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1 Zusammenfassung 

Infolge der Häufigkeit des weltweiten Vorkommens von Fusarientoxinen insbesondere von 
Trichothecenenen (Typ A und Typ B) und Zearalenon (ZEA) (einschließlich Derivate) und 
deren toxikologischen Endpunkten resultiert ein erhöhtes Expositionsrisiko für den Men-
schen. Eine erste Risikobewertung für diese Toxine wurde von europäischen Gremien des 
„Wissenschaftlichen Lebensmittelausschusses“ (SCF) bzw. der „European Food Safety 
Authority“ (EFSA) und internationalen Gremien wie dem „Joint FAO/WHO Expert Committee 
on Food Additives“ (JECFA) vorgenommen. Für Deoxynivalenol (DON) und Zearalenon 
(ZEA) wurden auf nationaler Ebene bereits Höchstmengen erlassen. Auf europäischer Ebe-
ne werden sowohl für diese Toxine als auch für weitere Fusarientoxine in naher Zukunft 
Höchstmengen festgesetzt. 
 
Zur Kontrolle von Höchstmengen sind adäquate validierte Analysenverfahren dringend erfor-
derlich. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung von robusten Analysenmethoden, 
die mit hinreichender Selektivität und notwendiger Empfindlichkeit sowohl Typ A und Typ B 
Trichothecene als auch ZEA und dessen Derivate in unterschiedlichen Lebensmittel-
Gruppen nachweisen können. Weiterhin sollten Produkte des Marktes auf Belastung mit den 
genannten Fusarientoxinen mit den entwickelten Methoden untersucht werden. Auf Grundla-
ge einer repräsentativen Probenzahl sollte eine Expositionsabschätzung für DON und ZEA 
durchgeführt werden.  
 
Zunächst wurden Untersuchungen zur Probenhomogenität und dem damit einhergehenden 
Probennahmefehler durchgeführt. Es zeigte sich, dass nach Vermahlung mittels Zentrifugal-
mühle durch ein Distanz-Ringsieb mit einer Lochweite von 1000 µm eine gute Homogenität 
erreicht werden konnte.  
 
Weiterhin wurden ein Vergleichsmaterial für DON und ZEA hergestellt und die Homogenität 
statistisch abgesichert sowie die Stabilität der Materialien über einen Zeitraum von 17 Mona-
ten belegt.  
 
Die Vergleichsmaterialien wurden zur hausinternen Methoden-Validierung für die Laborver-
gleichsuntersuchungen im Rahmen des Verbundforschungsvorhabenes und in Ringerversu-
chen auf europäischer Ebene eingesetzt. Hierdurch konnte zum einen gezeigt werden, dass 
die Materialien die Anforderungen an Referenzmaterialien und zum anderen die im Rahmen 
dieser Arbeit entwickelten Analysenmethoden die Leistungskriterien von Referenzverfahren 
erfüllen. 
 
Die bisherige Analytik von Typ A und Typ B Trichothecenen bestand grundsätzlich aus den 
zwei aufeinanderfolgenden Verfahrensschritten Extraktion und Aufreinigung. Um diesen zeit-
intensiven Arbeitsaufwand zu automatisieren, wurde ein automatisiert-kombiniertes Probe-
nextraktions- und Aufreinigungsverfahren auf Grundlage der ASE Extraktionstechnik entwi-
ckelt und optimiert. Hierbei wurde durch das Einbringen eines Aktivkohlefilters in die Extrak-
tionshülse  erstmals eine Methode etabliert, die die Verfahrensschritte Extraktion und Aufrei-
nigung miteinander verbindet und gleichzeitig sehr gute Validationsergebnisse liefert. Dieser 
kombiniert-automatisierte Analysenschritt bedingt eine wesentliche zeitliche Verkürzung der 
Probenaufarbeitung und Reduktion der Kosten der Einzelanalyse. 
 
Darüber hinaus wurde die Gelpermeationschromatographie (GPC) für die Probenaufarbei-
tung zur Untersuchung von pflanzlichen Speiseölen eingesetzt. ZEA konnte nach GPC-
Aufreinigung ohne weitere Aufreinigungsschritte mittels LC-ESI-MS/MS quantifiziert werden. 
Basierend auf der neuen Methodik konnte erstmals die Zearalenonbelastung von pflanzli-
chen Speiseölen insbesondere Maiskeimöl aufgezeigt werden. Dabei wurde deutlich, dass 
sowohl die Belastungshäufigkeit als auch die Belastungshöhe dieser Lebensmittelgruppe im 
Vergleich zu den stärke- und faserbasierenden Produkten deutlich höher war. Weiterhin 
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zeigten einige pflanzliche Speiseöle, und hier hauptsächlich Hanföl, eine eindeutige Belas-
tung mit T-2 Toxin und HT-2 Toxin. 
 
Für stärke- und faserbasierende Getreideprodukte wurden analytische Routineverfahren für 
DON mittels HPLC-UV und für ZEA mittels HPLC-FLD entwickelt. Biere wurden mit einer 
Multimethode auf Grundlage der LC-MS/MS auf Trichothecene (Typ A und B, ausgenommen 
Nivalenol) untersucht. Die Validierungsparameter der Methoden erfüllten die Leistungskrite-
rien gemäß der EU-Richtlinie 2005/38/EG. 
 
Die in der modernen Mykotoxinanalytik häufig eingesetzten DON-, T-2 Toxin- und ZEA-
Immunoaffinitätssäulen (IAC) wurden im Rahmen dieser Arbeit auf Kreuzreaktivität mit struk-
turverwandten Toxinen getestet. Die eingesetzten DON IAC-Säulen zeigten eine deutliche 
Kreuzreaktiviät gegenüber dem DON Metabolit Deepoxy-Deoxynivalenol (DOM-1). Die T-2 
Toxin IAC-Säulen wiesen ebenfalls für HT-2 Toxin und d3-T-2 Toxin eine gute Wiederfindung 
auf. Die ZEA-IAC-Säulen verschiedener Anbieter hatten für ZEA und die Gruppe der ZEA-
Metabolite ebenfalls sehr gute Wiederfindungen. Somit konnte die Kreuzreaktivität der ZEA-
IAC-Säulen für die Einführung des Zearalanons als Internen Standard für die Bestimmung 
von ZEA in Konsummilch bzw. pflanzlichen Speiseölen genutzt werden.  
 
Die Untersuchungsergebnisse der Lebensmittel auf Fusarientoxine zeigten, dass Hartweizen 
und daraus hergestellte Erzeugnisse, insbesondere Teigwaren (Nudeln), am stärksten mit 
DON belastet waren. Die Maximalwerte für DON in Hartweizen und daraus hergestellten 
Erzeugnissen lagen bei 2.000 bis 3.000 µg/kg.  
 
Die höchste Belastung mit Zearalenon wurde in Mais und daraus hergestellten Erzeugnis-
sen, einschließlich Maiskeimöl, festgestellt. Maiskeimöle wiesen eine Belastung von bis zu 
691 µg/kg auf. Die ZEA-Konzentrationen in Lebensmitteln aus anderen Getreidesorten lagen 
vorwiegend unter 10 µg/kg. 
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2 Abstract 

Due to the frequent occurence of type A and type B trichotecenes and zearalenone and its 
derivatives in foods and their toxicological end points a potential health risk results to human. 
A risk assessment for those mycotoxins has already been pointed out by European bodies 
“Scientific Committee on Food” (SCF) and the “European Food Safety Authority” (EFSA) and 
also by international bodies like the „Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives“ 
(JECFA). 
 
At the level of national legislation, limits for deoxynivalenole (DON) and zearalenone (ZEA) in 
foods were adopted. In the foreseeable future at European level for those toxins and further 
Fusarium toxins a regulation will be expected.  
 
Hence, it was the purpose of this work to develop robust analytical methods with sufficing 
selectivity and sensitivity for type A and type B trichothecenes as well as ZEA and its me-
tabolites of a broad variety of foods. In addition, a survey concerning the contamination of 
foods of the market with Fusarium toxins was placed. 
 
The sampling procedure represents an important source of error for the mycotoxin analysis. 
To minimise this influence, laboratory sub-samples have to be as homogeneous as possible. 
Within the scope of this work the analyte distribution of the milled and homogenised sub-
sample has been exercised. As a result of these sieve experiments it has been proven that 
the application of a centrifugal mill and a distance ring sieve with a mesh width of 1000 µm 
provided a satisfying homogeneity. 
 
Furthermore, two reference materials, one contaminated with DON and one contaminated 
with ZEA, have been produced with statistically ensured homogeneity. Stability has been 
documented over a period of 17 months. Both materials have been applied for inhouse 
method validation, for proficiency testing within the research project and for interlaboratory 
testing at European level. This proceeding provided two benefits; on one hand it could be 
proved that the two materials fullfill the requirements of certified reference materials and that 
the newly established analytical methods realised the performance criteria of reference 
methods. 
 
The analysis of the type A and type B trichothecenes in foods involves three steps including 
sample extraction, clean-up, and detection. However, the conventional extraction and clean-
up methods are expensive, time-consuming, and do not allow the simultaneous detection of 
type A and B trichothecenes because of their different polarity. Here, a new instrumental 
method, which allows a quick and efficient sample preparation for the analysis of trichothe-
cenes, has been developed. This so-called accelerated solvent extraction (ASE) online 
clean-up method combines the extraction and clean-up process by addition of a charcoal 
filter (cleaning unit) to the ASE extraction cartridge (extraction unit). The resultant extracts 
could be directly applied to the liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS/MS). 
Thus, the ASE online clean-up method coupled with quantification by LC-MS/MS allowed the 
simultaneous detection of both types of trichothecenes. For each substance, recovery and 
relative standard deviation under repeatable conditions (RSDr) fulfilled the requirements 
given by the EU regulation (2005/38/EG). 
 
Furthermore, a new method for the determination of zearalenone in edible oils with size ex-
clusion chromatography (SEC) followed by LC-MS/MS as well as HPLC-FLD was developed 
and validated. No further clean up step was necessary by using the SEC combined with LC-
MS/MS determination.  
 
Due to the development of this method ZEA exposure could be estimated whereas vegetable 
edible oils and here especially corn germ oil were of significant importance for human inges-
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tion. Furthermore, mycotoxins were detected in another group of edible vegetable oils, T2 
toxin and HT-2 toxin were mainly found in hemp oil. 
 
Within the scope of this work, analytical routine procedures for starch- and fibre-based cereal 
products have been installed: an HPLC-UV system for the determination of DON and an 
HPLC-FLD system for ZEA. Type A and type B trichotecenes (except nivalenole) in beer 
have been analysed by with an LC-MS/MS multi method. Validation parameters of all estab-
lished methods satisfied the requirements of EU directive 2005/38/EG. 
 
Immuno affinity (IA) columns are widespread in mycotoxin analysis, e.g. DON-, T-2 toxin- 
and ZEA-IA columns, which have been examined for their capability of cross reacting with 
structure related toxins. 
 
DON IA columns showed an important cross reactivity against the DON metabolite deepoxy-
deoxynivalenole (DOM-1). T 2- IA columns of showed satisfying recovery rates for HT-2 toxin 
and d3-T-2 toxin. Thus, cross reactivity of the used antibodies could be proven for these 
compounds. ZEA IA columns of different suppliers showed satisfying recovery rates for ZEA 
and its metabolites. Cross reactivity of ZEA IA columns has been utilised to establish an in-
ternal standard substance for the determination of ZEA in milk and vegetable oil. 
 
In the period between October 2001 and March 2004, a total of 938 food samples, pur-
chased from the Berlin market, were analysed. DON was found in most foods with an inci-
dence of > 50 % containing cereals. The highest DON contamination was found in durum 
wheat and products thereof (including pasta). Median DON levels in durum and products 
containing durum were about 2-10 times higher than those of different commonly contami-
nated cereals, with maximum DON levels of 2000 to 3000 µg/kg. 
 
The incidence of ZEA was much lower, typically at 20 - 30 %, higher percentages and levels 
were mainly found in maize and products thereof, in particular in corn germ oil. All other ce-
reals usually contained much lower concentrations of ZEA (<10 µg/kg). 
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3 Einleitung und Problemstellung 

3.1 Einleitung 

Mykotoxine sind von Schimmelpilzen produzierte sekundäre Stoffwechselprodukte, die zu 
gesundheitlichen Schädigungen beim Menschen und höheren Tieren führen können (BEN-
NET ET AL. (1987)). Sie werden sowohl während des Wachstums und der Lagerung von 
pflanzlichen Agrargütern als auch nach deren Verarbeitung gebildet (SMITH ET AL. (1994)). 
Mykotoxine werden von verschiedenen Pilzen unterschiedlicher Gattungen produziert, die 
ubiquitär verbreitet sind (MARTIN UND GILMAN (1976); SMITH ET AL. (1994); GAREIS (1999)). 
 
Bereits während des 19. Jahrhunderts, insbesondere aber zum Ende des 2. Weltkrieges 
führte der Verzehr von Getreide, das aus verpilztem überwinterten Saatgut hervorging, zum 
Tode Hunderttausender in der damaligen Sowjetunion. Die Krankheit wurde unter dem Na-
men Alimentäre Toxische Aleukie (ATA) bekannt, weil sie zu starken Schädigungen der 
Blutbildung und des Immunsystems führt (GADJUSEK (1953); MAYER (1953); JOFFE (1960, 
1962, 1971); LEONOV (1977)). Dafür verantwortlich waren vermutlich Mykotoxine der Tri-
chothecen-Gruppe und hier insbesondere das T-2 Toxin bzw. das HT-2 Toxin, das von Feld-
pilzen der Gattungen Fusarium gebildet wird.  
 
Die durch Fusarientoxine hervorgerufene Erkrankung, die mit einer Verminderung der Leu-
kozytenzahl, einer Schädigung des Knochenmarks und Hautnekrosen einherging, war 
Grundlage für Forschungen zu Trichothecenen der Typ A und Typ B-Gruppen auf dem Sek-
tor der biochemischen Kriegsführung. So wird berichtet, dass es einen militärischen Einsatz 
von Typ A Trichothecenen bei Zwischenfällen mit sogenanntem „gelbem Regen" (Yellow 
Rain) in Laos (1975-81), Kambodscha (1979-81) und Afghanistan (1979-81) gegeben haben 
soll, wobei die Freisetzung jeweils durch Flugzeuge erfolgte. Die Anzahl der Todesfälle wur-
de auf über 6300 Tote in Laos, 1000 in Kambodscha und 3042 in Afghanistan geschätzt. Die 
Angriffe sollen sich in entlegenen Dschungelregionen zugetragen haben, was die Bestäti-
gung der Angriffe und die Sicherstellung von Proben des Kampfstoffs äußerst schwierig ge-
staltete, womit es bis heute keine eindeutigen Beweise für einen solchen gezielten Einsatz 
von Trichothecenen gibt. 
 
In Deutschland führten überdurchschnittlich hohe Niederschläge in den Sommermonaten der 
Jahre 1981, 1987, 1991, 1992 und 1998 zu einem starken Auftreten von Ährenfusariosen 
(AHRENS und FEHRMANN (1984); MATTHIES ET AL. (2000); MÜLLER ET AL. (1997); 
OBST (1990)). Mahl- und Backqualitäten ändern sich bei mit Fusarium befallenen Getreide, 
da der Pilz Stärkegranulat, Zellwände und Proteine des Endosperms zerstört (BECHTEL ET 
AL. (1985); DEXTER ET AL. (1996); NIGHTINGALE ET AL. (1999)). Die Auflaufrate infizierter Ge-
treidekörner ist reduziert und das Erntegut ist mykotoxinbelastet (CHELKOWSKI und PER-
KOWSKI (1992); GILBERT UND TEKAUZ (1995); LEPSCHY VON GEISSENTHAL (1992)). 
 
Obwohl Zearalenon selbst keine Steroidstruktur besitzt, wird es durch seine dosisabhängige 
östrogene Wirkung charakterisiert. Bei der Vielzahl der Publikationen, die sich mit den Aus-
wirkungen hormonell aktiver Substanzen auf die Gesundheit von Nutztieren beschäftigen, 
werden Fruchtbarkeitsstörungen wie der Hyperöstrogenismus beim Schwein oder seltener 
beim Rind (DROCHNER (1990)) als Folge einer Kontamination mit dem Mykotoxin Zearalenon 
genannt (PALYIUSIK (1977); ETIENNE und DOURMAD (1994) und BÖHM (1992, 2000)). Auf-
grund der Struktur ist Zearalenon in der Lage, an Östrogenrezeptoren in Uterus, Hypothala-
mus und Hypophyse zu binden und dabei ausgeprägte östrogene Wirkungen zu entfalten. 
Diese Substanz kann insbesondere bei Schweinen zu Schwellungen der weiblichen Genita-
lien und zur Verminderung der Fertilität führen. Hauptsächlich präpubertäre weibliche Zucht-
schweine reagieren empfindlich auf Zearalenon (DROCHNER (1998), DÄNICKE ET AL. (2000)). 
Chronische Intoxikationen können so zu erheblichen Fruchtbarkeitsstörungen führen (BAU-
ER ET AL. 1987, LUSKY ET AL. 1997).  
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Die Wirkungen von Zearalenon auf den Menschen sind nicht vollständig geklärt. Bei Mäd-
chen wird das frühzeitige Eintreten der Thelarche in bestimmten Regionen der Erde in Zu-
sammenhang mit einer Zearalenon-Exposition gesehen. So wurden 1984 bei einem verstärk-
ten Auftreten verfrühten Pubertätsbeginnes bei jungen Mädchen in Puerto Rico bei einem 
Teil der Patientinnen Zearalenon und dessen Derivate im Blut bestimmt. Zearalenon wurde 
im Gewebe der Gebärmutterschleimhaut von 49 Frauen nachgewiesen. Es wurden endo-
metrialer Drüsenkrebs, endometriale Hyperplastie und proliferative Endometrien festgestellt 
(TOMASZEWSKI ET AL. (1998)). 
 
Alle diese Beispiele für akute bzw. chronische Erkrankungen bei Menschen, verursacht 
durch Fusarientoxine der Trichothecen-Gruppe als auch von Zearalenon und dessen Deriva-
ten, bedingen die Notwendigkeit für die Überwachung dieser Verbindungen in den Grund-
nahrungsmitteln insbesondere aber in Lebensmitteln für Säuglinge und Kleinkinder. In der 
Europäischen Union wird derzeit über Höchstmengen für Deoxynivalenol, andere Trichothe-
cene und Zearalenon beraten. In Deutschland wurden mit der am 4. Februar 2004 verkünde-
ten Verordnung zur Änderung der Mykotoxin-Höchstmengenverordnung und der Diätverord-
nung Höchstmengen für Deoxynivalenol und Zearalenon in Lebensmitteln festgelegt. 
 
 
3.2 Problemstellung 

Wie einleitend dargelegt, sind die Fusarientoxine der Trichothecen-Gruppe als potenzielle 
Ursachen für eine Vielzahl von endemisch und akut verlaufenden Erkrankungen beim Men-
schen verantwortlich.  
 
Aufgrund dieser Tatsache müssen europa- und weltweite gesetzliche Verordnungen für Tri-
chothecene und Zearalenon zum Schutz der menschlichen Gesundheit festgesetzt werden. 
Aufbauend auf der Risikobewertung unter Berücksichtigung toxikologischer Erkenntnisse, 
Belastungsdaten der Lebensmittel und dem Ernährungsverhalten der Bevölkerung erfolgt die 
rechtliche Durchsetzung in der Festlegung von Höchstmengen. Zur Überwachung der fest-
gesetzten Höchstmengen werden wiederum analytische Verfahren benötigt, die eine Begut-
achtung der betroffenen Lebensmittelgruppen zulässt.  
 
Hierzu ist festzuhalten, dass in der Literatur unterschiedliche Methoden zur Bestimmung von 
Trichothecenen und Zearalenon in Lebens- und Futtermitteln beschrieben sind. Diese Me-
thoden entsprechen aber nur in den seltensten Fällen den Anforderungen an gerichtsfeste 
analytische Verfahren und es ist oft nicht möglich, mehrere Verbindungen gleichzeitig zu 
bestimmen. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, neben den für diese Toxingruppe bekannten Ver-
bindungen Deoxynivalenol und Zearalenon weitere Typ A und Typ B Trichothecene bzw. 
weitere Resorcylsäure-Lactone gemeinsam zu erfassen. Um diese Zielsetzung zu erreichen, 
wurden folgende Arbeitschwerpunkte festgelegt: 

• Charakterisierung von analysengerechten Labor-Teilproben unter Berücksichtigung der 
europäischen Vorgaben zur Probennahme 

• Einsatz von neuartigen Techniken für die Extraktion der Toxine 

• Aufreinigung von Rohextrakten aus unterschiedlichen Lebensmittelmatrizes 

• Trennung und Detektion sowohl von Typ A und Typ B Trichothecenen als auch von Zea-
ralenon und dessen Derivaten 

• Methodenvalidierung durch Laborvergleichsuntersuchungen und Ringversuche 

• Erstellung von Referenzmethoden auf Basis der LC-MS/MS-Methodik 
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Ausgehend von diesen Arbeitsschwerpunkten sollten effiziente und moderne Analysenver-
fahren erstellt, optimiert und validiert werden. Neben diesen routinemäßig einsatzfähigen 
Methoden sollten ebenfalls Referenzmethoden entwickelt und die Verfahren kreuzvalidiert 
werden. Zuletzt sollte die Möglichkeit einer Multitoxin-Analytik eingehender betrachtet wer-
den.  
 
