 83 % 6,1 % 88 % 3,5% 89 % 2,0 % 87 %
Trichothecene Typ D

SG 90 % 7,1 % 90 % 2,9 % 94 % 2,2 % 91 %
SH 86 % 5,8 % 85 % 5.4 % 89 % 4.4 % 87 %
RA 101 % 3,4 % 109 % 1,5 % 110 % 1,0 % 107 %
VA 75 % 3.8 % 78 % 2,1 % 82 % 3,5% 78 %
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Tabelle 16: Wiederfindungsraten fiir die Matrix Roggen, LC-MS/MS Multimethode fiir Typ A, B
und D Trichothecene

Wiederfindungsraten Matrix Roggen auf 3 Niveaus (n = 5)

Analyt Spikelevel 1 pg/kg Spikelevel 10 ug/kg  Spikelevel 50 pg/kg Wiergétrtflfrfgung
Mittelwert RSD Mittelwert RSD Mittelwert RSD

Trichothecene Typ A

T-2 88 % 2,6 % 100 % 1,3 % 98 % 1,2 % 95 %
HT-2 81 % 5,1 % 102 % 1.9 % 95 % 1,6 % 93 %
T-2 Triol 90 % 5,5 % 94 % 1.4 % 93 % 2,2 % 92 %
T-2 Tetraol 82 % 3,1 % 71 % 1.3 % 71 % 5.8 % 75 %
DAS 98 % 2,9 % 105 % 1.2 % 100 % 0,7 % 101 %
MAS 81 % 3,4 % 91 % 0,9 % 85 % 1.9 % 85 %
NEO 87 % 8,3 % 90 % 7,6 % 93 % 3,3% 90 %
DacVOL 83 % 1,0 % 90 % 1.2 % 85 % 0,9 % 86 %
VOL 84 % 3,6 % 85 % 4,5 % 81 % 4,1 % 83 %
Trichothecene Typ B

DON 99 % 7,0 % 90 % 52 % 79 % 4,0 % 89 %
3-acDON 92 % 6,1 % 94 % 4,5 % 102 % 1,6 % 96 %
15-acDON 91 % 9.4 % 96 % 5,1 % 98 % 1.4 % 95 %
NIV 68 % 8,8 % 74 % 6,3 % 59 % 4,6 % 67 %
FX 76 % 3,3 % 92 % 8,6 % 84 % 2,1 % 84 %
Trichothecene Typ D

SG 78 % 5.5 % 83 % 3,1 % 88 % 1,0 % 83 %
SH 83 % 7.4 % 85 % 7,0 % 87 % 2,1 % 85 %
RA 77 % 4,0 % 92 % 3,9 % 93 % 3,6 % 87 %

VA 71 % 2,7 % 77 % 1.2 % 79 % 3,9 % 76 %
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Tabelle 17: Wiederfindungsraten fiir die Matrix Hafer, LC-MS/MS Multimethode fiir Typ A, B

und D Trichothecene

Wiederfindungsraten Matrix Hafer auf 3 Niveaus (n = 5)

Analyt Spikelevel 1 ng/kg Spikelevel 10 ug/kg Spikelevel 50 pg/kg mittlere Wiederfindung
Mittelwert RSD Mittelwert ~RSD Mittelwert  RSD

Trichothecene Typ A

T-2 104 % 2,4 % 102 % 3,7 % 104 % 1,7 % 103 %
HT-2 100 % 4,4 % 104 % 3,7 % 102 % 1,1 % 102 %
T-2 Triol 100 % 6,4 % 100 % 2,4 % 97 % 3.8 % 99 %
T-2 Tetraol 64 % 9,2 % 58 % 6,0 % 57 % 2,6 % 60 %
DAS 107 % 3,0% 110 % 2,0 % 106 % 0,9 % 107 %
MAS 97 % 2,1 % 98 % 33 % 97 % 1.4 % 97 %
NEO 97 % 3.8 % 99 % 4,1 % 97 % 1,7 % 98 %
DacVOL 96 % 4,2 % 93 % 3,6 % 97 % 1,3 % 96 %
VOL 97 % 4,7 % 97 % 5.1 % 91 % 5,1 % 95 %
Trichothecene Typ B

DON 99 % 9,9 % 97 % 5,8 % 99 % 3,0% 98 %
3-acDON 99 % 4,5 % 100 % 3,7 % 98 % 5.5 % 99 %
15-acDON 102 % 5,7 % 103 % 2,7 % 100 % 2,6 % 102 %
NIV <LOQ <LOQ 71 % 4,4 % 62 % 5.8 % 67 %
FX 104 % 3,0 % 90 % 1,8 % 88 % 1,8 % 94 %
Trichothecene Typ D

SG 92 % 7,0 % 101 % 4,0 % 101 % 2,0 % 98 %
SH 87 % 8,0 % 95 % 3,0% 94 % 2,0 % 92 %
RA 80 % 8,0 % 99 % 6,0 % 87 % 11 % 89 %
VA 74 % 7,0 % 81 % 7,0 % 87 % 6,0 % 81 %
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Tabelle 18: Morphologische Charakterisierung von Proben verschimmelter Innenraum-
Materialien

. Sl L &l < | <l & gl .
1R IR R IR IR
SISl S g8l § Bl |8 E g g S
Sl S| 228|888 S|S[S|S[2]&[3]S
Probe Nr. Typ

1 Abstrich X

2 Abstrich X

3 Tapete X X X X

4 Abstrich

5 Abstrich

6 Staub X X

7 Staub

8 Abstrich X X

9 Tapete X

10 Gipskarton X

11 Putz X X X

12 Putz X

13 Putz X X X

14 Abstrich X X X X

15 Abstrich

16 Putz X

17 Putz X X

18 Putz X

19 Abstrich

20 Abstrich X X X X

21 Putz X

22 Gipskarton X

23 Abstrich

24 Abstrich X X

25 Abstrich

26 Putz

27 Putz

28 Abstrich X

29 Abstrich

30 Tapete X

31 Putz X

32 Abstrich X X X

33 Staub X

34 Abstrich X X X
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Tabelle 18: Fortsetzung

. &l .| &l = L& =1
PEHEEEEHEHEEEEE
s % “| & 8| S| 8| 2| S| 5| .| 2] B &| &l 2
S| <| 2| S| 2| €| 8| 5| 3| E| &| 8| 2| & &| §
S| 5| 5| 8| 5| 8| 8|85 8 & &| g §| 25§
S| S| 2| 8| | &l 2|3 |8l 8|58l 88
Probe Nr. Typ
35 Abstrich
36 Abstrich
37 Abstrich X X X
38 Abstrich X
39 Abstrich X X X | x X
40 Abstrich
41 Abstrich
42 Abstrich X X
43 Abstrich
44 Abstrich
45 Putz X
46 Abstrich X X
47 Putz
48 Tapete X X
49 Abstrich X
50 Abstrich X X
51 Putz X
52 Abstrich X X X
53 Abstrich X
54 Abstrich X
55 Staub X X
56 Tapete X
57 Gipskarton X X X | x
58 Putz X
59 Putz X X
60 Tapete X
61 Putz X
62 Tapete X X X
63 Tapete X
64 Tapete X
65 Gipskarton X
66 Gipskarton X X
67 Gipskarton X
68 Gipskarton X
69 Abstrich X X X | x
Summe positiv | 2 8 |25 3 21 | 1 2 1 1 8 | 41 2 13 ] 8
Anteil (%) 29|12 | 36 |43 (87|30 |14 (29|14 |14 |12 |59 |14(29| 19 | 12
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