Im Falle der Extraktion als auch für die Aufreinigung der Analyten sollten bereits bestehende 
Verfahren und neuartige Techniken für entsprechend problemorientierte Fragestellungen 
erarbeitet und deren Effektivität und routinemäßige Anwendbarkeit klargestellt werden. Dabei 
sollte besonders die Störanfälligkeit der Verfahren durch begleitende Lebensmittelmatrix 
berücksichtigt werden.  
 
Die hausintern validierten Methoden sollten durch Laborvergleichsuntersuchungen und 
Ringversuche über den Zeitraum des Verbundforschungsvorhabens kontrolliert werden, um 
eine funktionsfähige Analytik zu dokumentieren und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu 
gewährleisten. 
 
Die Trennungs- und Detektionssysteme sollten auf deren Empfindlichkeit und Selektivität 
untersucht werden. Unter anderem sollte ein Vergleich von Referenzverfahren (LC-MS/MS), 
Routineverfahren (HPLC-UV/VIS; HPLC-FLD) und immunochemischen Verfahren (ELISA) 
erstellt werden.  
 
Die optimierten Analysenmethoden sollten für die Datenerhebung im Verbundforschungsvor-
haben „Vorkommen und Analytik wichtiger Fusarientoxine (Deoxynivalenol und Zearalenon), 
sowie deren Aufnahme durch den deutschen Verbraucher“ eingesetzt werden, um die Belas-
tungssituation des deutschen Lebensmittel-Warenkorbs zu ermitteln und darüber hinaus 
notwendige Risikoabschätzungen durchzuführen. 
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4 Theoretischer Teil 

4.1 Trichothecen- und Zearalenon-produzierende Schimmelpilze 

Das Wachstum der Getreidepflanze wird durch eine Vielzahl biotischer und abiotischer Fak-
toren des umgebenden ökologischen Systems bestimmt. Ein wichtiger Faktor ist der mikro-
bielle Befall des Getreides, zu dem auch die pilzliche Mikroflora gehört. Der häufigste Befall 
durch Schimmelpilze wird durch Vertreter der Gattungen Fusarium, Alternaria, Cladospori-
um, Helminthosporium, Epicoccum und Microdochium hervorgerufen (LACEY (1989)).  
 
Pflanzenpathogene Pilze der Gattung Fusarium gehören zur natürlichen Mikroflora des  
Oberbodens. Zur Gruppe der Fusarientoxine zählt man diejenigen Mykotoxine, die haupt-
sächlich von Fusarium spp. gebildet werden. Darunter fallen Trichothecene, Fumonisine, 
Moniliformin, Zearalenon, Butenolide sowie die zur Stoffklasse der zyklischen Oligopeptide 
zählenden Enniatine, Beauvericine und Fusaroproliferine. Am häufigsten unter den Ährenfu-
sarien kommt F. graminearum vor, in feuchtkühlen Gebieten auch F. culmorum.  
 
Tab. 1: Zusammenhang zwischen produziertem Mykotoxin und der Pilzgattung 

Mykotoxin Pilzgattung 
Typ A Trichothecene 

T-2 Toxin F. tricinctum, F. culmorum (F. roseum), F. solani, F. poae, F. sporotrichioides 
und Trichoderma lignorum 

HT-2 Toxin F. culmorum (F. roseum), F. poae und F. sporotrichioides  
T-2 Tetraol F. poae und F. sporotrichioides 

Neosolaniol F. culmorum (F. roseum), F. solani, F. poae, F. sporotrichioides, F. equiseti 
und F. averaceum 

Verrucarol Produkt einer alkalischen Hydrolyse von Verrucarin A, welches aus Myrothe-
cium verrucaria stammt   

4,15-Diacetoxyscirpenol F. roseum, F. sambucinum, F. Tricinctum und F. equiseti 
15-Acetoxyscirpenetriol F. roseum und F. sambucinum 
Typ B Trichothecene 
Nivalenol F. nivale, F. graminearum und F. crookwellense 
4-Deoxynivalenol F. graminearum, F. culmorum und F. roseum  
3-Acetyl-4-deoxynivalenol F. culmorum und F. graminearum  
15-Acetyl-4-deoxynivalenol F. graminearum  
Fusarenon X F. nivale, F. crookwellense, F. graminearum und F. equiseti 
Trichothecin F. roseum 
Zearalenon und Derivate 
Zearalenon  F. culmorum, F. graminearum, F. equiseti und F. cerealis 

 
Die Vertreter der Fusarien sind dadurch gekennzeichnet, dass sie zum Wachstum eine sehr 
hohe Wasseraktivität (aw> 0,85) benötigen. Sie werden in der Gruppe der Feldpilze zusam-
mengefasst. Eine mögliche Toxinkontamination durch Fusarium spp. hat häufig schon vor 
der Ernte stattgefunden (CHELKOWSKI ET AL. (1991)). Die Sporen werden mittels Wind, Was-
serspritzer auf dem Boden oder über den Kontakt mit infizierten Pflanzenteilen (Fruchtfolge) 
übertragen. Äußerst kritisch für eine Infektion ist dabei die Zeit der Blüte (SUTY ET AL. 
(1996)), wobei ein feuchtwarmes Klima die Infektion begünstigt. Die Getreidekrankheit  
„Weißährigkeit“, die im englischsprachigen Raum als Fusarium Head Blight (FHB) bekannt 
ist, entsteht vor allem durch Befall mit F. graminearum (WIERSMA ET AL. (1996); SCHAAFSMA 
ET AL. (1993)) und F. culmorum (PERKOWSKI ET AL. (1996)). Diese Weißährigkeit zeigt Abb. 1. 
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Abb. 1: Fusarium Weißährigkeit am Beispiel Weizen 

 
 
A = ausgebleichte Ähre im Bestand;  
B = rötliche Sporenlager an befallenem Ährchen;  
C = ausgebleichte, befallene und gesunde  Körner einer Ähre 
 
Die Ausdehnung von FHB ist eng mit übermäßiger Feuchtigkeit zur Zeit der Blüte verknüpft. 
Der Zeitpunkt der Niederschläge ist wesentlich entscheidender als die Menge des Nieder-
schlags nach der Infektion. F. graminearum wächst optimal bei einer Temperatur von 24 ºC -
 26 ºC und einem aW-Wert über 0,88. F. culmorum wächst optimal bei 21 ºC und einem aW-
Wert über 0,87 (PITT UND HOCKING (1997)). Die geographische Verbreitung der beiden Arten 
steht im Zusammenhang mit dem Temperaturoptimum, da F. graminearum bevorzugt in 
wärmerem Klima auftritt. Die jeweilige Befallssituation wird neben der Witterung von der 
Fruchtfolge, der Bodenbearbeitung und der Sortenwahl des Getreides beeinflusst.  
 
Weiterhin ist zu berücksichtigen, dass die Sporen dieser Organismen über lange Zeiträume 
lebensfähig sind und bei unsachgemäßer Lagerung, Transport und Verarbeitung wieder aus-
keimen und zur Mykotoxinbildung führen können (BENNETT UND RICHARD (1996)). 
 
Alle Fusarien können sowohl auf der Pflanze, als auch später bei der Lagerung ihre Toxine 
bilden. JIMENEZ ET AL. (1996) stellten für F. graminearum die höchste Zearalenonproduktion 
bei einem aw-Wert von 0,97 und einer Temperatur von anfänglich 28 °C, gefolgt von 12 °C, 
fest. MIROCHA (1967) wies ebenfalls auf den positiven Effekt eines Temperaturabfalls hin. 
 
Schimmelpilze der Gattung Fusarium verursachen in der Maispflanze zwei unterschiedliche 
Krankheitsbilder. Die erste, im englischsprachigen Raum als  „Gibberella ear rot“ oder Rot-
kolbenfäule (englisch „red ear rot“) bezeichnet, beginnt an der Spitze des Maiskolbens und 
entwickelt ein rotes bis rosafarbenes Myzel, das einen großen Teil des Maiskolbens befällt. 
Dieser wird in Nordamerika hauptsächlich von F. graminearum verursacht (KOEHLER (1959); 
SMITH UND WHITE (1988); MILLER (1994)). In Europa ist diese Pflanzenkrankheit mit weiteren 
Fusarium-Arten verbunden, insbesondere F. culmorum (MILLER (1994); BOTTALICO (1998)). 
„Gibberella ear rot“ herrscht in kühleren Bereichen oder jenen mit höheren Niederschlags-
vorkommen während der Wachstumsphase (KOEHLER (1959); SMITH UND WHITE (1988); BO-
CAROV-STANCIC ET AL. (1997); ELLEND ET AL. (1997)). Das zweite Erscheinungsbild der Fusa-
rinose auf der Maispflanze wird als Fusarien-Kolbenfäule (englisch „Fusarium ear rot“) be-
zeichnet. Dieses tritt normalerweise zufällig auf unterschiedlichen Maiskörnern, Gruppen von 
Maiskörnern oder an beschädigten Kernen auf und besteht aus einem weißen oder leicht 
rosafarbenen Myzel. Diese typischen Symptome werden von F. proliferatum, F. subglutinans 
oder F. verticillioides verursacht. Abb. 2 verdeutlicht die durch verschiedene Fusariumarten 
bedingten Mais-Kolbenfäule.  
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Abb. 2: Fusarium Mais-Kolbenfäule. Weißes (F. poae) bis rosa-purpur gefärbtes (F. graminearum), filzig 
wolliges Myzel 

 
 
„Fusarium ear rot“ und „Gibberella ear rot“ bevorzugen unterschiedliche klimatische Bedin-
gungen. Im Gegensatz zu „Gibberella ear rot“ kommt „Fusarium ear rot“ in wärmeren und 
trockeneren Bereichen häufiger vor (MILLER ET AL. (1994); BOTTALICO (1998)). Diese Tatsa-
che ist mit verschiedenen Temperaturoptima für F. graminearum und F. verticillioides ver-
bunden. „Gibberella ear rot“ bevorzugt eine hohe Luftfeuchtigkeit im Wachstum, gefolgt von 
gemäßigten Temperaturen und hohen Niederschlagsmengen während der Reifungszeit. 
„Fusarium ear rot“ bevorzugt im Allgemeinen ein warmes, trockenes Klima während der Rei-
fungszeit (MARASAS ET AL. (2000)).  
 
 
4.2 Trichothecene  

4.2.1 Einteilung der Trichothecene 

Trichothecene sind eine Gruppe von natürlich vorkommenden Sesquiterpenen, die in erster 
Linie von Fusarium-Arten, aber auch von Vertretern der Gattungen Cephalosporium, Cryp-
toela, Cylindrocarpon, Stachybotrys, Myrothecium, Trichoderma, Cladosporium, Trichotheci-
um und Verticimonosporium (SMITH ET AL. (1994)) gebildet werden. Diese Tetrazyklen besit-
zen, wie in den Abb. 3 und Abb. 4 dargestellt, als Grundstruktur ein 12,13-Epoxy-trichothec-
9-en Ringsystem und sind in vier Gruppen aufgeteilt, die als Typ A-, Typ  B-, Typ  C- und 
Typ  D-Trichothecene bezeichnet werden. In Abhängigkeit von der Anwesenheit einer mak-
rozyklischen Brücke, unterscheidet man zwischen makrozyklischen und nicht-
makrozyklischen Trichothecenen. Die nichtmakrozyklischen Typ B Trichothecene unter-
scheiden sich von den Typ A Trichothecenen durch eine α,β-ungesättigte Ketogruppe am C8-
Atom. Diese beiden Typen umfassen mehr als 150 der bisher isolierten und identifizierten 
Trichothecene. Ein weiterer Epoxid-Ring zwischen den C7- und C8- oder C9- und C10-Atomen 
charakterisiert die Typ C Trichothecene. Typ D Trichothecene sind zwischen den C4- und 
C15-Substituenten über einen makrozyklischen Ring verbunden. Epidemiologische Untersu-
chungen zeigten, dass die vorherrschenden Typ A und Typ B Trichothecene am weitesten in 
Getreide und Futtermitteln als natürlich vorkommende Toxine verbreitet sind. Wie viele se-
kundäre Stoffwechselprodukte werden auch Trichothecene auf dem biosynthetischen I-
sopren-Bildungsweg gebildet. Auf diesem Weg stellt das Trichodien eine wichtige intermedi-
äre Verbindung dar und lässt sich vergleichbar den Steroiden auf die Mevalonsäure als Aus-
gangssubstanz zurückführen (UENO, 1985). Abb. 3 und Abb. 4 zeigen die grundlegende 
Strukturformel der Typ B und Typ A Trichothecene.  
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Abb. 3: Grundstruktur der Typ B Trichothecene: 12,13-Epoxy-trichothec-9-en (nach Cole et al. (2003)); 
siehe Anhang Abschnitt I, Tab. A-1) 
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Abb. 4: Grundstruktur der Typ A Trichothecene: 12,13-Epoxy-trichothec-9-en (nach Cole et al. (2003)); 
siehe Anhang Abschnitt I, Tab. A- 2) 
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4.2.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften der Typ A und Typ B Trichothecene  

Auf Grund ihrer polaren Struktur sind Trichothecene gut löslich in Acetonitril, Methanol und 
Ethylacetat. WEI UND CHU (1986) zeigten, dass die Stabilität von Trichothecenen in Metha-
nol, insbesondere derer, die eine Acetoxy-Gruppe aufweisen, einer Methanolyse unterliegen 
und lagerungsbedingte, UV-absorbierende (bei ca. 210 nm), bisher nicht identifizierte Ne-
benprodukte bilden. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Ester-Gruppen von Tri-
chothecenen schon unter leicht alkalischen Bedingungen bzw. unter Einwirkung von Ester-
asen zu den korrespondierten Alkoholen reagieren können.  
 
Der Hauptvertreter der Typ B Trichothecene ist das Deoxynivalenol. Es kristallisiert in farblo-
sen Nadeln bei einem Schmelzpunkt von 151 - 153 °C. Die α, β-ungesättigte Ketogruppe der 
Typ B Trichothecene verursacht eine Absorption im kurzwelligen UV-Bereich. Das resultie-
rende UV-Spektrum erweist sich jedoch als wenig charakteristisch. Die 12,13-Epoxy Gruppe 
ist sehr stabil gegenüber nucleophilen Reaktionen. Unter dem Einfluss von starken Säuren 
unterliegt die Trichothecen-Grundstruktur einer intramolekularen Umlagerung zu Apotri-
chothecenen. Die freien Hydroxylgruppen können derivatisiert (verestert) werden. Ein weite-
rer wichtiger Vertreter ist Nivalenol (NIV).  
 
Die Hauptvertreter der Gruppe der Typ A Trichotecene sind T-2 Toxin und HT-2 Toxin. 
T-2 Toxin bildet weiße Nadeln mit einem Schmelzpunkt von 151 - 152 °C. GREENHALGH ET 
AL. (1984) berichteten über thermisch induzierte Isomerierungsreaktionen von Deoxynivale-
nol in einem Temperaturbereich von 160 - 200 °C bei einer Erhitzungsdauer von einer Stun-
de. Untersuchungen von WIDESTRAND UND PETTERSSON (2001) zufolge unterliegen Lösun-
gen von DON und NIV in Ethylacetat bei einer Lagerzeit von 24 Monaten bei 4 °C und nach 
zwölf Monaten bei 25 °C einer signifikanten Zersetzung. Diese Reaktionen werden in Lösun-
gen von DON und NIV in Acetonitril nicht beobachtet. T-2 Toxin und HT-2 Toxin sind in Ace-
tonitril aber auch in Ethylacetat innerhalb der genannten Bedingungen ebenfalls stabil.  
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4.3 Zearalenon und dessen Metabolite 

4.3.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften 

Die Gruppe der Zearalenone werden in der Literatur oft als Resorcylsäurelactone (RAL) zu-
sammengefasst. Gemäß IUPAC besitzt der Hauptvertreter Zearalenon (ZEA) folgende No-
menklatur [(−(3S,11E)-3,4,6,9,10-Hexahydro-14,16-dihydroxy-3-methyl-1H-2-benzoxaclo-
tetra-decin-1,7(8H)-dion]. ZEA bildet farblose, hautreizende Kristalle und besitzt einen 
Schmelzpunkt von 164 - 165 °C. Die Schmelzpunkte von α-Zearalenol (α-ZOL) bzw. β-
Zearalenol (β-ZOL) betragen 168 - 169 °C bzw. 174 - 176 °C, der von Zearalanon  
192 - 193 °C und von α-Zearalanol (α-ZAL) bzw. β-Zearalanol (β-ZAL) 145 - 147 °C bzw. 
182 - 183 °C. ZEA ist in alkalischen Lösungen, Methanol, Acetonitril, Aceton, Ethern, Benzol 
und Ethanol gut löslich, in reinem Wasser unlöslich. Das UV-Spektrum von ZEA ist charakte-
ristisch und besitzt in Methanol drei Absorptionsmaxima bei einer Wellenlänge von 314 nm, 
274 nm und 236 nm. Die entsprechenden molaren Extinktionskoeffizienten [L/mol·cm] betra-
gen ε314 = 6 000 ± 300, ε274 = 13 900 ± 695 und ε236 ± 1 500 (POHLAND ET AL. (1982)). Für die 
Biotransformationsprodukte bestimmten BENNET UND SHOTWELL (1990) zusammen mit fünf 
weiteren Laboratorien die molaren Extinktionskoeffizienten von α-Zearalenol (ε236 nm = 28 538 
±  558) und β-Zearalenol (ε238 nm = 24 963 ±B B 747) in Methanol. 
 
Abb. 5: Strukturformeln von Zearalenon und dessen Biotransformationsprodukten 

 
SYDENHAM ET AL. (1996) erstellten Fluoreszenz-Spektren von ZEA und β-ZOL aus methano-
lischen Lösungen. Daraus resultierte eine Emissionswellenlänge von 460 nm und Anre-
gungswellenlängen von 241 nm (40 %), 278 nm (80 %) und 315 nm (60 %). Für β-ZOL wur-
de ebenfalls eine Emissionswellenlänge von 460 nm ermittelt. Die Anregungswellenlängen 
wurden zu 278 nm (60 %) und 315 nm (80 %) bestimmt. Bei einer Anregungswellenlänge 
von 360 nm weist ZEA eine leicht blaue Fluoreszenz auf. Diese charakteristische Eigen-
schaft wird für die Detektion in der Dünnschichtchromatographie als auch in der Flüssigch-
romatographie genutzt. Wie Abb. 5 verdeutlicht, besitzt ZEA die beiden diastereomeren Bio-
transformationsprodukte α-Zearalenol (α-ZOL) und β-Zearalenol (β-ZOL). Diese können 
durch Hydrierung der Ketofunktion an der C7 Position gebildet werden. Neben α-Zearalanol 
(internationaler Freiname: Zeranol) und β-Zearalanol (internationaler Freiname: Taleranol) 
entstehen nach katalytischer Reduktion von ZEA weitere Diastereomere. 
 

O

OH

OH

O

O  

O

OH

OH

O

O  
Zearalenon (ZEA) Zearalanon (ZAN) 

O

OH

OH

O

OH  

O

OH

OH

O

OH  
α- bzw. β-Zearalenol (α- bzw. β- ZOL) α- bzw. β-Zearalanol (α- bzw. β- ZAL) 



 
 
20 Bundesinstitut für Risikobewertung 

Die Grundstruktur von ZEA basiert auf einem Lacton-Gerüst und ist im kalten, alkalischen 
Milieu stabil. Bei längerer Exposition unter diesen Bedingungen wird der Lacton-Ring hydro-
lysiert.  
 
Im Verlauf einer thermischen Lebensmittelzubereitung bleibt ZEA stabil. RYU ET AL. (2003) 
führten eine Studie zur Bestimmung der Hitzestabilität von ZEA durch. Der ZEA-Gehalt wur-
de während eines Erhitzungsprozesses bei verschiedenen Temperaturen (100 °C, 125 °C, 
150 °C, 175 °C, 200 °C und 225 °C) in einer wässrigen Pufferlösung mit unterschiedlichen 
pH-Werten gemessen. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Reduktion von ZEA stieg mit wach-
sender Prozesstemperatur. Weniger als 23 % ZEA gingen verloren bis zu einer Temperatur 
von 125 °C, während 34 % - 68 % je nach eingestelltem pH-Wert nach 60-minütiger Erhit-
zungsdauer verloren gingen. Bei einer Temperatur von ≥ 175 °C wurden mehr als 92 % ZEA 
nach einer 60-minütigen Erhitzungsdauer zersetzt. Ungeachtet der unterschiedlich einge-
stellten pH-Werte wurde eine vollständige Toxinmengenreduktion von ZEA in weniger als 30 
Minuten bei 225 °C erreicht. Bei einem pH Wert von 7 war ZEA am stabilsten, gefolgt von 
einem pH-Wert von 4 und 10. 
 
 
4.4 Toxikologie der Typ A und Typ B Trichothecene 

Ein Überblick der relevanten toxikologischen Daten zur Risikoabschätzung der Trichothece-
ne wurde von dem European Commission Scientific Committee on Food (SCF) und dem 
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA), ERIKSEN UND ALEXANDER 
(1998) und SCHLATTER (2004) zusammengefasst. 
 
 
4.4.1 Toxikokinetik: Aufnahme, Verteilung, Absonderung und Metabolismus 

PRELUSKY ET AL. (1990) verabreichten Schweinen eine Einzelinjektion von 1 mg radioaktiv 
markiertem DON/kg KG. Dieses konnte daraufhin in allen Geweben nachgewiesen werden. 
Die höchsten Konzentrationen wurden in Niere, Leber, Urin und Galle gefunden. Die Halb-
wertszeit betrug 3,9 Stunden. Vier Stunden nach der Injektion konnten nur noch Spuren de-
tektiert werden.  
 
Nach einer Verabreichung von 10 mg/kg radioaktiv markiertem DON an Ratten, wurde 96 
Stunden nach Verabreichung der Hauptteil der Radioaktivität im Faeces (64 %) und im Urin 
(25 %) nachgewiesen. Spuren an Radioaktivität wurden noch in der Leber und anderen Ge-
weben erfasst. Ein Deepoxy-Metabolit wurde im Urin nach oraler Verabreichung nachgewie-
sen (IARC, 1993). Diese Deepoxidationsreaktion läuft wahrscheinlich in der Mikroflora des 
Darms ab. Dies konnte in vielen in vitro-Untersuchungen bestätigt werden, in denen DON mit 
der mikrobiologischen Flora von Mäusen oder Schweinen inkubiert wurde. 
 
Das Muster der T-2 Toxin Toxizität ist vergleichbar mit dem Toxizitäts-Muster von DON. T-2 
Toxin wird nach Verabreichung an verschiedenen Tieren rasch aufgenommen und im Orga-
nismus mit geringer bis keiner Akkumulation in die verschiedenen Organe verteilt. Die Halb-
wertszeit von T-2 Toxin beträgt im Plasma 20 Minuten.  
 
YOSHIZAWA ET AL. (1983) bestimmten nach oraler Verabreichung von DON an Ratten Dee-
poxy-Deoxynivalenol (DOM-1) als zentralen Metabolit in Faeces. Dieser Deepoxy-Metabolit 
wurde später ebenfalls in Faeces, Urin, Blutplasma und Milch von laktierenden Kühen be-
stimmt. Der Metabolit konnte ebenfalls nachgewiesen werden, nachdem DON mit der Darm-
Mikroflora von Kühen und Schweinen inkubiert wurde. SWANSON UND CORLEY (1989) konn-
ten in Schafen und Kühen die Anwesenheit von konjugierten Glucoronid-Deoxynivalenol und 
DOM-1 in Ratten und Kühen nachweisen.  
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NIV wird hauptsächlich zu Deepoxy-Nivalenol biotransformiert. Männlichen Ratten wurden 
5 mg NIV/kg KG oral mehrfach verabreicht. Dabei wurden 80 % des verabreichten NIV im 
Faeces und 1 % im Urin als Deepoxy-NIV ausgeschieden. 7 % des verabreichten NIV wur-
den nicht biotransformiert im Faeces wiedergefunden und ebenfalls zu 1 % im Urin (ONJI ET 
AL. (1989)). Diese Detoxifikationsreaktion kann auf eine mikrobiologische Aktivität zurückzu-
führen sein. 
 
T-2 Toxin wird schnell durch eine Deacetylierung, Hydroxylierung, Glucuronid-Konjugation 
und Deepoxylierung metabolisiert. Den wichtigsten Biotransformationsweg stellt dabei die 
Deacetylierung der C4-Acetylgruppe von T-2 Toxin dar. Dies führt zur Bildung von 
HT-2 Toxin. Diese Reaktion wird durch nicht spezifische Carboxyesterasen katalysiert und 
findet hauptsächlich in der Leber, aber auch im Blutplasma, dem Darm und weiteren Gewe-
ben statt (JOHNSEN ET AL. (1998); CONRADY-LORCK ET AL. (1989)). Diese, in vivo sehr schnell 
verlaufende Biotransformation hat zur Folge, dass die Toxizität von T-2 Toxin letztlich auf die 
Toxizität von HT-2 Toxin zurückzuführen ist. Dies wird dadurch deutlich, dass die akute Toxi-
zität von T-2 und HT-2 Toxin in den gleichen Konzentrationsbereichen liegt. 
 
 
4.4.2 Toxische Wirkungen – Deoxynivalenol 

Nach heutigem Stand der Wissenschaft liefert eine auf zwei Jahre angelegte Fütterungsstu-
die mit B6C3F1 Mäusen von IVERSON ET AL. (1995) den Ansatzpunkt zur Risikoabschätzung 
von DON. Diese Mäuse wurden mit 0, 1, 5 oder 10 mg DON/kg Futter (entspricht ca. 0,1, 0,7 
oder 1,5 mg/kg KG weibliche Mäuse und 0,1, 0,5 oder 1,1 mg/kg KG für männliche Mäuse) 
gefüttert. Die exponierten Mäuse zeigten eine konzentrationsabhängige geringere Gewichts-
zunahme als die Tiere der Kontrollgruppe. Bei den weiblichen Mäusen wurde eine statistisch 
signifikante, aber niedrige dosisgebundene Zunahme der IgA und IgG Konzentrationen (< 
10 %) festgestellt. Ebenfalls wurde eine dosisabhängige Abnahme der präneoplastischen 
und neoplastischen Verletzungen der Leber in exponierten Mäusen im Vergleich zu der Kon-
trollgruppe beobachtet. Die Abnahme der Häufigkeit von Neoplasma war ein Ergebnis der 
verminderten Nahrungsaufnahme, da bekannt ist, dass eine Abnahme des Körpergewichtes 
zu einer Senkung der Tumorbildung bei Nagetieren führen kann. Eine signifikante Gewichts-
reduktion wurde bei Mäusen, die die zwei höchsten Dosen erhielten (5 und 10 mg DON/kg) 
festgestellt. Diese Studie lieferte keinen Beweis für die Kanzerogenität von DON in Mäusen. 
 
Tab. 2: Abgeleitete NOAEL’s für DON (SCHLATTER ET AL. (2004)) 

Studie Kritischer Effekt NOAEL 
(mg/kg KG/Tag) 

Literatur 

Maus, Immuntoxizität Erhöhte Infektionsanfälligkeit 0,25 TRYPHONAS ET AL. 
(1986) 

Maus, Teratogenität Fetale Skelettmissbildungen 0,50 KHERA ET AL. (1982) 

Maus, Fruchtbarkeitsstörungen Postnatale Sterblichkeit 0,37 KHERA ET AL. (1984) 

Schwein, subchronisch  
(-100 Tage) 

Reduziertes Gewicht 0,04 BERGSJØ ET AL. (1992) 

Schwein, subchronisch  
(-100 Tage) 

Reduziertes Gewicht, Leber- 
und Blutalbuminwerte 

0,06 BERGSJØ ET AL. (1993) 
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Akute/subakute Toxizität 
Anzeichen von akuter DON-Vergiftung beinhalten Erbrechen, Verweigerung der Futterauf-
nahme, Gewichtsverlust und Diarrhö. Eine durch orale Aufnahme ermittelte „Minimale Brech-
reiz-Dosis“ (MED) von DON im Schwein konnte in verschiedenen Studien zu etwa 50 µg/kg 
KG bestimmt werden. Schweine sind gegenüber mit DON belastetem Futter empfindlich und 
eine reduzierte Futteraufnahme konnte bei einer DON-Konzentration von 1 - 2 mg/kg beo-
bachtet werden (TRENHOLM ET AL. (1989)). Die verweigerte Futteraufnahme und das Erbre-
chen könnten durch die Wirkungen der serotoninergischen Aktivität im Nervensystem verur-
sacht werden. Histologische Veränderungen im Gewebe verschiedener Spezies nach akuter 
Vergiftung mit DON schließen Nekrosen im gastrointestinalen Trakt, im Knochenmark, in 
lymphozytischen Geweben und in Eierstöcken ein. Fokale Veränderungen in Nieren und in 
Herzgeweben von Mäusen konnten ebenfalls beobachtet werden (WHO, 1990; TRENHOLM ET 
AL. (1989); IARC, 1993). 
 
Subchronische/chronische Toxizität 
Innerhalb von 28 Tagen wurde fünf bis sechs Wochen alten Ferkeln natürlich kontaminiertes 
Futter, das zwischen 0 bis 3,0 mg DON/kg (geschätzte durchschnittliche tägliche Aufnahme 
von 0, 0,05, 0,1 und 0,2 mg/kg KG) enthielt, gefüttert. Zusätzlich zu DON enthielt das Fut-
termittel 15-AcDON (etwa 20 % von DON). Eine Reduzierung der Körpertemperatur konnte 
innerhalb der ersten Wochen bei den behandelten Tieren beobachtet werden. Dies war in 
den darauf folgenden Wochen nicht mehr messbar. Zudem wurde eine reduzierte Futterauf-
nahme nachgewiesen. Bedingt durch die verringerte Futteraufnahme konnten verschiedene 
biochemische Veränderungen ebenfalls bestimmt werden. Wahrscheinlich zeigen jedoch die 
reduzierte Körpertemperatur, eine veränderte Magenphysiologie und geringere Konzentrati-
onen von α-Globulin Auswirkungen der Toxine (ROTTER ET AL. (1994)) an. In einer analog 
angelegten Studie, in der innerhalb von zwei bis drei Wochen 4,0 mg/kg DON enthaltendes 
Futtermittel verabreicht wurde, konnte eine Abnahme in den Serumproteinen nachgewiesen 
werden (ROTTER ET AL. (1996)). 
 
TRYPHONAS ET AL. (1986) fütterte Schweizer Webster Mäuse täglich mit 0, 0,25, 0,5 oder 
1,0 mg DON/kg KG über einen Zeitraum von fünf Wochen. Es wurden keine histopathologi-
schen Veränderungen in Thymus, Milz oder Lymphknoten festgestellt. Eine Exposition von 
bis zu 1,0 mg/kg KG führte zu einer signifikanten Reduktion von α1- und α2-Globulin in dem 
Serum, einer Zunahme im Gesamtalbumin, einer verringerten Futteraufnahme und Ge-
wichtsverlust. Eine signifikante Reduktion der Futteraufnahme wurde erst ab der vierten Wo-
che beobachtet. Eine verringerte Gewichtszunahme wurde ab der zweiten Woche deutlich. 
Mäuse, die mit 0,25 mg DON/kg KG gefüttert wurden, zeigten keine Veränderungen.  
 
In zwei Fütterungsstudien erhielten junge Schweine natürlich kontaminiertes Futtermittel  
(0 - 4 mg DON/kg KG) in einem Zeitraum von drei Monaten. Dabei konnte eine verringerte 
Futteraufnahme (gemessen am Energieumsatz) und ein Gewichtsverlust in den Gruppen 
beobachtet werden, die 1,7 mg DON/kg Futter oder mehr aufnahmen. Erhöhte Lebergewich-
te, verringerte Konzentrationen von Serumglobulin und -albumin und temporäre Abnahme 
von Serumkalzium- und Serumphosphor-Konzentrationen wurden beobachtet. (BERGSJØ ET 
AL. (1992, 1993)).  
 
Genotoxizität/Teratogenität 
KHERA ET AL. (1986) fütterten Kaninchen mit 0, 0,3, 0,6, 1,0, 1,6, 1,8 und 2,0 mg DON/kg KG 
ab dem ersten bis zum dreißigsten Tag der Trächtigkeit. Dabei wurde ein vermindertes Kör-
pergewicht bei den Föten beobachtet, die von den Kaninchen mit einer täglichen DON-
Aufnahme von 1,0 und 1,6 mg/kg KG stammten. Eine vollständige Resorption durch die Fö-
ten wurde in den zwei Gruppen beobachtet, die die höchsten Konzentrationen verabreicht 
bekamen. Die Dosis an DON, die bei weiblichen Kaninchen keine Wirkung hervorrief, hatte 
auch keine Auswirkung auf die Föten. Es wurden keine teratogenen Effekte während dieser 
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Untersuchung beobachtet (NOEL 0,6 mg/kg KG). Somit kann DON zu Beeinträchtigungen in 
der Reproduktion führen. 
 
Immunotoxizität  
DON verursacht dosisabhängig eine Zu- oder Abnahme der mitogenen B- und T-Zellen-
Immunantwort der Lymphozyten in verschiedenen Spezies (PESTKA UND BONDY (1994)). 
Zelltests mit niedrigen DON-Konzentrationen (5 - 50 ng/mL) führten zu einer gesteigerten 
Produktion von IgA, während bei höheren Dosen von DON (100 - 200 mg/mL) die IgA-
Produktion reduziert wurde. Jedoch zeigten einige Studien eine selektive Auswirkung auf 
verschiedene Subpopulationen von Lymphozyten an (FORSELL ET AL. (1986); PESTKA ET AL. 
(1989)). 
 
Der Mechanismus der gesteigerten IgA-Sekretion kann durch eine Änderung in der Konzent-
ration an Zytokinen hervorgerufen werden. Eine gesteigerte Sekretion von Interleukinen 2 
(IL-2), IL-4 und IL-5 und eine Abnahme in der Sekretion von IL-6 wurden in Zelltests für DON 
nachgewiesen. Eine Zunahme der Konzentration der mRNA, die IL-2, IL-4 und IL-5 codiert, 
wurde bestimmt (AZCONE-OLIVEIRA ET AL. (1995); DONG ET AL. (1994)). 
 
Die Störung von IgA kann durch die Wirkung der T-Zellen verursachenden Differenzierung 
von B-Zellen zu IgA sezernierenden Plasmazellen zurückzuführen sein. Fütterungsuntersu-
chungen mit Mäusen (25 mg DON/kg Futter) zeigten eine Steigerung der IgA-Produktion und 
erhöhte IgA sezernierende Zellen im Peyers-Plaque. Weiterhin wurde eine Differenzierung 
von Peyers-Plaque B-Zellen zu IgA sezernierenden Plasmazellen stimuliert (BONDY UND 
PESTKA (1991)). 
 
Zehn Mäuse erhielten über einen Zeitraum von fünf Wochen 0, 0,25, 0,5 oder 1,0 mg 
DON/kg KG und wurden zusätzlich mit Listeria monocytogenes geimpft. Die Anzahl von To-
desfällen stieg nicht (3, 3, 3 und 2), aber die durchschnittliche Letalität-Zeit, nachdem die 
Impfung erfolgte, reduzierte sich von 7,3 Tagen in der Kontrollgruppe auf 6,3, 5,5 und 5,3 
Tage in den entsprechend behandelten Gruppen. Bei Mäusen, die eine Dosis von 
0,25 mg/kg KG verabreicht bekamen, wurde keine Wirkung festgestellt. Das bedeutet, dass 
nach oraler Verabreichung von DON eine verringerte Resistenz gegenüber Infektionen beo-
bachtet wurde. In einer weiteren Studie von HARA-KUDO ET AL. (1996) wurde bei männlichen 
Mäusen ebenfalls eine verringerte Resistenz gegenüber Salmonellen nach Verabreichung 
von DON festgestellt (NOAEL 0,25 mg/kg KG).  
 
 
4.4.3 Toxische Wirkungen – Nivalenol 

Das toxikologische Profil von NIV entspricht weitestgehend dem von DON und die allgemei-
ne Toxizität und Immunotoxizität/Hämotoxizität in Tierversuchen scheinen ebenfalls die glei-
chen kritischen Wirkungen hervorzurufen (Tab. 2). 
 
Tab. 3: Abgeleitete orale LOAEL’s für NIV (SCHLATTER ET AL. (2004)) 

Studie Kritischer Effekt LOAEL 
(mg/kg KG/Tag) 

Literatur 

Maus, 2 Jahre (im Futter) Wachstumsverzögerung, 
Leukopenie 

0,7 Ohtsubo et al. (1989) 

Maus, 1 Jahr (im Futter) Wachstumsverzögerung, 
Leukopenie 

0,7 Ryu et al. (1988) 

Maus, während der Trächtig-
keitsperiode (im Futter) 

Intrauterine Wachstumsretar-
dierung 

1,4 Ito et al. (1988) 
(WHO, 1990) 

Maus, 7. bis 15. Tag der Träch-
tigkeit (Sondenernährung) 

Intrauterine Wachstumsretar-
dierung 

5,0 Ito et al. 1988 
(WHO, 1990) 
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Das SCF legte die Untersuchungen von RYU ET AL. (1988) und OHTSUBO ET AL. (1989) für die 
Risikoabschätzung von NIV zu Grunde. In diesen Untersuchungen wurden weibliche 
C57BL/6CrSlc SPF Mäuse mit pulverförmigen F. nivale gefüttert. Die eingesetzten Konzent-
rationen betrugen 0, 6, 12 und 30 mg/kg Futtermittel (0, 0,7, 1,4 und 3,5 mg NIV/kg KG) und 
wurden über einen Zeitraum von ein bzw. zwei Jahren verabreicht. Sowohl eine verringerte 
Körpergewichtszunahme als auch Futteraufnahme konnten in allen behandelten Gruppen 
beobachtet werden. Das absolute Gewicht der Leber wurde in der Gruppe, die 3,5 mg 
NIV/kg KG verabreicht bekam, signifikant reduziert. Das Gewicht der Nieren in den Gruppen, 
die 1,4 und 3,5 mg/kg KG verabreicht bekamen, war ebenfalls deutlich reduziert. Eine 
schwerwiegende Leukopenie wurde ebenfalls bei den Tieren beobachtet, die für ein Jahr 
geringe Konzentrationen verabreicht bekamen, wobei die Anzahl der weißen Blutkörperchen 
in der auf zwei Jahre angelegten Studie nicht beeinflusst wurde.  
 
 
4.4.4 Toxische Wirkungen – T-2 Toxin und HT-2 Toxin 

Zur Risikoabschätzung von T-2 Toxin und HT-2 Toxin legen sowohl SCF als auch JECFA die 
Studie von RAFAI ET AL. (1995) über die subakute Toxizität dieser Verbindungen zu Grunde.   
 
In dieser Untersuchung wurden vier Gruppen von sieben Wochen alten Schweinen (ca. 9 kg) 
mit 0, 0,5, 1, 2 oder 3 mg T-2 Toxin/kg KG (entspricht 0,003, 0,006, 0,1 und 0,13 mg/kg 
KG/Tag) für drei Wochen gefüttert. T-2 Toxin wurde aus Kulturen von F. tricinctum extrahiert 
und mit einer Reinheit von > 90 % bestimmt. Am ersten und vierten Tag der Behandlung 
wurden die Schweine mit Pferdeglobulin immunisiert. Blutproben wurden am 7ten, 14ten und 
21sten Tag entnommen. Die beiden höchsten Konzentrationen verursachten am 21ten Tag 
eine signifikante Reduktion der Anzahl an roten Blutkörperchen. Die Anzahl an Leukozyten, 
hauptsächlich T-Lymphozyten, verringerte sich in allen Gruppen. Eine Reduktion der Bildung 
von Antikörpern gegenüber den Pferdeglobulinen wurde ebenfalls in allen Gruppen und an 
allen Tagen beobachtet. Durch histopathologische Untersuchungen der lymphoiden Organe 
am Ende der Studie wurde eine konzentrationsabhängige Verarmung der lymphoiden Ele-
mente im Thymus und der Milz beobachtet. Gerade bei der geringsten Dosis lag die Reduk-
tion der Leukozytenanzahl bei 20 %, die Immunantwort auf das Pferdeglobulin wurde um 
29 % reduziert und die blastogenetische Antwort der Lymphozyten wurde um 25 % reduziert. 
Die Futteraufnahme verringerte sich um 10 % ohne Auswirkung auf die Gewichtszunahme in 
dieser Gruppe. Daraus leitete sich ein LOAEL von 0,03 mg/kg KG ab. 
 
Akute/Subakute Toxizität 
Die akute und subakute Toxizität von T-2 Toxin und weiteren Trichothecenen in verschiede-
nen Tierspezies wird durch die Reduzierung von lymphoiden Zellen in Thymus, Knochen-
mark und Milz charakterisiert. In akut toxischen Konzentrationen besitzt T-2 Toxin diverse 
Wirkungen auf das Immunsystem wie eine verminderte Immunantwort von Lymphozyten auf 
Mitogene, eine reduzierte neutrophile Funktion, Nekrosen in lymphoiden Organen und Ge-
webe, Lymphopenie und Leukopenie und eine verringerte Antikörperbildung. In lymphozyti-
schen Kulturen verschiedener Spezies, einschließlich denen des Menschen, inhibiert T-2 
Toxin die Immunantwort auf beide B- und T-Mitogenzellen. Zudem zeigen weitere in-vitro-
Untersuchungen, dass geringste Konzentrationen an T-2 Toxin, die mitogen induzierte 
lymphozytische Proliferation verstärken.  
 
Kanzerogenität 
Die karzinogene Wirkung von T-2 Toxin wurde durch die IARC 1993 evaluiert, mit dem Er-
gebnis, dass T-2 Toxin das Vorkommen von Lungen- und Leberadenomen erhöht. Die in 
Tab. 4 aufgeführte Studie von SCHIEFER ET AL. (1987) zeigte neben den genannten Wirkun-
gen ebenfalls eine Steigerung der epithelialen Hyperplasie des Vordermagens bei männli-
chen und weiblichen Mäusen.  
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Immunotoxizität 
Die für DON bereits dargestellten Immunotoxizitätsstudien von PESTKA UND BONDY (1994) 
und TAYLOR ET AL. (1989) zeigen analoge Ergebnisse für T-2 Toxin. Eine Exposition von ge-
ringen T-2 Toxin Konzentrationen führt zu einer Steigerung der IgA-Produktion. Diese erhöh-
te IgA-Konzentration kann auf eine verringerte aber auch eine gesteigerte IgG und  
IgM-Produktion zurückzuführen sein (PESTKA UND BONDY (1994); ATROSHI ET AL. (1994)). 
Eine erhöhte Bildung von Interleukinen durch Makrophagen (IL-1) und Lymphozyten (IL-2) 
wird ebenfalls durch eine T-2 Toxin Exposition hervorgerufen (PESTKA UND BONDY (1990, 
1994)).  
 
Unterschiedliche Studien mit T-2 Toxin belegen die Wirkung auf die Produktion von Antikör-
pern. Assays zur Bestimmung einer T-Lymphozyten-abhängigen Immunantwort (z. B. Im-
munantwort auf rote Blutzellen von Schafen) und T-Lymphozyten-unabhängigen Immunant-
wort (z. B. Dinitrophenyl Rinderserumalbumin) zeigen Effekte auf die humorale und zelluläre 
Immunantwort (RAFAI UND TUBOLY (1982); TAYLOR ET AL. (1989); WHO, 1990). Abhängig von 
der Konzentration und der Expositionsdauer wird bei Trichothecenen sowohl eine Immu-
noglobulin-Suppression als auch Stimulation beobachtet (WHO, 1990, PESTKA UND BONDY 
(1994)). 
 
Dermaltoxische Wirkung 
T-2 Toxin verursacht Ödeme, intradermale Blutungen und Nekrosen auf der Haut. Bezüglich 
der Hautirritation von T-2 Toxin sind Schweine die empfindlichsten Spezies, aber auch ande-
re Versuchstiere reagieren auf eine dermale Stimulation von T-2 Toxin. Dieser Effekt wird für 
einen biologischen Assay zur Detektion von Trichothecenen angewandt. Damit kann T-2 
Toxin bis zu einer absoluten Menge von 0,2 µg bei einem Haut-Nekrosen-Assay bestimmt 
werden.  
 
Tab. 4: Abgeleitete LOAEL’s und NOAEL’s für T-2 Toxin (SCHLATTER (2004)) 

STUDIE KRITISCHER EFFEKT NOAEL/LOAEL  
(MG/KG KG/TAG) 

LITERATUR 

MAUS, 16 MONATE LUNGEN-ADENOM 
LEBER-ADENOM 
EPITHELIALE HYPERPLASIE DES 

VORDERMAGENS  

0,23 (NOAEL) 
0,23 (NOAEL) 
0,23 (LOAEL) 

Schiefer et al. (1987) 

RATTEN, 4 WOCHEN EPITHELIALE HYPERPLASIE DES 

VORDERMAGENS 
0,5 (LOAEL) Ohtsubo und Saito (1977) 

MAUS, 5 TAGE THYMUS RÜCKBILDUNG, 
VERRINGERTE ANZAHL AN T- 

UND B-ZELLEN 

0,75 (LOAEL) Smith et al. (1994) 

AFFEN (15 TAGE SONDEN-
ERNÄHRUNG) 

LEUKOPENIE 0,1 (LOAEL) Rukmini et al. (1980) 

MAUS, ZWEI GENERATIONEN EMBRYO- UND FETOTOXIZITÄT  0,45 (NOAEL) Rousseux und  
Schiefer (1987) 

RATTEN, EINZELNE DOSIS NEUROTOXIZITÄT 0,4 (NOAEL) Sirkka et al. (1992) 

 
 
4.4.5 Humantoxizität von Trichothecenen 

In China kam es Berichten von WANG ET AL. (1993) zufolge zu Ausbrüchen von Toxikosen 
nach der Aufnahme von belastetem Reis. 97 von 165 Personen erkrankten und litten nach 
dem Verzehr unter Übelkeit, Schwindel, Erbrechen, Unterleibsblähungen, Schmerzen, 
Schüttelfrost und Durchfall. In dem entsprechenden Reis konnten 180 bis 420 µg/kg T-2 To-
xin nachgewiesen werden. Weiterhin konnten F. heterosporum und F. graminearum nach-
gewiesen werden. Auf weitere Trichothecene wurde der Reis nicht untersucht.  
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Über die alimentäre toxische Aleukie (ATA; engl.: alimentary toxic aleukia) wurde erstmals im 
Jahr 1913 aus Russland berichtet. Sie konnte in Zusammenhang mit dem Verzehr von Fusa-
rium-infizierten Getreideprodukten gebracht werden. Der schwerste Ausbruch dieser Krank-
heit wurde aus dem Jahr 1944 berichtet. Die klinischen Symptome waren Leukopenie, Blu-
tungen aus Nase und Kehle, Fieber, Erbrechen, Unterleibsschmerz und Durchfall. Epidemio-
logische Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen dieser Krankheit 
und dem Verzehr von überwintertem Weizen. Extrakte dieser Weizenpartien wurden an der 
Haut von Tieren getestet und zeigten ein hohes toxisches Potenzial. In späteren Untersu-
chungen wurde T-2 Toxin in gelagerten Proben des infizierten Weizens nachgewiesen 
(BEARDALL UND MILLER (1994); JOFFE (1974)).  
 
Schwere Lebensmittelvergiftungen traten 1989 in Kaschmir und Indien auf. Eine epidemiolo-
gische Studie schätzte die Zahl der Betroffenen auf 50.000 Menschen. Die Symptome wur-
den mit Unterleibsschmerzen, Erbrechen, Schleimhautirritationen, Blut im Stuhl und Diarrhö 
beschrieben. Dieses Krankheitsbild wurde mit dem Verzehr von infiziertem Weizen in Ver-
bindung gebracht. Der betroffene Personenkreis verzehrte durchschnittlich ein bis sechs 
Brote, die 10 - 30 g Weizen enthielten. Das Brot wurde als "Kaugummi"-ähnliches Weizen-
brot beschrieben. Daraus wurden 24 Proben Weizenfasern und Mehl untersucht. In elf Pro-
ben wurde DON in einem Konzentrationsbereich von 0,346 - 8,38 mg/kg, in zwei Proben NIV 
mit 0,03 - 0,10 mg/kg und in fünf Proben T-2 Toxin in einem Bereich von 0,55 - 4 mg/kg 
nachgewiesen. Daraus schätzten die Autoren einen NOAEL von 0,438 µg/kg KG unter der 
Annahme ab, dass ein mittlerer Verzehr von 67 g Weizenprodukt bei einem mittleren Kör-
pergewicht von 52 kg stattfand. Die Proben wurden allerdings erst vier Monate nach der Epi-
demie analysiert. Aus diesem Grund konnte keine genaue Zuordnung der untersuchten Le-
bensmittel mit spezifischen Krankheitsbildern vorgenommen werden. In diesen Proben wur-
den weitere Trichothecene nachgewiesen und bildeten ebenfalls einen Beitrag zur Toxizität 
(BHAT ET AL. (1989); BEARDALL UND MILLER (1994)). 
 
 
4.5 Toxikologie von Zearalenon und Derivaten 

Einen Überblick der relevanten toxikologischen Daten zur Risikoabschätzung von Zearale-
non wurde von dem European Commission Scientific Committee on Food (SCF, 2000) und 
dem Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA, 2000) und KUIPER-
GOODMAN ET AL. 1987 zusammengefasst.  
 
 
4.5.1 Toxikokinetik: Aufnahme, Verteilung, Absonderung und Metabolismus 

Die Biotransformation von ZEA findet hauptsächlich in der Leber statt. Nach oraler Verabrei-
chung wird ZEA sehr schnell absorbiert und bei Schweinen zu α-ZOL, β-ZOL, α-ZAL und β-
ZAL biotransformiert. Diese werden anschließend mit Glucuronsäure konjugiert. Mengenmä-
ßig stellen die Glucuronkonjugate von ZEA und α-Zearalenol die wichtigsten Metabolite in 
dieser Spezies dar. Ein abweichender Biotransformationsmechanismus wurde in Ratten 
nachgewiesen. Das frei vorkommende und das mit Glucuronsäure konjugierte ZEA sind da-
bei die dominierenden Biotransformationsprodukte gegenüber den Alkoholhomologen und 
deren Konjugaten (KUIPER-GOODMAN ET AL. (1987)). 
 
Untersuchungen mit radioaktiv markierten ZEA zeigten eine Anreicherung der Radioaktivität 
in östrogenem Zielgewebe und in Fettgewebe, was auf eine Akkumulation im Fett hindeutet. 
MIDGALOF (1983) führten vergleichende Untersuchungen zur Biotransformation von ZEA in 
weiblichen Ratten, Hasen, Hunden, Affen und im Menschen durch. Dabei wurde die Halb-
wertszeit von ZEA im Menschen nach oraler Verabreichung zu 22 Stunden bestimmt. Der 
Abbau von ZEA ist bei Menschen und Hasen geringer, da sie in der Lage sind, ZEA haupt-
sächlich über den Urin auszuscheiden. Die ZEA-Konzentration im Blut ist dabei bei Men-
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schen um ein Vielfaches größer als bei anderen Spezies. So konnte nach einmaliger oraler 
Verabreichung von ZEA nach vier Tagen noch eine geringe Konzentration im menschlichen 
Blut nachgewiesen werden. 
 
ZEA und die Biotransformationsprodukte werden in den meisten Tierarten biliär abgesondert. 
Dabei wird der größte Teil der verabreichten Dosis innerhalb der ersten 72 Stunden abge-
baut. Das strukturanaloge α-Zearalenol kann im Urin beim Hasen und Mensch nachgewie-
sen werden. 
 
Biochemische Mechanismen 
In einer Vielzahl von in-vitro-Systemen wurde gezeigt, dass ZEA und dessen Derivate an 
den Östrogenrezeptoren (ER) verschiedener Kompartimente wie Gebärmutter, Brustdrüse 
und Leber unterschiedlicher Tierspezies binden. ZEA bindet ebenfalls an den Hypothalamus-
Östrogenrezeptor und beeinflusst somit die Hormonregulation wie am Beispiel von Affen und 
Nagetieren gezeigt wurde. Dabei zeigte ZEA bei Rhesusaffen eine ähnliche Wirkung wie 
nach der Verabreichung von 17β-Estradiol (Anabolikum; Steroidhormon). ZEA und die Bio-
transformationsprodukte fungieren als synthetische Östrogen-Agonisten (KUIPER-GOODMAN 
ET AL. (1987)). 
 
KUIPER ET AL. (1998) zeigten, dass ZEA an menschlichen ERα- und ERβ-Rezeptoren binden 
und diese aktivieren kann. Für den ERα-Rezeptor wurde gezeigt, dass ZEA einen vollständi-
gen Antagonist und für den ERβ-Rezeptor einen gemischten Agonist-Antagonist darstellt.  
 
Weiterhin wurde gezeigt, dass ZEA und dessen Biotransformationsprodukte an Östrogen 
bindenden Proteinen im Zytosol verschiedener Spezies und Zelllinien wie Leber von Ratten, 
Rattengebärmutter, Brustdrüsen von Ratten, Mäusegebärmutter, Rindgebärmutter, mensch-
lichen Brustkrebszellen und geschlechtsbindenen Proteinen im Blut binden. Die Verlagerung 
des ZEA-Rezeptor-Komplexes in den Zellkern führt dabei zur beginnenden Synthese dersel-
ben Proteine wie bei einem 17β-Estradiol-Rezeptor-Komplex aber mit einer 0,001- bis 0,07-
fach geringeren Effektivität.  
 
Akute/Subakute Toxizität 
Sowohl nach oraler als auch nach interperitonaler Verabreichung zeigt ZEA eine geringe 
akute Toxizität in Mäusen, Ratten und Schweinen. Nach oraler Verabreichung konnte ein 
LD50 zwischen 2.000 - 20.000 mg/kg KG ermittelt werden. 
 
Schweine weisen eine sehr hohe Empfindlichkeit gegenüber Zearalenon auf. Eine auf acht 
Tage angelegte Fütterungsstudie mit vorpubertären Schweinen unter Verwendung einer Do-
sis von 0,02 mg/kg KG führte zur Schwellung der Vulva. Bei einer erhöhten Verabreichung 
von 0,1 und 0,2 mg/kg KG konnten neben der Vulvaschwellung auch eine Anschwellung des 
Gesäuges, eine Vergrößerung des Uterus und weitere hyperöstrogene Merkmale festgestellt 
werden (KUIPER-GOODMAN ET AL. (1987)).  
 
In einem elftägigen Expositionszeitraum verfütterten BAUER ET AL. (1987) jeweils 
0,01 mg ZEA /kg KG an weibliche Schweine. Nach Beendigung konnten Rötung und Schwel-
lung der Vulva, Schwellung der Milchdrüsen und pathologische Funktionsgebilde auf den 
Ovarien beobachtet werden. ABELHAMID (1992) fütterte Hasen mit 0,5 und 1,0 mg ZEA/kg 
Futter (vier Monate alte Hasen) und 1,0 und 4,0 mg ZEA/kg Futter (acht Monate alte Hasen). 
Bei den vier Monate alten Hasen konnte eine erhöhte Körpergewichtszunahme, Futter- und 
Wasseraufnahme, ein erhöhter Hämoglobinanteil, Serumkalzium, Phosphor und Vitamin C 
beobachtet werden. In beiden Gruppen konnten histopathologische Veränderungen in der 
Leber, Niere, Lunge, Herz, Adrenalindrüsen, Milz und Uterus beobachtet werden.  
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Chronische/Subchronische Toxizität 
Toxizitätsstudien, die in einem Zeitraum von 90 Tagen durchgeführt wurden, zeigten nach 
oraler Verabreichung gleiche Effekte. Sowohl in Versuchs- als auch in Haustieren wurde eine 
direkte Abhängigkeit von der Reaktion von ZEA bzw. dessen Biotransformationsprodukte mit 
dem ER beobachtet. Dabei scheinen Schweine und Schafe empfindlicher auf ZEA als Nage-
tiere zu reagieren. Durch Wiederholungsuntersuchungen mit einer definierten Exposition von 
unterschiedlichen Konzentrationen wurde ein NOEL von 40 mg/kg KG/Tag für Schweine 
aufgrund der östrogenen Wirkung bestimmt (KUIPER-GOODMAN ET AL. (1987)). 
 
In einer von der NTP angelegten Langzeitstudie mit 50 B6C3F1 Mäusen wurden diese mit 
0, 50 oder 100 mg ZEA/kg Futter (entspricht 0 mg/kg KG, 9 mg/kg KG oder 16 mg/kg KG bei 
männlichen und 0 mg/kg KG, 9 mg/kg KG oder 19 mg/kg KG bei weiblichen Mäusen) über 
zwei Jahre gefüttert. Bei den männlichen Mäusen konnte keine Wirkung festgestellt werden. 
Bei den weiblichen Versuchstieren konnten hyperöstrogene Effekte wie Bildung von Zysten 
in der Brustdrüse, Entzündungen im Gebärmutterhals und fokale Fibrosen der Gebärmutter 
beobachtet werden. Dabei wurde ein NOEL von ≤ 9 mg/kg KG bestimmt.  
 
Becci ET AL. (1982) verabreichten 50 Ratten im Alter von bis zu zwei Jahren 0,1, 1,0 und 
3,0 mg ZEA/kg KG. Dabei wurde die Abnahme des Körpergewichtes, die Gewichtszunahme 
einzelner Organe und eine Unterbrechung des weiblichen Zyklus beobachtet und ein NOEL 
von 0,1 mg/kg KG ermittelt. Diese gezeigten Effekte scheinen das Resultat der östrogenen 
Wirkung von ZEA zu sein. 
 
MCNUTT ET AL. (1928) und KOEN UND SMITH (1945) berichteten von durch verschimmeltes 
Getreide hervorgerufenen hormonähnlichen Wirkungen auf Schweine. Die Isolierung dieser 
Substanz gelang STOB ET AL. (1962) und wurde von MIROCHA ET AL. (1968, 1971) als Lacton 
der 6-(10-hydroxy-6-oxo-1-undecenyl)-β-Resorcylsäure identifiziert.  
 
PETERS (1972) stellte bezüglich der hormonellen Wirkung fest, dass α-Zearalenol das effek-
tivste ZEA-Alkoholhomolog und wirksamer als ZEA, die am stärksten wirksame Keto-Form, 
ist. 
 
Eine praktische Näherung für eine Risikoabschätzung ist durch die Bestimmung des „No 
Hormone Effect Levels“ (NHELs) möglich. Dabei ist zu berücksichtigen, dass der NHEL in 
voll entwickelten, kastrierten Tieren unter Verwendung eines quantifizierbaren Endpunktes, 
der durch eine physiologische und nicht durch eine toxikologische Wirkung zu erkennen ist, 
eingeschätzt wird. Für ZEA existiert kein NHEL, dafür konnte ein NHEL für α-Zearalanol ab-
geleitet werden. PAREKH UND COULSTON (1983) ermittelten bei Rhesusaffen einen NHEL von 
225 µg/kg KG/Tag nach oraler Verabreichung von α-Zearalanol über einen Zeitraum von 
zehn Tagen. Mäuse und Ratten wurden mit 5 mg/kg bis 45 mg/kg KG gefüttert und zeigten 
Anzeichen von Hyperestrogenismus. Zearalenon besitzt ebenfalls östrogene Wirkung im 
Schwein in einem Konzentrationsbereich von 0,02 mg/kg KG bis 0,1 mg/kg KG (KUIPER-
GOODMAN ET AL. (1987)). 
 
Kanzerogenität 
Der Evaluierung der IARC, 1993, zufolge ist das karzinogene Potential von ZEA aufgrund 
einer nicht ausreichenden Datenlage nicht klassifizierbar.  
 
Ratten wurden mit 0, 25 mg ZEA/kg oder 50 mg ZEA/kg über einen Zeitraum von 103 Wo-
chen (0, 1 oder 2 mg/kg KG/Tag) gefüttert. Zwischen den Gruppen wurde kein signifikanter 
Unterschied in der Letalität beobachtet. Die folgenden nicht-neoplastischen Verletzungen 
wurden beobachtet: Entzündung der Prostata, testikulare Atrophie, Zysten in Brustdrüsen 
von Männern, gesteigertes Aufkommen von hepatozellulären, zytoplasmatischen Vakuolen 
in männlichen Ratten und ein erhöhtes Vorkommen von chronisch-progressiver Nephro-
pathie in beiden Geschlechtern und beiden Konzentrationen. Eine behandlungsgebundene 
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Zunahme an Tumoraufkommen wurde in der Studie nicht beobachtet. ZEA verursacht ein 
erhöhtes Vorkommen von hepatozellulären Adenoma in weiblichen Mäusen und Hirnan-
hangdrüsen-Adenoma in männlichen und weiblichen Mäusen. In Ratten wurde keine ver-
mehrte Bildung von Adenoma beobachtet (NTP, 1982). 
 
Genotoxizität/Teratogenität 
KUIPER-GOODMAN ET AL. (1987) und das IARC, 1993, berichten über mögliche genotoxische 
Wirkung von ZEA und dessen Biotransformationsprodukte (KUIPER-GOODMAN ET AL. (1987)). 
Im Ames-Test konnte keine Genmutation bei S. typhimurium festgestellt werden. Auch in 
Tests wie dem SOS-Chromtest mit E. coli und DNS-Reparaturtests mit E. coli wurden nur 
negative Ergebnisse erzielt.  
 
LI ET AL. (1992) fütterten Ratten mit 0,05 mg ZEA/kg Futtermittel für drei Wochen. Dabei 
konnte keine vermehrte DNS-Addukt-Bildung festgestellt werden. Untersuchungen von 
PFOHL-LESZKOWICK ET AL. (1995) zeigten jedoch die Bildung von DNS-Addukten in Mäusen 
nach einmaliger Gabe von 2 mg/kg KG nach interperitonealer Injektion oder nach oraler Ver-
abreichung.   
 
ZEA verursacht Veränderungen im Fortpflanzungstrakt von diversen Versuchstieren wie 
Mäusen, Ratten, Meerschweinchen, Hamstern und Kaninchen. Ausführliche Untersuchungen 
wurden von KUIPER-GOODMAN ET AL. (1987) beschrieben. Verschiedene östrogene Effekte, 
wie verminderte Fruchtbarkeit, gesteigerte embryonale Resorption, verändertes Gewicht der 
Nebenniere, Schilddrüse und Hirnanhangdrüse und Änderung der Serumkonzentration von 
Progesteron und Estradiol konnten beobachtet werden. Es konnte aber keine teratogene 
Wirkung in Mäusen, Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen festgestellt werden. Dabei 
scheinen Schweine und Schafe gegenüber ZEA empfindlicher als Nagetiere zu sein.  
 
Für Nagetiere konnte in verschiedenen Studien ein NOEL im Bereich von 0,1 - 10 mg/kg KG 
bestimmt werden. Schweine sind die empfindlichste Spezies in Bezug auf die Fortpflan-
zungstoxizität von Zearalenon. Für diese Spezies konnte ein NOAEL im Bereich von < 0,04 -
5 mg/kg KG bestimmt werden.  
 
In einem Zelltest wurden Blastozyten von Mäusen in einem Medium, das 0, 70, 140, 280 und 
560 µg/mL Zearalenon enthielt, kultiviert. Die Blastozyten, die in 280 µg ZEA/mL kultiviert 
wurden, zeigten eine signifikante, prozentuale Abnahme der voll entwickelten Blastozyten-
Stufe im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Kein Embryo, der in 560 µg ZEA/mL kultiviert 
wurde, erreichte die frühe Phase der Blastozyten-Stufe. In vergleichbaren Untersuchungen 
wurden Rinder-Oozyten getestet, wobei keine Effekte beobachtet wurden (WALLACE UND 
RAJAMAHENDRAN (1993)). 
 
In einer weiteren Studie wurden jungen Schweinen zwischen 3 bis 9 mg/kg Zearalenon ver-
abreicht (dies entspricht 0,06, 0,1 und 0,2 mg/kg KG). Dabei zeigten sich während der Träch-
tigkeit Scheinschwangerschaften und darauf folgend eine Abnahme der Geburtenrate und 
verringerte Wurfraten von Jungtieren bei Konzentrationen von 0,1 und 0,2 mg/kg KG. Erst ab 
einer Konzentration von unter 0,06 mg/kg KG wurden keine Effekte beobachtet (YOUNG UND 
KING (1984)). Weitere Effekte bei jungen Sauen waren eine verlängerte Periodendauer, 
Scheinschwangerschaften und eine verminderte Anzahl an Nachwuchs. Diese Beobachtun-
gen wurden von DIEKMAN UND GREEN (1992) auch bei höher verabreichten ZEA-
Konzentrationen bestätigt. 
 
BURSIAN ET AL. (1992) fütterten Nerze über einen Zeitraum von 24 Tagen mit 0, 10 und 
20 mg ZEA/kg (entspricht 1,7 und 3,4 mg/kg KG/Tag). Dabei konnte eine signifikante Ge-
wichtszunahme der Gebärmutter in beiden Expositionsgruppen festgestellt werden. Die Füt-
terung von 20 mg ZEA/kg führte zu bedeutend höheren Vulvaschwellungen im Vergleich zu 
der Kontrollgruppe. In einer zweiten Untersuchung wurde Nerzen ebenfalls 20 mg ZEA/kg 
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Futter gefüttert. Dabei konnte eine Zunahme der Trächtigkeitsdauer und eine Zunahme der 
Sterblichkeit der Neugeborenen innerhalb der ersten drei Wochen im Vergleich zu der Kon-
trollgruppe beobachtet werden. 
 
 
4.5.2 Humantoxizität von Zearalenon und dessen Derivaten  

ZEA wurde im Gewebe der Gebärmutterschleimhaut von 49 Frauen nachgewiesen. Es wur-
de 27-mal endometrialer Drüsenkrebs, elf-mal endometriale Hyperplastie und elf normal pro-
liferative Endometrien mit ZEA-Konzentrationen von 47,8 ± 6,5  ng/mL, 167,0 ± 17,7 ng/mL 
und unterhalb der Nachweisgrenze festgestellt. In acht Fällen von Hyperplastie und in fünf 
Fällen des neoplastischen Endometrialgewebes wurde ZEA nicht nachgewiesen (TOMAS-
ZEWSKI ET AL. (1998)). 
 
Es wird vermutet, dass ZEA oder der ähnlich wirksame Wachstumspromotor Zearalanol in 
Verbindung mit einer Epidemie von frühreifen pubertären Veränderungen in Kleinkindern auf 
Puerto Rico steht (SÀENZ DE RODRIGUEZ ET AL. (1984, 1985)). Zearalenon oder dessen Bio-
transformationsprodukte wurden im Blutplasma bestimmt. Die Autoren beschrieben eine ho-
he Belastungssituation von Fleisch durch Zearalanol in den entsprechenden Regionen. Spä-
tere Studien der FDA konnten jedoch keinen verwendeten östrogenen Wachstumspromotor 
nachweisen. Natürliches Vorkommen von östrogen wirksamen Verbindungen wie z. B. Me-
tabolite aus Pflanzen oder Mykotoxine konnten als Ursache nicht ausgeschlossen werden. 
FRENI-TITULAER ET AL. (1986) ermittelten eine Korrelation zwischen den pubertären Verände-
rungen und dem Konsum von Fleisch- und Wurstwaren und von Sojasauce. Allerdings konn-
te dieser statistische Zusammenhang mehr als 50 Prozent der untersuchten Fälle nicht erklä-
ren.  
 
SZUETZ ET AL. (1997) berichteten von einem erhöhten Auftreten einer frühen Thelarche in der 
südöstlichen Region von Ungarn. ZEA wurde in Konzentrationen von 18,9 bis 103,5 µg/mL 
im Blutserum der Patientinnen nachgewiesen. ZEA konnte ebenfalls in übrig gebliebenen 
Lebensmitteln dieser Patienten nachgewiesen werden. 
 
 
4.6 Risikoabschätzung der Fusarientoxine 

Für die Risikoabschätzung der Fusarientoxine (hier DON und ZEA) müssen die vorliegenden 
Belastungsdaten der einzelnen Lebensmittel in Verbindung mit den bekannten toxikologi-
schen Wirkungen dieser Toxine bewertet werden. Dabei sind unter anderem regional unter-
schiedliche Verzehrsverhalten als auch Personengruppen mit einer besonderen Ernährungs-
situation (z. B. diätetische Lebensmittel für die Ernährung von Säuglingen und Kleinkindern 
oder sogenannten Extremverzehrer) zu berücksichtigen. 
 
Das internationale Lebensmittel-Monitoring-Program Global Environment Monitoring System 
(GEMS) wurde von dem United Nation Environment Programme (UNEP), der FAO (Food 
and Agriculture Organization) und der World Health Organization (WHO) ins Leben gerufen. 
Ziel des Programms ist es, auf internationaler Ebene Daten zur Verunreinigung von Le-
bensmitteln mit bestimmten chemischen Stoffen zu sammeln, diese zu bewerten, mögliche 
Risiken für den Verbraucher zu erkennen und den beteiligten Ländern und internationalen 
Organisationen eine Basis für Maßnahmen zur Risikobewertung zur Verfügung zu stellen. 
Dieses Programm stellt neben den SCOOP-Projekten innerhalb der europäischen Union die 
Grundlage zur Risikobewertung dar. Die SCOOP-Projekte haben das Ziel, die nahrungsbe-
dingte Aufnahme einzelner Mykotoxine in der EU-Bevölkerung abzuschätzen. Für die Fusa-
rientoxine resultierte daraus der SCOOP Task Report 3.2.10 aus dem Jahr 2003. Diese 
SCOOP-Daten werden unter anderem vom SCF, der europäischen Kommission für die Eva-



 
 

31 Bundesinstitut für Risikobewertung 

luierung einer Risikoabschätzung der öffentlichen Gesundheit, aufgrund der nahrungsbe-
dingten Aufnahme verschiedener Toxine herangezogen.  
 
 
4.6.1 Risikoabschätzung für die Trichothecene 

Die ernährungsbedingte Aufnahme von DON, T-2 Toxin und HT-2 Toxin wurde unter ande-
rem entsprechend der Empfehlung des 56. Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Ad-
ditives (JECFA) Report (Safety evaluation of certain mycotoxins in food) aus dem Jahr 2001 
beurteilt.  
 
 
4.6.2 Risikoabschätzung für die Summe der Typ A und Typ B Trichothecene 

Aufgrund eines einheitlichen strukturellen Grundgerüstes der Trichothecene und möglicher 
Analogien in den toxikologischen Wirkungsmechanismen wurde zunächst für die Gesamtex-
position bestimmter Trichothecene (DON, NIV, T-2 Toxin und HT-2 Toxin) eine kombinierte 
temporäre Tolerierbare Tägliche Aufnahme (tTDI) diskutiert. 
 
In einer Stellungnahme aus dem Jahr 2002 bewertet das SCF die vorliegende toxikologische 
Datenlage bezüglich der einzelnen Trichothecene und hinsichtlich der Einführung eines 
Gruppen-TDI’s für die Summe der Typ A und Typ B Trichothecene. Die verfügbaren Daten 
wurden als nicht ausreichend konsistent bewertet, um einen solchen Gruppen-TDI abzulei-
ten. Der toxikologisch diskutierte synergistische Wirkungsmechanismus der Typ A und Typ B 
Trichothecene, welcher einen erhöhten Sicherheitsfaktor zur Folge hätte, konnte zu diesem 
Zeitpunkt nicht belegt werden. 
 
 
4.6.3 Risikoabschätzung einzelner Trichothecene 

PRONK ET AL. (2002) erstellten eine Übersicht über toxikologische Endpunkte und das Vor-
kommen von NIV, FusX, DAS, NEO und 3- und 15-AcDON. Darin kommen die Autoren zu 
dem Schluss, dass die Ableitung eines TDI’s aufgrund der unzureichenden toxikologischen 
Datenlage und der ungenügenden Datenlage bezüglich der Belastung der Lebensmittel mit 
FusX, DAS, 3-AcDON, 15-AcDON und NEO zu diesem Zeitpunkt nicht möglich ist. Für NIV 
wurde ein tTDI von 0,7 µg/kg KG ermittelt. Dieser beruht auf der Grundlage der signifikant 
auftretenden toxischen Effekte für NIV wie der allgemeinen Toxizität und der Immunotoxizität 
bei Mäusen (OHTSUBO ET AL. (1989); RYU ET AL. (1988)). Schlussfolglich wurde ein Monito-
ring für diese Toxine mit entsprechender analytischer Methodenentwicklung im unteren Be-
lastungsbereich empfohlen.  
 
Unter Anwendung eines LOAEL von 0,7 mg/kg KG aus Langzeitstudien mit Mäusen (OHT-
SUBO ET AL. (1989); RYU ET AL. (1988)) wurde ein tTDI von 0,7 µg/kg KG/Tag festgelegt. Da-
bei wurde ein Sicherheitsfaktor von 1.000 aufgrund der Verwendung des LOAEL und einer 
nicht ausreichenden Datenbasis festgesetzt (SCF, 2000b; SCF, 2002). Aus dem SCOOP 
Task 3.2.10 geht hervor, dass die nahrungsbedingte NIV-Aufnahme weit unterhalb des TDI’s 
liegt.  
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4.6.4 Risikoabschätzung für T-2 Toxin und HT-2 Toxin 

Zur Risikoabschätzung von T-2 Toxin und HT-2 Toxin legten sowohl das SCF (2001) als 
auch die JECFA (2000) die Studie von RAFAI ET AL. (1995) zur subakuten Toxizität dieser 
Verbindungen in Schweinen zugrunde. Daraus resultierte ein LOAEL von 0,03 mg/kg KG.  
 
Mit einem Sicherheitsfaktor von 500 berechnete das SCF, 2001, einen temporären TDI 
(tTDI) von 0,06 µg T-2 Toxin/kg KG/Tag. Da die akute Toxizität von T-2 Toxin und HT-2 To-
xin als nahezu gleich angesehen werden kann und T-2 Toxin in vivo schnell zu HT-2 Toxin 
biotransformiert, wird ein kombinierter tTDI für die Summe dieser Toxine als sinnvoll erach-
tet.  
 
Die JECFA ermittelte für T-2 Toxin und HT-2 Toxin einen TDI von 0,017 µg/kg KG auf Basis 
einer kritischen Beurteilung der in Lebensmitteln gefundenen Konzentrationen und den 
GEMS- (Food European regional diet) Daten. Die JECFA, 2000, berechnete unter Berück-
sichtigung der GEMS-Verzehrsdaten für T-2 Toxin eine Gesamtaufnahme von 7,6 ng/kg 
KG/Tag, wobei Weizen und Gerste die Hauptaufnahmequelle darstellten. Die Gesamtauf-
nahme von HT-2 Toxin wurde zu 8,7 µg/kg KG/Tag ermittelt, wobei der höchste Eintrag über 
Weizen, Gerste und Hafer zu verzeichnen war.  
 
Einer Risikoabschätzung von ERIKSEN ET AL. (2004) zufolge wurde für die skandinavischen 
Länder ein durchschnittlicher Summen-TDI von T-2 Toxin und HT-2 Toxin von 0,13 µg/kg KG 
abgeleitet. 
 
Der SCOOP Task 3.2.10 berichtet über die Summe der beiden Toxine (T -2 Toxin und HT-2 
Toxin) für einen kombinierten TDI von 0,06 µg/kg KG in den meisten Fällen eine Überschrei-
tung. Dabei sollte berücksichtigt werden, dass die Anzahl positiver Proben für T-2 Toxin bei 
20 % und für HT-2 Toxin bei 14 % liegt. Aufgrund dieser Tatsache wird die mittlere Toxinauf-
nahme stark von den Nachweisgrenzen der analytischen Methoden beeinflusst.  
 
 
4.6.5 Risikoabschätzung für Deoxynivalenol  

Die Langzeit-Fütterungsstudien von IVERSON ET AL. (1995) mit männlichen und weiblichen 
B6C3F1-Mäusen stellt zur Zeit den zentralen Ansatzpunkt für eine Risikoabschätzung und 
somit zur Berechnung eines TDI’s von DON innerhalb der europäischen Union dar. Diese, 
auf einer chronisch toxikologisch basierenden Wirkung beruhende Studie führte zur Berech-
nung eines NOAEL’s von 0,1 mg/kg KG/Tag. Dabei wurde keine erhöhte Tumorbildung oder 
ein anderes Anzeichen einer kanzerogenen Wirkung festgestellt.  
 
Diese Studie wurde vom SCF, 1999, der JECFA, 2000, dem RIVM und dem Nordic Council 
of Ministers (ERIKSEN ET AL. (2004)) zur Risikoabschätzung von DON zugrunde gelegt. Unter 
Verwendung eines Sicherheitsfaktors von 100 wurde ein tTDI von 1 µg/kg KG berechnet. 
Dieser tTDI wurde zunächst als vorläufig festgelegt, da die genannte Studie nur an einer 
Tierspezies durchgeführt wurde, und da Unsicherheiten bezüglich des genauen Wirkungs-
mechanismus bestehen. Dieser tTDI umfasst außerdem auch weitere subchronische und 
reproduktionsbedingte Effekte und akut auftretende Brechreize von DON.  
 
PIETERS ET AL. (1999) diskutieren ebenfalls auf dieser Grundlage eine erhöhte Exposition an 
DON für Kleinkinder zwischen ein bis vier Jahren. Dabei überschreiten 80 % der Einjährigen 
den einfachen tTDI und 20 % davon den zweifachen TDI. Die Aufnahme des 95sten Perzen-
tils der Einjährigen beträgt dabei 3 µg/kg KG. In dieser Abschätzung stellt Brot sowohl für 
diese Gruppe als auch für Erwachsene den größten Beitrag der täglichen Aufnahme dar. In 
den skandinavischen Ländern (ERIKSEN ET AL. (2004)) wurde die Aufnahme von DON durch 
Getreide in einem Bereich von 0,3 - 0,5 µg/kg KG/Tag abgeschätzt. Für Verbraucher mit ei-
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nem erhöhten Bedarf wurde der doppelte Bereich eingeräumt. Für die mittlere Bieraufnahme 
wurde ein Bereich von 0,1 - 0,2 µg/kg KG/Tag geschätzt. Aufgrund dieser Beurteilung ist 
eine Überschreitung des vorgeschlagenen tTDI durch Konsumenten mit einem erhöhten 
Verbrauch an Getreide, Getreideprodukte und Bier möglich.   
 
Die JECFA berechnete unter Berücksichtigung der GEMS/European Food regional diets-
Daten für DON eine Gesamtaufnahme von 1,4 µg/kg KG/Tag. Die wichtigste Aufnahmequel-
le für DON stellte dabei Weizen dar. In dem bereits genannten Report (Safety evaluation of 
certain mycotoxins in food) wurden weitere Risikoabschätzungen zur nahrungsbedingten 
Aufnahme von DON aus Argentinien, Schweden, Norwegen, Großbritannien und den USA 
dargelegt. Aus diesen Daten wurde deutlich, dass Säuglinge und Kleinkinder (1,5 - 12 Jahre) 
die Personengruppe mit der höchsten DON-Belastung darstellt.  
 
Aus dem SCOOP Task 3.2.10 geht in Bezug auf einen TDI von 1 µg/kg KG für DON folgen-
de Risikoabschätzung hervor:  

mittlere DON-Aufnahme:  
Hier lag die nahrungsbedingte Aufnahme von DON in den unterschiedlichsten Bevölke-
rungsgruppen weit unterhalb des TDI’s. Die Gruppe der Säuglinge und Kleinkinder stellte 
eine Ausnahme dar, da hier der TDI nahezu ausgeschöpft wurde.  

DON-Hochverzehrer:  
Hier wurde innerhalb der Gruppe der Kleinkinder der TDI überschritten. Für die Gruppe der 
13 bis 18 Jahre alten Jugendlichen lag die Aufnahme im Bereich des TDI’s.  
 
 
4.6.6 Risikoabschätzung für Zearalenon und dessen Derivaten 

ERIKSEN ET AL. (2004) schätzten die hormonellen und kanzerogenen Wirkungsmechanismen 
von Zearalenon als die kritisch zu bewertenden Risiken ein. Wie Untersuchungen des US 
National Toxicology Program (NTP, 1982) zeigten, besitzt ZEA ein kanzerogenes Potenzial. 
Eine mathematische Annäherung zur Risikoabschätzung von ZEA wurde von KUIPER-
GOODMANN ET AL. (1987) durchgeführt. ERIKSEN ET AL. (2004) stuften diese Risikoabschät-
zung als zuverlässig ein. Bei einem geschätzten Risiko von 1 zu 106 führt diese Extrapolation 
zu einer sicheren Aufnahmemenge von 0,05 µg ZEA/kg KG/Tag. Die zu Grunde liegenden 
Daten stammen aus der NTP-Studie.  
 
Der Nachweis von DNS-Addukten in Mäusen (GROSSE ET AL. (1997)) lässt die Annahme zu, 
dass ZEA möglicherweise genotoxische Effekte hervorruft. Dieser genotoxische Effekt deutet 
an, dass keine Schwellenwertkonzentration für Zearalenon existiert. GRIFFIN ET AL. (1984) 
untersuchten die hormonellen Wirkungen von α-Zearalenol während einer 90-tägigen oralen 
Fütterungsstudie bei weiblichen Affen und bestimmten ein NHEL von < 50 µg/kg KG. Da die-
ses Versuchsmodell keine vollständige Bewertung zuließ, setzte das Nordic Council of Minis-
ters einen Sicherheitsfaktor von 500 fest. Der ermittelte TDI beträgt 0,1 µg/kg KG/Tag. 
 
Das α-Isomer ist das Hauptbiotransformationsprodukt von ZEA in Schweinen und Menschen. 
Daraus wurde abgeleitet, dass Ergebnisse aus Untersuchungen mit Schweinen – als emp-
findlichste Spezies – zur Risikoabschätzung für den Fortpflanzungseffekt von ZEA herange-
zogen werden. Auswirkungen auf die Fortpflanzung in Schweinen konnten bei einer Dosis 
von 0,06 mg/kg KG beobachtet werden. Unter Verwendung eines Sicherheitsfaktors von 500 
konnte eine Aufnahme von 0,1 µg/kg KG/Tag bestimmt werden.  
 
Die Berechnungen, die auf Grundlage von kanzerogenen, fortpflanzungsbedingten und hor-
monellen Wirkungen durchgeführt wurden, führen alle zu einem einheitlichen TDI-Bereich. 
ERIKSEN ET AL. (2004) und KUIPER-GOODMANN ET AL. (1987) gelangen dabei zu einem tTDI 
für ZEA von 0,1 µg/kg KG/Tag. 
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Die EU-Kommission beschloss, die Risikoabschätzung von ZEA auf Grundlage der Konzent-
ration durchzuführen, die keine hormonelle Wirkung bei Schweinen mehr hervorruft, und 
stellte einen tTDI für ZEA von 0,2 µg/kg KG/Tag auf. Dies basiert auf einem NOEL von 
40 mg/kg KG und einem LOEL von 200 mg/kg KG. Für die Berechnung des tTDI’s wurde ein 
Sicherheitsfaktor von 200 zugrundegelegt. 
 
Aus dem SCOOP Task 3.2.10 geht hervor, dass für die erwachsene Bevölkerung der Euro-
päischen Union bei einer mittleren täglichen Aufnahme von ZEA der TDI nicht erreicht wird. 
 
 
4.7 Gesetzliche Regelungen von Fusarientoxinen 

Bis heute existieren keine weltweit bzw. europaweit einheitlichen Reglementierungen für 
Fusarientoxine. In einigen Ländern gibt es für einzelne Fusarientoxine rechtskräftige 
Höchstmengen bzw. Richtwerte. Die unterschiedlichen Reglementierungen der einzelnen 
Länder bzw. Gemeinschaften sind in den Tab. 5 bis Tab. 7 zusammengefasst. 
 
Aufgrund der niedrigen Inzidenz von Fusarientoxinen in Reis wird in der EU-Kommission 
diskutiert, diese Produktgruppe nicht in diese Reglementierung aufzunehmen. Es wird eben-
falls in Erwägung gezogen, für 3-AcDON, 15-AcDON und NIV keine Höchstmengen festzu-
setzen (Verordnung (EG) Nr. 856/2005). 
 
Tab. 5: Zusammenfassung von weltweiten Regelungen und Gesetzgebung für T-2 Toxin und HT-2 Toxin 
mit Angabe der Lebensmittelgruppe und der festgelegten Höchstmenge 

Land, Institution Lebensmittelgruppe Höchstmenge 
[µg/kg] 

Verordnung (EG) Nr. 856/2005 Unverarbeitetes Getreide1 und  
Getreideerzeugnisse 

—2 

Russland3 Getreide (Hart- und Weichweizen-
grieß) 

100 

 

                                                
1 Zu dieser Kategorie zählen auch ähnliche, anders bezeichnete Erzeugnisse wie Grieß. 
2 Bis 1. Juli 2007 wird gegebenenfalls ein Höchstgehalt festgelegt werden. Bislang liegen nur wenige Daten über das Vorhan-

densein von T-2- und HT-2-Toxin vor. Aus Schätzungen der Aufnahme geht jedoch eindeutig hervor, dass das Vorhandensein 
von T-2- und HT-2-Toxin für die Gesundheit der Bevölkerung bedenklich sein kann. Deshalb ist es dringend erforderlich, eine 
empfindliche Methode zu entwickeln, mehr Daten über das Vorkommen zu erheben und die Faktoren zu untersuchen, die zum 
Vorkommen von T-2- und HT-2-Toxin in Getreide und Getreideerzeugnissen, vor allem in Hafer und Hafererzeugnissen, bei-
tragen. 

3 CREPPY, (2002) 
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Tab. 6: Zusammenfassung von weltweiten Regelungen und Gesetzgebung für Deoxynivalenol mit Angabe 
der Lebensmittelgruppe und der festgelegten Höchstmenge 

Land, Institution Lebensmittelgruppe Höchstmenge  
[µg/kg] 

Getreideerzeugnisse (Getreidekörner zum direkten Verzehr und 
verarbeitete Getreideerzeugnisse), ausgenommen Hartweizener-
zeugnisse, Brot, Kleingebäck und Feine Backwaren 

500 

Brot, Kleingebäck und Feine Backwaren 350 Deutschland 
Zur Herstellung von diätetischen Lebensmitteln für Säuglinge oder 
Kleinkinder dürfen keine Getreideerzeugnisse (Getreidekörner 
zum direkten Verzehr und verarbeitete Getreideerzeugnisse) ver-
wendet werden 

100 

Andere unverarbeitete Getreide4 als Hartweizen, Hafer und Mais 1250 
Unverarbeiteter Hartweizen und Hafer 1750 

Unverarbeiteter Mais —5 

Getreidemehl, Maismehl, Maisgrits und Maisschrot 750 
Brot, Feine Backwaren, Kekse, Getreide-Snacks und Frühstücks-
cerealien  500 

Teigwaren (trocken) 750 

Verordnung (EG) Nr. 
856/2005 

Getreidebeikost und andere Beikost für Säuglinge und Kleinkin-
der6 200 

USA7 Weizen und Weizenprodukte Monitoring  
1000 

Russland7 Getreide- und Getreideprodukte 1000 

Österreich7 Weizen  750 

 
 

                                                
4 Die für ‚unverarbeitetes Getreide‘ festgelegten Höchstgehalte gelten für Getreide, das zur ersten Verarbeitungsstufe in Verkehr 

gebracht wird. Für Getreide, das gemäß der Verordnung (EG) Nr. 824/2000 der Kommission vom 19. April 2000 über das Ver-
fahren und die Bedingungen für die Übernahme von Getreide durch die Interventionsstellen sowie die Analysemethoden für 
die Bestimmung der Qualität (ABl. L 100 vom 20.4.2000, S. 31), zuletzt geändert durch die Verordnung (EG) Nr. 777/2004 
(ABl. L 123 vom 27.4.2004, S. 50), geerntet und übernommen wird, gelten die Höchstgehalte jedoch ab dem Wirtschaftsjahr 
2005/2006. ‚Erste Verarbeitungsstufe‘: Jegliche physikalische oder thermische Behandlung des Korns außer Trocknen. 
Verfahren zur Reinigung, Sortierung und Trocknung gelten nicht als ‚erste Verarbeitungsstufe‘, sofern das Getreidekorn selbst 
nicht physikalisch behandelt wird und das ganze Korn nach der Reinigung und Sortierung intakt bleibt.  

5 Wird vor dem 1. Juli 2007 kein spezifischer Gehalt festgelegt, gilt ein Gehalt von 1750 µg/kg danach für unter dieser Nummer 
genannten Mais.  

6 Getreidebeikost und andere Beikost für Säuglinge und Kleinkinder gemäß der Definition in Artikel 1 der Richtlinie 96/5/EG der 
Kommission vom 16. Februar 1996 über Getreidebeikost und andere Beikost für Säuglinge und Kleinkinder (ABl. L 49 vom 
28.2.1996, S. 17), zuletzt geändert durch die Richtlinie 2003/13/EG (ABl. L 41 vom 14.2.2003, S. 33).  
Der Höchstgehalt für Getreidebeikost und andere Beikost für Säuglinge und Kleinkinder bezieht sich auf die Trockenmasse. 

7 CREPPY (2002) 
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Tab. 7: Zusammenfassung von weltweiten Regelungen und Gesetzgebung für Zearalenon mit Angabe der 
Lebensmittelgruppe und der festgelegten Höchstmenge 

Land, Institution  Lebensmittelgruppe Höchstmenge 
[µg/kg] 

Getreide- und Getreideerzeugnisse (Getreidekörner zum direkten 
Verzehr und verarbeitete Getreideerzeugnisse) 50 Deutschland 

Zur Herstellung von diätetischen Lebensmitteln für Säuglinge oder 
Kleinkinder dürfen keine Getreideerzeugnisse (Getreidekörner zum 
direkten Verzehr und verarbeitete Getreideerzeugnisse) verwendet 
werden 

20 

Andere unverarbeitete Getreide8 als Mais 100 
Unverarbeiteter Mais  —9 
Getreidemehl ausgenommen Maismehl  75 
Maismehl, Maisschrot, Maisgrits und raffiniertes Maisöl10  — 
Brot, Feine Backwaren, Kekse  
— Snacks und Frühstückszerealien aus Mais  
— sonstige Getreide-Snacks und Frühstückszerealien  

50 
50 

— Getreidebeikost für Säuglinge und Kleinkinder aus Mais — 

Verordnung (EG)  
Nr. 856/2005 

— sonstige Getreidebeikost und andere Beikost für Säuglinge und 
Kleinkinder11 20 

Rumänien7 Getreide, pflanzliche Speiseöle 30 
Österreich7 Getreide 60 
Frankreich7 Getreide, pflanzliche Speiseöle 200 

Russland7 Getreide, pflanzliche Speiseöle und Nüsse 1000 

 
 
4.8 Vorkommen von Fusarientoxinen  

Die wichtigste Quelle für Trichothecene und Zearalenon sind Getreide und Getreideprodukte. 
Das Auftreten dieser Toxine wurde von KUIPER-GOODMAN ET AL. (1987) auch in weiteren 
Pflanzenarten beschrieben. Das Vorkommen von Trichothecenen und Zearalenon wurde in 
vielen weltweiten Untersuchungen beschrieben. SCOTT ET AL. (1990) beschrieben die Inzi-
denz und Belastungssituationen durch Trichothecene in Nord-Amerika, Asien, Australien, 
Neuseeland, Süd-Amerika und mehreren europäischen Ländern und kommen zu dem 
Schluss, dass das häufigste auftretende Trichothecen DON darstellt. Ein Überblick über die 
weltweite Belastung von Getreide, Lebensmittel und Tiernahrung mit Fusarientoxinen wurde 
von PLACINTA ET AL. (1999) zusammengefasst. In diesem Artikel werden bedenkliche Belas-
tungen durch DON in Norwegen, Deutschland, Polen, Japan, Neuseeland, USA, Kanada und 
Argentinien festgestellt. Die Konzentrationen von NIV und ZEA wurden als gering eingestuft. 
SCOTT ET AL. (1989) beschreiben ausführlich die weltweite Kontamination von Getreide und 
Tiernahrungsmitteln mit Trichothecenen. Diese Daten belegen ebenfalls die ubiquitäre Ver-
teilung dieser Mykotoxine. 
 

                                                
8 Die für ‚unverarbeitetes Getreide‘ festgelegten Höchstgehalte gelten für Getreide, das zur ersten Verarbeitungsstufe in Verkehr 

gebracht wird. Für Getreide, das gemäß der Verordnung (EG) Nr. 824/2000 der Kommission über das Verfahren und die Be-
dingungen für die Übernahme von Getreide durch die Interventionsstellen sowie die Analysemethoden für die Bestimmung 
der Qualität (ABl. L 100 vom 20.4.2000, S. 31), zuletzt geändert durch die Verordnung (EG) Nr. 777/2004 (ABl. L 123 vom 
27.4.2004, S. 50), geerntet und übernommen wird, gelten die Höchstgehalte jedoch ab dem Wirtschaftsjahr 2005/2006. ‚Erste 
Verarbeitungsstufe‘: Jegliche physikalische oder thermische Behandlung des Korns außer Trocknen. Verfahren zur Reini-
gung, Sortierung und Trocknung gelten nicht als ‚erste Verarbeitungsstufe‘, sofern das Getreidekorn selbst nicht physikalisch 
behandelt wird und das ganze Korn nach der Reinigung und Sortierung intakt bleibt. 

9 Werden bis 1. Juli 2007 keine spezifischen Gehalte festgelegt, gilt danach der Gehalt von 
-  200 µg/kg für unverarbeiteten Mais, 
-  200 µg/kg für Maismehl, Maisschrot, Maisgrits und raffiniertes Maisöl, 
-  50 µg/kg für Mais-Snacks und Frühstückzerealien auf Maisbasis, 
-  20 µg/kg für Getreidebeikost für Säuglinge und Kleinkinder aus Mais.  

10Zu dieser Kategorie zählen auch ähnliche, anders bezeichnete Erzeugnisse wie Grieß. 
11Getreidebeikost und andere Beikost für Säuglinge und Kleinkinder gemäß der Definition in Artikel 1 der Richtlinie 96/5/EG der 

Kommission vom 16. Februar 1996 über Getreidebeikost und andere Beikost für Säuglinge und Kleinkinder (ABl. L 49 vom 
28.2.1996, S. 17), zuletzt geändert durch die Richtlinie 2003/13/EG (ABl. L 41 vom 14.2.2003, S. 33). Der Höchstgehalt für 
Getreidebeikost und andere Beikost für Säuglinge und Kleinkinder bezieht sich auf die Trockenmasse. 



 
 

37 Bundesinstitut für Risikobewertung 

Wie aus Tab. 8 ersichtlich, ist das Vorkommen von Fusarium Mykotoxinen innerhalb Europas 
im Vergleich zu den weltweit erhobenen Daten als nahezu gleich anzusehen (BOTTALICO 
(1998)). Das weltweit erhöhte Vorkommen von NIV mit 40 % im Vergleich zu dem europa-
weiten Vorkommen von NIV mit 16 % kann durch ein verstärktes Vorkommen von NIV in 
Japan begründet werden (YOSHIZAWA (1997)). 
 
Tab.8: Welt- und europaweite Belastungssituatuon durch Fusarientoxine (BOTTALCO (1998) 

Toxin Positive/untersuchte Proben Spannweite [µg/kg] 
 n  %  
 Weltweit Europa Weltweit Europa Weltweit Europa 
DON 3491/7369 3771/6288 47 60 1 - 67000 4 - 67000 
DAS 126/2103 49/1535 6 3 1 - 31500 20 - 31500 
NIV 867/2181 745/4608 40 16 2 - 37900 3 - 7800 
T-2 Toxin 350/4656 519/4383 8 12 1 - 38890 1 - 14000 
ZEA 2277/18018 845/5745 13 15 2 - 275800 1 - 175000 

 
Das natürliche Vorkommen von Zearalenon in einer Vielzahl von landwirtschaftlichen Er-
zeugnissen wie Gras und Getreide wurde bei BENNETT (1978), SCOTT ET AL. (1978), SHOT-
WELL ET AL. (1977) und im Detail auch bei SENTI (1979) beschrieben.  
 
Zearalenon besitzt mehrere natürlich vorkommende Derivate. Des Weiteren existieren über 
100 künstlich hergestellte Zearalenon-Derivate, die teilweise auch pharmakologisch genutzt 
werden (SHIPCHANDLER (1975)). Zeranol wurde bei Rindern, Schweinen und Schafen als 
Wachstumsförderer eingesetzt, ist in Deutschland aber seit 1989 verboten (HIDY ET AL. 
(1977); BORIES ET AL. (1992); KERCHER UND JONES (1992)).  
 
DROCHNER (1989) erstellte eine Übersicht über das Vorkommen von Zearalenon in verschie-
denen Futtermitteln. Daraus ging hervor, dass zwischen 9 - 17 % der untersuchten Futtermit-
tel Zearalenonkontaminationen aufwiesen, wobei Mais eine der maßgeblichen Quellen dar-
stellte. 
 
KRAUSE (1985) zeigte, dass die Lagermenge und Lagerzeit von Futtermittel keinen Einfluss 
auf die Toxinbelastung besaß. MODI UND MÜLLER (1992) untersuchten Weizenkleie und fan-
den in 78 % der Proben Zearalenon. Darüber hinaus waren alle Kleieproben zusätzlich mit 
Deoxynivalenol kontaminiert. 
 
BOTTALICO (1989) untersuchte Mais (infizierte Pflanzenkompartimente und kommerziell er-
hältliche Maiskörner) auf Fusariumbefall und Mykotoxinbelastung. Der Stichprobenplan um-
fasste die meisten italienischen Regionen und zusätzlich einige europäische Mittelmeerlän-
der. In Süditalien wurden direkt aus Feldern Getreidehalme und verfaulte Maiskolben ent-
nommen. Diese waren hauptsächlich mit ZEA, ZOL und DON kontaminiert.  
 
Auf Grundlage europäischer Überwachungsdaten verfassten GAREIS ET AL. (1989) eine Ü-
bersicht über die Kontamination von Lebensmitteln mit natürlich vorkommenden Fusarium-
Mykotoxinen. Das Vorkommen der fünf Typ A Trichothecene T-2 Toxin, HT-2 Toxin, DAS, 
MAS, und NEO konnte in diesen Untersuchungen bestätigt werden. T-2 Toxin, HT-2 Toxin 
und DAS wurden in Gerste, Mais, Weizen, Hafer und gemischtem Futtermittel nachgewie-
sen. Das Vorkommen von MAS konnte in Weizen und in Futtermittel belegt werden. Die häu-
figsten positiven Befunde für T-2 Toxin wurden in Hafer bestimmt. HT-2 Toxin wurde mehr-
fach in Gerste und in Hafer nachgewiesen. Für die Gruppe der Typ B Trichothecene stellte 
DON die höchste Kontamination in allen Getreidesorten dar. NIV, 3-AcDON und FusX wur-
den in Gerste, Hafer, Weizen und Futtermittel bestimmt. Die größten Inzidenzen wurden für 
Österreich in Mais, für Finnland und Deutschland in Weizen mit einem DON-Vorkommen 
größer als 90 % in den einzelnen Erntejahren ermittelt. ZEA wurde in nahezu allen Agrarpro-
dukten wie Getreide und Futtermittel, aber auch in Mais- und Grassilage, Gras und Heu, 
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Bohnen und Erbsen, Sonnenblumen und importierten Sojabohnen nachgewiesen. Das größ-
te Vorkommen von ZEA wurde in Mais aus Österreich und Frankreich und in Vorernte Wei-
zen mit sichtbarem Fusariumbefall aus Deutschland nachgewiesen. Eine Co-Kontamination 
von zwei oder mehreren Typ A Trichothecenen wurde in finnischen, deutschen und sowjeti-
schen Produkten beschrieben. Das gleichzeitige Vorkommen von T-2 Toxin und HT-2 Toxin 
wurde überwiegend in Hafer und gemischten Getreideprodukten nachgewiesen. Das gleich-
zeitige Auftreten von Typ A und Typ B Trichothecenen und Zearalenon konnte in unter-
schiedlichen Getreiden wie Gerste, Mais und Weizen bestimmt werden (GAREIS ET AL. 
(1989); TANAKA ET AL. (1988)).  
 
KARPPANEN ET AL. (1985) berichten über das gleichzeitige Vorkommen von T-2 Toxin, HT-2 
Toxin und DAS in finnischen Getreideprodukten. Weiter berichten die Autoren über eine Co-
Kontamination von Typ A und Typ B Trichothecenen in gemischten Getreideprodukten und in 
Hafer.  
 
Seit 1980 überwachten kanadische Gesundheitsbehörden Getreide und Lebensmittel auf 
den Gehalt an DON, nachdem DON erstmals (1979 - 1980) in Ontario-Weichweizen nach-
gewiesen wurde. Der Grad der Verunreinigung des Weizens variierte mit einer Inzidenz von 
32 - 100 % innerhalb eines Jahres mit einem durchschnittlichen Mittelwert von 0,75 mg/kg 
aller positiven Proben. Aus Weizen hergestellte Lebensmittel wiesen eine Inzidenz von  
9 - 90 % mit einer durchschnittlichen Konzentration von 0,07 - 0,58 mg/kg der positiven 
Stichproben auf. Eine gleich bleibende hohe Verunreinigung (13 - 100 % jährliche Inzidenz 
und jährlicher Mittelwert an positiven Proben von 0,16 - 1,4 mg/kg) des Ontario-Maises konn-
te ebenfalls festgestellt werden. Weitere Trichothecene wie NIV und HT-2 Toxin wurden sel-
ten in kanadischem Getreide gefunden (SCOTT (1997)). 
 
Im SCOOP Task 3.2.10 aus dem Jahr 2003 wurde für Europa eine weit verbreitete Vertei-
lung der Fusarientoxine in der Lebensmittelkette der europäischen Gemeinschaft festgestellt. 
Das häufigste Vorkommen von DON (89 %), NIV (35 %), 3-AcDON (27 %), T-2 Toxin (28 %) 
und ZEA (79 %) wurde in Rohmais bzw. weiterverarbeiteten Maisprodukten festgestellt. Das 
häufigste Vorkommen von HT-2 Toxin (41 %) wurde in Hafer festgestellt. LANGSET und 
RUNDBERGET (1999) untersuchten insgesamt 449 Getreideproben, darunter Gerste, Weizen 
und Hafer aus unterschiedlichen Regionen Norwegens in den Jahren 1996 bis 1998. DON 
und HT-2 Toxin wurden am häufigsten nachgewiesen, gefolgt von T-2 Toxin, NIV und Scir-
pentriol. Hafer stellte mit einer Inzidenz von 70 % und einer mittleren Konzentration aller po-
sitiven Proben von 115 µg/kg für HT-2 Toxin, für T-2 Toxin mit 30 % und 60 µg/kg, für DON 
mit 57 % und 104 µg/kg das am stärksten kontaminierte Getreide dar. Die Autoren stellten 
fest, dass der norwegische Hafer eine T-2 Toxin- und HT-2 Toxin-Belastung aufwies, die 
eine mögliche Gefahr für die menschliche Gesundheit von Hochverzehrern darstellen könn-
te.  
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4.9 Einfluss der Lebensmittelverarbeitung auf Fusarientoxine 

4.9.1 Reinigung und Sortierung von Getreide 

Stark fusarienbefallene Getreidekörner sind verrunzelt und weisen ein geringeres Gewicht 
als gesunde Körner auf. Diese können durch physikalische Prozesse wie Gravitations-
Separatoren oder Windsichtung von den gesunden Körnern getrennt werden. WOLFF (2003) 
zeigte bei der Getreidereinigung (Schwarz- und Weissreinigung) einen deutlichen Unter-
schied in der Entfernbarkeit zwischen DON und ZEA. ZEA war bei den durchgeführten Rei-
nigungen im höheren Maße (80 % bis 90 %) zu entfernen als DON (ca. 10 %). Die Reduktion 
von DON korrelierte dabei nicht mit der Reduktion von ZEA in den einzelnen Stufen der Rei-
nigung. Diese Beobachtungen sind daruaf zurückzuführen, dass ZEA sich eher in der Epi-
dermis des Getreidekorns befindet als das bei DON der Fall ist. 
 
 
4.9.2 Trockenvermahlung von Getreide 

Gereinigtes Getreide wird gewöhnlich in unterschiedliche Fraktionen vermahlen. Die meisten 
Mykotoxine tendieren dazu, sich in der Kleie bzw. in den äußeren Schichten anzureichern. 
Fraktionen wie Weißmehl oder Maisgrieß sind somit nur mit geringen Konzentrationen an 
Mykotoxinen kontaminiert. NOWICKI ET AL. (1988) berichteten, dass eine Abhängigkeit zwi-
schen dem Grad des Pilzbefalls im Endosperm des Weizenkorns und der Verteilung von 
DON in die zerkleinerten Weizenfraktionen besteht. Dies wiederum ist von der Weizensorte 
abhängig. Bei einem geringen Pilzbefall sind die höchsten DON-Gehalte an der Getreide-
oberfläche zu finden und geringe Konzentrationen an DON können im verarbeiteten Wei-
zenmehl nachgewiesen werden. 
 
TRIGO-STOCKLI ET AL. (1996) untersuchten die Verteilung von DON und ZEA in Weizen unter 
Verwendung einer Buhler-Mühle. Beide Toxine konnten in hohen Konzentrationen in der 
Kleie festgestellt werden. PATEY UND GILBERT (1989) beschrieben die Verteilung von DON, 
NIV und ZEA in Weizen während der Trockenvermahlung. Generell konnte festgestellt wer-
den, dass diese Mykotoxine in allen Fraktionen nachgewiesen wurden. Die höchsten Gehalte 
konnten in Kleie und Kern ermittelt werden. Bei Untersuchungen mit Mais wurden die höchs-
ten Konzentrationen dieser Toxine in Kern- und Kleie-Fraktion bestimmt. 
 
 
4.9.3 Nassvermahlung von Getreide 

Der Nassvermahlungsprozess wird hauptsächlich für die Vermahlung von Mais herangezo-
gen. Die entscheidenden Fraktionen für die Lebensmittelindustrie sind Maisstärke und Mais-
keime für die Maiskeimölproduktion und Maissirup. Trichothecene sind wasserlöslich und 
werden somit bevorzugt in der Einweichflüssigkeit und der Glutenfraktion nachgewiesen. So 
gelangen 66 % T-2 Toxin in diesem Prozess aus Mais in die Einweichflüssigkeit bei gleich-
zeitigen geringen Konzentrationen in der Stärke und Sirupfraktion (LAUREN UND RINGROSE 
(1997), COLLINS UND ROSEN (1981)). Wie in Abb. 6 dargestellt, zeigten HAZEL UND PATEL 
(2004), dass im Fall von DON während der kommerziellen Nassvermahlung Rückstände von 
bis zu 30 % in der Stärke wiedergefunden wurden. 
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Abb. 6: Verteilung von DON in unterschiedlichen Maisfraktionen (HAZEL UND PATEL (2004) 
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LAUREN UND RINGROSE (1997) untersuchten die Konzentrationsverteilung von ZEA während 
der Nassvermahlung von Mais. Während die Autoren die geringsten Konzentrationen von 
ZEA in dem Waschwasser fanden, konnten hingegen höhere Konzentrationen in den Keim-
ling-, Fasern- und Gluten-Fraktionen ermittelt werden. In einem aus den Maiskeimlingen her-
gestellten Maiskeimöl konnte ein Gehalt von 4,6 mg/kg ZEA ermittelt werden. Der Zearale-
non-Gehalt war mit zwei- bis dreifach höheren Konzentrationen in den festen Fraktionen 
(Keimlingen, Fasern und Gluten Fraktionen) sehr viel höher, als zuvor in dem eingesetzten 
Mais bestimmt werden konnte. Weiterhin wurde die Verteilung von DON und NIV durch den 
Nassvermahlungsprozess einer kommerziellen Nassvermahlungs-Anlage verfolgt. Die gut 
wasserlöslichen Typ B Trichothecene (DON und NIV) wurden in hohen Konzentrationen in 
dem Waschwasser gefunden. Nur geringe Mengen wurden in den Keimling-, Faser- und Glu-
ten- Fraktionen nachgewiesen.  
 
BENNET UND ANDERSON (1978) untersuchten ebenfalls die Verteilung von ZEA während des 
Nass-Vermahlungsprozesses (Tab. 9) und erzielten dabei vergleichbare Ergebnisse. 
 
Tab. 9: Zearalenon enthaltende Fraktionen nach einem Nassvermahlungs-Prozess (BENNETT UND ANDERSON 

(1978)) 

Fraktion Zearalenon-Verteilung 
[%] 

Gluten 49 - 56 
Lösliches 17 - 26 
Faser 15 - 19 
Keimling   9 - 11 
Stärke Nicht nachweisbar 

 
Durch die Nassvermahlung wurden keine signifikanten ZEA-Konzentrationen mehr in der 
Maisstärke nachgewiesen. Die Fraktion der Keimlinge enthält die ein- bis zweifach höhere 
Menge an ZEA als im Vergleich zum Ausgangsprodukt und besitzt 9 - 11 % der gesamten 
ZEA-Konzentration. Die Faserfraktion wies eine ein- bis dreifach höhere Konzentration als 
das originäre Maiskorn auf und enthielt ca. 15 - 19 % der gesamten ZEA-Konzentration. 
 
Es ist bekannt, dass während einer längeren Lagerung von Mais die im Endosperm enthal-
tenen Lipide in den Keimling migrieren. Dieser „Extraktionsprozess“ kann dazu führen, dass 
ZEA im Keimling konzentriert vorliegt.  
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4.9.4 Herstellung von Speiseöl 

Maiskeimöl wird als Nebenprodukt von zwei in der Maismehl-Industrie angewandten Verfah-
ren produziert. Zum einen in der Stärkeindustrie, hier wird der Maiskeimling aus einem 
Nassentkeimungsprozess erhalten. Zum anderen in der Maismehlindustrie, hier wird der 
Keimling während eines trockenen Entkeimungsverfahren gewonnen.  
 
Bereits bei der Neutralisation von pflanzlichen Speiseölen mit Laugen werden 90 - 98 % der 
natürlich enthaltenen Aflatoxine durch irreversible Öffnung der Lacton-Bindung zerstört. 
Restliche Aflatoxine werden während der Bleichung abgetrennt. Aflatoxin war daher in raffi-
nierten Ölen nicht zu finden. Es kann nur in unraffinierten Ölen vorkommen. Da Zearalenon 
wie die Aflatoxine einen Lactonring aufweisen, kann auch bei ZEA davon ausgegangen wer-
den, dass dies durch Raffination und Bleichung im Produkt reduziert werden kann und mög-
licherweise nur in nativen Maiskeimölen nachweisbar ist. Für die Herstellung von Sojaöl wer-
den die Sojabohnen zuerst einem Extrudierprozess unterzogen. Dies bewirkt die Denaturie-
rung der Proteine, die Struktur der Saat wird gebrochen und das Herauslösen des Öls wird 
erleichtert (BOKISCH (1993)).  
 
 
4.9.5 Herstellung von Brot, Gebäck, Geröstetem und Gefrorenem  

SAMAR ET AL. (2001) stellten fest, dass der Fermentationsprozess den natürlich vorkommen-
den DON-Gehalt in argentinischem Brot reduzierte. Dabei wurden unterschiedliche Brote aus 
natürlich kontaminierten Weizenmehl (DON 150 µg/kg) hergestellt. Der Teig wurde bei  
30 - 50 °C fermentiert. Der maximale Verlust bei einer Fermentationstemperatur von 50 °C 
lag zwischen 41 - 46 %. Diese Daten stimmen mit Untersuchungen von NEIRA ET AL. (1997) 
überein. Dabei wurden durch traditionelle Backverfahren acht unterschiedliche Brote herge-
stellt, die alle eine signifikante Reduktion von DON aufwiesen. GREENHALGH ET AL. (1984) 
zeigten, dass sowohl in dotiertem als auch in natürlich kontaminiertem Weizen während des 
Brot-Herstellungsprozesses 80 % DON in den Produkten wiedergefunden wurden. ABBAS ET 
AL. (1985) bestimmten Verluste im Bereich von 19 - 69 %.  
 
TANAKA ET AL. (1986) stellten fest, dass der Backprozess bei 170 °C keinen Einfluss auf den 
Gehalt an DON und NIV hatte. BOYACIOUGLU ET AL. (1993) untersuchten den Einfluss ver-
schiedener Zusatz- und Hilfsstoffe wie Kaliumbromid, L-Ascorbinsäure, Natriumbisulfit, L-
Cystein und Ammoniumphosphat bei unterschiedlichen Konzentrationen auf die Stabilität 
von DON. Die Reduktion lag ohne die Additiva bei 7 %. Bei Natriumbisulfit, L-Cystein und 
Ammoniumphosphat konnte eine Reduktion bis zu 40 % beobachtet werden.  
 
BRETZ ET AL. (2005a, 2005b) bestimmten die Hitzestabilität von NIV unter typischen Le-
bensmittelherstellungsbedingungen und untersuchten den Rückstand auf mögliche NIV-
Abbauprodukte. Nach einem Erhitzungsprozess unter leicht alkalischen Bedingungen wurde 
ein Gemisch aus drei NIV-Degenerationsprodukten nachgewiesen. Diese wurde mittels 
GC/MS und LC/MS charakterisiert. Die Strukturaufklärung erfolgte mittels 1D- und 2D-NMR-
Untersuchungen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Bildung dieser NIV-
Abbauprodukte ebenfalls in Erhitzungsexperimenten mit gespikten NIV in Mehl gebildet wur-
den.  
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4.9.6 Kochen und Konservenherstellung 

LAUREN UND SMITH (2001) zeigten, dass DON und NIV über einen pH Bereich von 1 - 10 re-
lativ stabil sind. Bedingungen von pH 12, hohe Salz-Gehalte und eine Temperatur von 80 °C 
über eine lange Zeit wurden benötigt, um eine Reduzierung der genannten Toxine zu erzie-
len. In Mais wurden DON und NIV um 60 - 100 % reduziert, bei einer Behandlung mit wäss-
rigem Bikarbonat um 10-, 20- und 50-Gewichtsprozenten bei gleichzeitigem Erhitzen bei 
80 - 110 °C in einem Zeitraum von 2 bis 12 Tagen. Im Vergleich dazu wurde ZEA auch bei 
einer 12-tägigen Behandlung bei 110 °C mit Bikarbonat-Lösungen nicht zerstört. KAMIMURA 
ET AL. (1981) zeigten, dass sich die Trichothecen-Konzentrationen von T-2 Toxin und DAS 
um 30 %, von DON und NIV um 40 % und von FusX und NEO um 60 % in japanischen Nu-
deln während des Kochprozesses bei 98 °C für zehn Minuten verringerten. Die Autoren gin-
gen dabei von einem Extraktionsprozess dieser Toxine in das Kochwasser aus.  
 
BOCKHORN ET AL. (2001) untersuchten 29 Teigwaren-Produkte. Dabei wurden sowohl die 
rohe Angebotsform, die gekochte, verzehrfertige Teigware und das Kochwasser auf den Ge-
halt an DON untersucht. Im Vergleich zu der rohen Angebotsform konnte in der gekochten 
Teigware eine 60 - 80 % geringere DON-Konzentrationen nachgewiesen werden. Ausge-
hend von der rohen Teigware konnten zwischen 34 - 84 % DON im Kochwasser bestimmt 
werden. 
 
Im Verlauf einer thermischen Lebensmittelzubereitung ist ZEA stabil. Eine Studie von RYU ET 
AL. (2003) wurde zur Bestimmung der Hitzestabilität von ZEA durchgeführt. Der ZEA-Abbau 
wurde während eines Erhitzungsprozesses bei verschiedenen Temperaturen (100, 125, 150, 
175, 200 und 225 °C) in einer wässrigen Pufferlösung mit unterschiedlichen pH-Werten ge-
messen. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Reduktion von ZEA stieg mit wachsender Pro-
zesstemperatur. Bis zu einer Temperatur von 125 °C gingen weniger als 23 % ZEA verloren. 
Nach einer 60-minütigen Erhitzungsdauer wurden je nach eingestelltem pH-Wert 34 - 68 % 
zerstört. Nach 60 Minuten bei einer Temperatur von ≥ 175 °C wurden mehr als 92 % ZEA 
abgebaut. Unbeachtet der unterschiedlich eingestellten pH-Werte wurde eine vollständige 
Reduktion von ZEA in weniger als 30 Minuten bei 225 °C erreicht. Bei einem pH Wert von 7 
war ZEA am stabilsten, gefolgt von einem pH-Wert von 4 und 10. 
 
 
4.9.7 Extrudierte Getreideerzeugnisse  

Dieser technologische Prozess wird benutzt, um eine Vielzahl von Lebensmitteln und Fut-
termitteln zu produzieren wie Frühstückszerealien, Snack-Produkte, Konditoreiwaren und 
Tiernahrung. Der Abbau der Mykotoxine kann während des Extrudierens durch unterschied-
liche Faktoren erfolgen wie Temperatur oder auch der Gegenwart von alkalischen Verbin-
dungen.  
 
WOLF-HALL ET AL. (1999) zeigten, dass DON über den gesamten Prozess des Extrudierens 
stabil war. Es konnte kein signifikanter Verlust an DON in extrudierten MaisGrits und extru-
diertem Trocken-Hundefutter festgestellt werden. RYU ET AL. (1999) untersuchten die Ab-
nahme von ZEA in Mais-Grits während des Extrudierens. In diesen Untersuchungen wurde 
eine Reduktion von 65 bis 83 % von zugesetztem ZEA festgestellt. Diese Unterschiede lie-
ßen sich auf unterschiedliche Konfigurationen während dieses Prozesses erklären. Der 
Feuchtigkeitsgehalt der Ausgangsverbindungen spielte dabei keine Rolle. Der Verlust an 
ZEA war bei 120 °C größer als bei 160 °C. Die Behandlung von DON, NIV und 3-AcDON mit 
wässrigen Natriumbisulfit-Lösungen führte während des Extrudierprozesses zur Bildung von 
Sulfatsalzen. Diese waren unter sauren Bedingungen stabil. ACCERBI ET AL. (1999) unter-
suchten den Einfluss prozessbestimmender Parameter wie Feuchtigkeit, Temperatur und 
Natriumbisulfitzugabe auf den Gehalt an DON. Dafür wurde dotiertes Maismehl (5 mg/kg 
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DON) verwendet. Bei allen untersuchten Parametern konnte eine Verringerung des DON-
Gehaltes erzielt werden.  
 
 
4.9.8 Herstellung von Bier, Mälzen und Brauen 

Die Veränderung von Trichothecenen in den einzelnen Prozessschritten der Bierherstellung 
wurden von HAZEL UND PATEL (2004), wie in Tab. 10 dargestellt, zusammengefasst. 
 
Tab. 10: Veränderung von Trichothecenen in den einzelnen Prozessschritten der Bierherstellung (HAZEL 
UND PATEL (2004) 

Prozess  Effekt auf die Trichothecene Ursache 

Malzbereitung   
- Weichen  Verringert DON Gehalt Entfernen von wasserlöslichen Toxi-

nen  
- Keimen Erhöht DON Gehalt  Erlaubt Pilzwachstum und Toxinbil-

dung  
- Darren Keine Effekte  
Schroten der Malze Vervierfachung der DON Konzentration Enzymatische Spaltung von DON-

Proteinkonjugaten 
Gärung Gegenwart von Trichothecenen kann die  

Funktion der Pilzstämme für die Bierherstellung 
beeinträchtigen. Innerhalb der ersten 20 Stunden 
steigt DON Gehalt, gefolgt von DON Verlusten 

Anstieg kann durch Metabolisierung 
von DON Vorläufern zu DON be-
gründet sein 

Gesamter  
Brauprozess 

DON ist stabil 
Stark schäumende Biere besitzen höhere DON Konzentrationen 

 
SCOTT (1996) zeigte, dass DON in Bierwürze über den Gärungsprozess hinweg mit unter-
schiedlichen Saccharomyces cerevisiae-Stämmen stabil war, während ZEA zu 69 % zu β-
ZOL und zu 8 % α-ZOL biotransformierte. OKOYE (1987) zeigte, dass ZEA aus natürlich kon-
taminiertem Mais während der Bierherstellung ein 50 %iges Carry-Over in das fertige Pro-
dukt aufwies. 
 
 
4.10 Analytik von Typ A und Typ B Trichothecenen 

Detaillierte Zusammenfassungen über Extraktionsverfahren, Aufreinigungsschritte, chroma-
tographische Trenn- und Detektionstechniken (TLC-, HPTLC-, HPLC- und GC-Methoden) für 
die Analytik von Typ A und Typ B Trichothecenen wurden von SCOTT ET AL. (1993), LANG-
SETH ET AL. (1998), KRSKA ET AL. (2001) und KOCH (2004) beschrieben. Unterschiedliche im-
munochemische Methoden, hauptsächlich „enzyme linked immunosorbent assay“ (ELISA), 
wurden von MORGAN (1989), CANDLISH (1991), DIETRICH ET AL. (1995), PARK UND CHU (1996) 
und SCHNEIDER ET AL. (2004) beschrieben.  
 
 
4.10.1 Extraktion 

Die Extraktion der Trichothecene aus der Lebensmittelmatrix erfolgt wie bei allen Mykotoxi-
nen meist durch Flüssigextraktion. Die effektivsten Lösungsmittel zur Extraktion der polaren 
Trichothecene sind polare Lösungsmittel wie Methanol, Aceton, Acetonitril, Ethylacetat und 
Chloroform. Auch die Anwendung von Polyethylenglykol (PEG) in Wasser als Extraktionsmit-
tel ist beschrieben. Moderne Analysenverfahren nutzen häufig Lösungsmittelgemische der 
genannten Lösungsmittel in Verbindung mit Wasser wie Acetonitril/Wasser (84/16, V/V). Da-
bei dient das Wasser zur Benetzung und Quellung der Lebensmittelmatrix, damit eine erhöh-
te Extraktionseffizienz des Lösungsmittelgemisches in dem hydrophilen Anteil der Matrix 
erzielt werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass bei Verwendung von Aceto-
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nitril/Wasser-Mischungen sauberere Extrakte als bei Methanol/Wasser entstanden. TREN-
HOLM ET AL. (1985) untersuchten verschiedene Extraktionsverfahren für DON und kamen 
dabei zu dem Ergebnis, dass eine längere Extraktionszeit für natürlich kontaminierte Matri-
zes als für gespikte Matrizes notwendig war. Eine allgemeine Vorgehensweise für die Extrak-
tion von Trichothecenen aus Lebensmitteln und Futtermitteln wurde unter Berücksichtigung 
der genannten Extraktionsmittel von TAKEDA ET AL. (1979) zusammengefasst. Dabei wurden 
koextrahierte Lipide mittels n-Hexan oder Isooctan entfernt. In vielen Fällen wurden Tri-
chothecene mittels Chloroform aus dem Erstextrakt reextrahiert. Nach einem anschließen-
den Waschschritt mit Wasser konnten die Trichothecene einer weiteren Aufreinigung zuge-
führt werden.  
 
Häufig werden mechanisch-turbulente Schüttelvorgänge oder Ultraturrax-Geräte zur Extrak-
tion von Trichothecenen eingesetzt. JOSEPHS ET AL. (1998) untersuchten die Anwendbarkeit 
und Optimierungsmöglichkeiten der Extraktion mit überkritischen Flüssigkeiten (SCF = su-
percritical fluid extraction) von DON und weiteren Typ B Trichothecenen mittels dotierten und 
natürlich kontaminierten Weizenmehlproben. Dabei wurden Wiederfindungen von 90,1 ± 
10,7 % für dotierte Weizenproben und 53,0 ± 3,2 % für natürlich kontaminierte Weizenpro-
ben erzielt. KALINOSKI ET AL. 1986 beschrieben ebenfalls eine Extraktion mittels SFE mit ü-
berkritischen CO2. In dieser Methode wurde die SCF-Extraktionszelle online mit einem EI-CI 
Triple Quadrupol Massenspektrometer verbunden. HUOPALAHTI ET AL. (1997) nutzten eben-
falls diese Technik zur Extraktion von DON, DAS und T-2 Toxin aus Futtermittel (Mais und 
Hafer). Für diese Extraktion wurden 30 mL überkritisches CO2 (5 % MeOH) bei einer Extrak-
tionstemperatur von 60 °C und einem Druck von 550 atm verwendet. Die durchgeführten 
Wiederfindungsuntersuchungen mit 250, 500 und 1500 µg/kg je Toxin in Mais- und Hafer-
proben zeigten für DON eine maximale Wiederfindung von 95 % und für DAS und T-2 Toxin 
von 85 %. MATEO ET AL. (2001) stellten unterschiedliche Extraktionsverfahren für die Analytik 
von DON, NIV, 3-AcDON und 15-AcDON in Getreideprodukten gegenüber. Dabei wurden 
fünf Extraktionsmittel (Methanol/Wasser 50/50 und 70/30; V/V), Acetonitril/Wasser (84/16 
und 75/25; V/V) und Ethylacetat/Acetonitril/Wasser (77/19/4; V/V/V), zwei SPE-Kartuschen 
(Kieselgel und Florisil®) und MycoSep 225 verwendet. Diese Untersuchungen ergaben, dass 
das Lösungsmittelgemisch Acetonitril/Wasser (84/16, V/V) in Kombination mit Myco-
Sep® 225-Kartuschen die effektivsten Wiederfindungen bei geringem Anteil an koextrahierten 
Matrixbestandteilen aufwiesen. 
 
 
4.10.2 Aufreinigung 

Bereits 1968 setzte UENO (1980) Aktivkohlefilter ein, um Extrakte von Fusarienkulturen zu 
reinigen. ROMER ET AL. (1981) entwickelten eine spezifische Kartusche mit einer Aktivkoh-
le/Aluminiumoxid-Mischung für die Aufreinigung von Lebensmittel- und Futtermittelextrakten 
für die Analytik von DON. Als Extraktionsmittel-Gemisch wurde Acetonitril/Wasser (84/16; 
V/V) verwendet. Für die Analytik weiterer Trichothecene (NIV, FusX, T-2 Toxin, HT-2 Toxin, 
NEO und DAS) erfolgte eine Weiterentwicklung dieser Kartuschen. ROMER (1986) verdoppel-
te den Anteil der Aktivkohle/Aluminiumoxid-Mischung und konnten somit für diese Trichothe-
cene Wiederfindungen im Bereich von 90 - 99 % erzielen. CHANG ET AL. (1984) modifizierten 
die Romer-Methode zur Bestimmung von DON. Die Extraktion erfolgte ebenfalls mit Aceto-
nitril/Wasser (84/16; V/V). Die Nachweisgrenze (S/N = 2/1) betrug 30 µg/kg. Die Ergebnisse 
dieser Methode wurden mit der GC-Methode von SCOTT (1982) verglichen und resultierten in 
einem Korrelationskoeffizient von 0,992. FERNANDEZ ET AL. (1994) nutzten ebenfalls das 
Acetonitril/Wasser- (84/16; V/V) Extraktionsgemisch mit nachgeschalteter Aufreinigung über 
eine weitere Aktivkohle/Aluminiumoxid/Celite-Mischung (7 g + 5 g + 3 g) zur Extraktion und 
Aufreinigung für eine anschließende HPTLC.  
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TRUCKSESS ET AL. (1984) entwickelten eine dünnschichtchromatographische Methode zur 
Bestimmung von DON in Getreide. Hierbei wurde der Extrakt ebenfalls über eine Säule mit 
einer Mischung aus Aluminiumoxid, Aktivkohle und Celite (0,5g + 0,7g + 0,3 g) gereinigt.  
 
LANGSETH UND CLASEN (1992), KRSKA ET AL. (2001) und KOCH (2004) verweisen darauf, dass 
die bisher veröffentlichten Methoden keine vollständige Erfassung der Typ A und B Tri-
chothecene auf Grund der unterschiedlichen Polarität von dem polarsten NIV bis zum unpo-
laren T-2 Toxin ermöglichen. Dies führt zu unterschiedlichen Wiederfindungsergebnissen bei 
den genannten Trichothecen-Gruppen. Für die Aufreinigung der Extrakte werden Aktivkohle-
Aluminiumoxid-Kartuschen, Mycosep®-, Kieselgel-, Florisil®-Säulen und Kombinationen von 
unterschiedlichen Füllungsmaterial herangezogen. Die Mycosep®-Kartuschen bestehen aus 
unterschiedlichen Adsorbentien mit Aktivkohle, Celite® und Ionenaustauschern. In den ver-
gangenen Jahren kam die Immunoaffinitätschromatographie Säule (IAC) für die Trichothe-
cene Analytik vermehrt zum Einsatz (CAHILL ET AL. (1999); KOTAL UND RADOVA (2002); PAS-
CALE ET AL. (2003)). Der Prozess der Isolierung und Konzentrierung von Mykotoxinen wurde 
durch die Einführung der IAC-Säulen effizienter. CAHILL ET AL. (1999) belegten für die DON 
IAC-Säulen eine Selektivität von > 80 % und für 15-AcDON im Bereich von 40 - 50 %. Die in 
dieser Publikation untersuchten Antikörper wiesen keine Bindungsspezifität gegenüber 3-
AcDON; NIV, T-2 Toxin und FusX auf. KOTAL UND RADOVA (2002) setzten die IAC-Technik 
zur Bestimmung von DON in Mais, Reis und Weizen ein. Die Detektion erfolgte bei einer 
Wellenlänge von 221 nm mittels UV-Detektor. Die Nachweisgrenze dieser Methode wurde zu 
20 µg/kg berechnet. 
 
Eine Alternative zu dem Immunoaffinitätssystem liegt in der Verwendung von sogenannten 
Molecular Imprinted Polymers (MIP). Bei diesen MIP’s handelt es sich um chemisch synthe-
tisierte Polymere mit einer hohen chemischen Stabilität. Bei der Herstellung der MIP’s liegt 
das Zielmolekül (z. B. Mykotoxin) als „print molecule“ in Gegenwart der polymerisierbaren 
funktionellen Monomeren vor. Zuerst bilden die funktionellen Gruppen der Monomere eine 
Bindung zu dem entsprechenden Toxin aus. Der dabei entstandene Komplex wird daraufhin 
über eine Vernetzungsreaktion zu einem formbeständigen Polymer copolymerisiert. Diese 
Technik verwendeten WEISS ET AL. (2003) für die Herstellung von DON- und ZEA-MIP’s.  
Über die Routineeinsetzbarkeit dieser Materialien liegen bisher keine fundierten Ergebnisse 
vor. 
 
 
4.10.3 Gaschromatographische Methoden 

Gaschromatoographische Methoden sind in der Trichothecen-Analytik weit verbreitet. Da 
Trichothecene keine genügende Flüchtigkeit aufweisen, müssen sie durch Derivatisierungen 
in geeignete Verbindungen überführt werden. Die dafür notwendige Derivatisierung stellt 
dabei den kritischsten Schritt im Verlauf dieser Analytik dar (STEINMEYER ET AL. (1985); TIE-
BACH ET AL. (1985); GILBERT ET AL. (1985); SCOTT ET AL. (1993)).  
 
Die Auswahl der Derivatisierungsreagenzien für die Analytik der Trichothecene reicht von 
Trimethylsilyl- (TMS) über Pentafluoropropinyl-, Heptafluorobutyryl-(HFBI) bis hin zu Trifluo-
roacetyl- und Coumaryl-Derivaten. Am häufigsten wurde die Silylierungsreaktion zur Bildung 
von TMS-Ethern an allen Hydroxylgruppen verwendet. Nach der Bildung der TMS-Derivate 
sind diese über einen langen Zeitraum stabil (KAMIMURA ET AL. (1981)). Die derivatisierten 
Trichothecene werden mittels Elektroneneinfangdetektor (ECD), Flammenionisations-
detektor (FID), Massenspektrometer (MS) oder Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) de-
tektiert. KURODA ET AL. (1979) zeigten, dass der ECD empfindlicher gegenüber dem FID bei 
den Typ A und Typ B Trichothecen-TMS-Derivaten war. Für eine empfindliche EC-Detektion 
der Typ B Trichothecene ist die konjugierte Keto-Gruppe (C8-Position) dieser Gruppe ver-
antwortlich.  
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Die Bestimmung von TMS-Derivaten der Trichothecene nach einer Kapillar-
Gaschromatographie mittels Massenspektrometrie stellt die am häufigsten verwendete 
Technik dar. Die Selektivität der Massenspektrometrie ermöglicht die Identifizierung der Tri-
chothecene in Getreide, biologischen Flüssigkeiten und weiteren Matrizes. Dabei wird die 
Elektronenstoßionisierung (EI) im Single oder Multiple Ion Monitoring eingesetzt (BLAAS ET 
AL. (1984); SYLVIA ET AL. (1986); YOSHIZAWA (1986); TIEBACH UND BLAAS (1988)). Der positi-
ve und negative chemische Ionisierungsmodus (CI) wurde ebenfalls in der Analytik von Tri-
chothecen-TMS Derivaten eingesetzt (MIROCHA ET AL. (1986); TIEBACH ET AL. (1985)), wobei 
durch diesen Ionisierungsmodus eine höhere Spezifizität und Nachweisempfindlichkeit ge-
genüber der EI erzielt werden konnte. Der Vorteil der GC-Technik in der Analytik von Tri-
chothecenen liegt in einer simultanen Detektion mehrerer Trichothecene bei gleichzeitig ge-
ringen Nachweisgrenzen (WEINGÄRTNER ET AL. (1997)). Es wurde eine Vielzahl von Metho-
den veröffentlicht, welche eine Multi-Trichothecen-Analytik beschreiben. FURLONG UND SOA-
RES (1995) trennten sieben Trichothecene (T-2 Toxin, HT-2 Toxin, T-2 Tetraol, T-2 Triol, 
DON, NIV und DAS) an einer Kapillarsäule mit anschließender Flammenionisierungsdetekti-
on der HFB-Derivate. Die Nachweisgrenzen reichten von 0,1 - 0,5 µg/g. Nachteile der GC-
MS-Multimethoden lagen in der ungenügenden Reproduzierbarkeit und Wiederholbarkeit 
(PETTERSSON (1998)). Eine Übersicht über gaschromatographische Methoden ist in Tab. A-3 
(Anhang, Abschnitt I) zusammengefasst.  
 
 
4.10.4 Flüssigkeitschromatographische Methoden 

Im Vergleich zu den Typ B Trichothecenen sind Typ A Trichothecene aufgrund der geringe-
ren Anzahl freier Hydoxylgruppen und des Fehlens der Keton-Gruppe an dem C8 Atom im 
Allgemeinen weniger polar. Aufgrund dieser Tatsache werden für diese Trichothecen-
Gruppen verschiedene Methoden entwickelt. Die Technik der HPLC kombiniert mit UV- bzw. 
Dioden-Array-Detektoren (DAD) wurde in vielen Veröffentlichungen für die Analytik von 
Typ B Trichothecenen beschrieben (LAUREN UND GREENHALGH (1987); TRUCKSESS ET AL. 
(1996) ; CAHILL ET AL. (1999); KOTAL UND RADOVA (2002)). 
 
LANIN UND NIKITIN (1991) untersuchten den Einfluss unterschiedlicher Eluenten zur Trennung 
der Typ B Trichothecene DON, NIV, 3-AcDON und 15-AcDON und 7-desoxyDON an einer 
Umkehrphasen-HPLC-Säule. Unter isokratischen Bedingungen resultierte die effektivste 
Trennleistung bei einem Elutionsgemisch Wasser/Tetrahydofuran (76/24; V/V). Elutionen mit 
Acetonitril ergaben danach bessere Trennungen als Methanol, aber beide Lösungsmittel 
zeigten ungenügende Trennleistungen zwischen DON und 7-desoxyDON bzw. 3-AcDON 
und 15-AcDON. Die Trennung wurde häufig an Umkehrphasenmaterial (RP-C18) durchge-
führt. Dabei ist der Einsatz von Acetonitril (UV cut-off = 190 nm) im Vergleich zu Methanol 
(UV cut-off = 210 nm) in wässrigen Lösungen, aufgrund des geringeren cut off-Wertes für 
Acetonitril und einer höheren Transmission bei der Quantifizierungswellenlänge von 218 nm 
zu bevorzugen. Matrixbedingte Interferenzen sind bei einer Detektionswellenlänge von 
218 nm oft zu beobachten und erfordern eine aufwendigere Probenvorbereitung. Wegen der 
sehr geringen UV-Absorption der Typ A Trichothecene, wurde die UV-Detektion nur für Typ 
B Trichothecene eingesetzt. Die Umkehrphasen-Flüssigkeitschromatographie wurde auch 
mit weiteren Detektionsmethoden gekoppelt, wie elektrochemischer Detektion und Fluores-
zenzdetektion in Verbindung mit einer Nachsäulenderivatisierung.  
 
CAHILL ET AL. (1999) nutzten zur Probenaufreinigung IAC-Säulen und detektierten DON mit-
tels eines UV-Detektors. Dabei wurde eine Nachweisgrenze von 100 µg/kg erzielt. Bei einem 
Vergleich mit einer GC-ECD-Methode anhand von 28 natürlich kontaminierten Proben wurde 
ein Bestimmtheitsmaß von 0,982 erreicht. Der lineare Bereich dieser Methode wurde zu 
100 bis 10.000 µg/kg bestimmt. TRUCKSESS ET AL. (1996) nutzten Aktivkohle/Aluminiumoxid/ 
Celite-Kartuschen zur Probenaufreinigung mit nachfolgender Detektion bei einer Wellenlän-
ge von 220 nm. Mit dieser Methode wurde eine Nachweisgrenze von < 500 µg/kg erzielt. 
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WALKER UND MEIER (1998) verwendeten einen DAD-Detektor zur Bestimmung von NIV, 
DON, 3-AcDON und 15-AcDON. OMURTAG UND YAZICIOGLU (2001) entwickelten eine Metho-
de zur Bestimmung von T-2 Toxin in unterschiedlichen Getreideprodukten. Die Detektion von 
T-2 Toxin erfolgte bei einer Wellenlänge von 208 nm mit einer Nachweisgrenze von 25 ng 
pro Injektion. Zur Bestätigung positiver Befunde wurden die Ergebnisse mittels TLC abgesi-
chert. 
 
Für Typ A Trichothecene wurden ebenfalls Derivatisierungsreaktionen mit anschließender 
flüssigkeitschromatographischer Trennung und Fluoreszenzdetektion entwickelt. So be-
schrieben JIMENEZ ET AL. (2000) eine Derivatisierungsmethode zur Bestimmung von T-2 To-
xin, HT-2 Toxin, NEO und DAS mit Coumarin-3-carbonylchlorid und folgender Fluoreszenz-
detektion. Die Nachweisgrenzen dieser Methode lagen bei einem „Signal zu Rausch“-
Verhältnis von „3 zu 1“ bei 10 ng/g für T-2 Toxin und für die anderen Typ A Toxine bei 
15 ng/g. Die Linearität dieser Methode konnte für diese vier Trichothecene im Bereich von 
10 – 2.000 ng bestimmt werden. DALL’ASTA ET AL. (2004) veröffentlichten ebenfalls eine De-
rivatisierung mittels Coumarin-3-carbonylchlorid von Typ A (T-2 Toxin, HT-2 Toxin und DAS) 
und B Trichothecenen (DON, NIV, FusX, 3-AcDON und 15-AcDON). Die Nachweisgrenzen 
(S/N = 3/1) lagen dabei in einem Bereich von 0,2 bis 1 ng/g. Die Bestimmung von T-2 Toxin 
über eine Derivatisierung mit 1-Anthroylnitril beschrieben PASCALE ET AL. (2003) mit an-
schließender Fluoreszenzdetektion (Anregungswellenlänge 381 nm, Emissionswellenlänge 
470 nm). Die Extrakte wurden mittels T-2 Toxin IAC-Säule aufgereinigt bevor die Vorsäulen-
Derivatisierung durchgeführt wurde. Die Nachweisgrenze dieser Methode wurde zu 
0,005 µg/g bei einem „Signal zu Rausch“-Verhältnis von „3 zu 1“ ermittelt.  
 
Ebenfalls wurden elektrochemische Detektoren zur Bestimmung von DON eingesetzt. SYLVIA 
ET AL. (1986) stellten eine zwölffach höhere Empfindlichkeit im Vergleich zur UV-Detektion 
fest. Diese Methode konnte für T-2 Toxin nicht eingesetzt werden. 
 
 
4.10.5 Massenspektrometrische Methoden  

Eine Übersicht über eine generelle Anwendbarkeit der Massenspektrometrie beschrieben 
MIROCHA ET AL. (1986). Eine EI-Massenspektren-Bibliothek von Mykotoxinen, u.a. auch von 
Trichothecenen, wurden von DUSOLD ET AL. (1978) zusammengestellt.  
 
Seitdem robuste und vor allem reproduzierbar arbeitende LC-MS-Systeme (HOFFMAN (2001) 
und NIESSEN UND STROOBANT (1999)) für die Kontaminanten- und Rückstandsanalytik zur 
Verfügung stehen, wird diese Technik auch für die Bestimmung von Trichothecenen einge-
setzt. Eine tabellarische Zusammenfassung über LC-MS- bzw. LC-MS/MS-Methoden ist in 
Tab. A-4 (Anhang, Abschnitt I) aufgeführt. 
 
MIROCHA ET AL. (1976) nutzten Trimethylsilyl-Ether-Derivate in der EI-GC/MS für die Tri-
chothecenen-Analytik in Futtermitteln. Dabei wurde deutlich, dass eine starke Fragmentie-
rung der Trichothecene durch die eingesetzten EI-Ionisierungsbedingungen entstand. Die 
daraus resultierten Massenspektren zeigten eine Vielzahl von nicht zu charakterisierenden 
Fragmenten, während Molekülionen nur selten beobachtet wurden. Begründet wird die star-
ke Fragmentierung dieser Verbindungen durch die funktionellen Gruppen wie Alkohole, Ke-
tone, cyclische Ether und makrozyklische Ester, die eine Vielzahl von erdenklichen Fragmen-
tierungswegen ermöglichen. Weitere Arbeitsgruppen nutzten sowohl die negativen als auch 
positven CI-Ionisierungtechniken, wobei die Molekülionen bzw. Quasimolekülionen mit ge-
ringer Fragmentierung (BRUMLEY ET AL. (1985), KRISHNAMURTHY UND SARVER (1987), MILES 
UND GURPRASAD (1985), KOSTIAINEN (1988), ROACH ET AL. (1989) und BURROWS (1994)) 
gebildet wurden.  
 



 
 
48 Bundesinstitut für Risikobewertung 

BRUMLEY ET AL. (1982) führten mittels Hydroxid-Ionen in der NCI-Massenspektrometrie 
Fragmentierungsstudien an Typ A und Typ B Trichothecenen durch und gelangten zu defi-
nierten und reproduzierbaren Fragmentierungsmustern. Ausgehend vom [M-H]- wurde am 
Beispiel von NIV gezeigt, dass in der Gruppe der Typ B Trichothecene ein grundlegendes 
Fragmentierungsmuster auf den Verlust von [M-H -H2O]-, [M-H-CH2O]-, [M-H -H2O -CH2O]-, 
[M-H -2H2O -CH2O]- und [M-H -H2O -CH2O-58]- zurückzuführen war.  
 
KOSTIAINEN (1988) untersuchte die chemische Ionisation mit positiver Polarität von zehn Tri-
chothecenen unter Verwendung von Ammoniak und deuteriertem Ammoniak (N2H3) als 
Reaktantgas. Alle untersuchten Trichothecene zeigten in Ammonium-PCI-Massenspektren 
den Basispeak [M+NH4]

+ des Quasimolekülions. Weiterhin wurden unterschiedliche relative 
Intensitäten der [M+H]+ Ionen bestimmt. Die Ammoniak-CI-Spektren der Trichothecene zeig-
ten Massenverluste von m/z 18 (=H2O); m/z 30 (=CH2O), m/z 42 (=CH2CO), m/z 60 
(=CH3COOH) und m/z 102 (=(CH3)2CHCH2COOH). Die N2H3 CI-Spektren der Trichothecen 
zeigten Massenverluste von m/z 19 (=H2HO); m/z 20 (=2H2O), m/z 60 (=CH3COOH), m/z 61 
(=CH3COO2H), m/z 101 (=[(CH3)2CHCH2COOH]-), m/z 102 (=(CH3)2CHCH2COOH) und m/z 
103 (=(CH3)2CHCH2COO2H). 
 
Für die Bestimmung von Typ A Trichothecenen in Haferproben untersuchten RAZZAZI-FAZELI 
ET AL. (2002) die Anwendbarkeit der LC-APCI-MS im positiven Ionisierungsmodus. Dabei 
konnten für T-2 Toxin, HT-2 Toxin, Acetyl T-2 Toxin, DAS, MAS und NEO Nachweisgrenzen 
im Bereich von 50 bis 85 µg/kg erzielt werden.  
NIELSEN UND SMEDSGAARD (2003) entwickelten eine Screening LC-UV-MS Methode zur Be-
stimmung von sekundären Metaboliten aus Schimmelpilzen. Für die Fragmentierungsunter-
suchungen wurde ein Micromass LCT-TOF Massenspektrometer mit einer Z-Spray ESI-
Quelle verwendet. Das System operierte im positiven Ionisierungs-Modus. Zur Bestimmung 
der akkuraten Masse von Addukt- und Fragment-Ionen wurde ein hochauflösender orthogo-
nal-Time of Flight Massenspektrometer (TOF-MS) eingesetzt.  
 
HUOPALAHTI ET AL. (1997) beschrieben eine Extraktionsmethode für DON, DAS und T-2 To-
xin mittels SCF (Supercritical Fluid Extraction) aus Futtermitteln (Mais und Hafer) mit an-
schließender LC-UV bzw. Ionenspray LC-MS Detektion. Die massenspektrometrische Detek-
tion der Ammonium-Addukte erfolgte im Full Scan Modus, Selected Ion Monitoring Modus 
und Selected Reaction Monitoring (SRM) Modus. Im Full Scan Modus störten koeluierende 
(fettlösliche) Matrixbestandteile die Detektion der Toxine. Die Zielanalyten konnten bis zu 
einer Konzentration von 250 µg/kg sowohl in dem SIM- als auch im SRM-LC-MS Modus di-
rekt aus dem SFE-Extrakt nachgewiesen werden. Mittels HPLC-UV Detektion konnte DON 
bis zu einer Konzentration von 500 µg/kg direkt aus dem Extrakt bestimmt werden. 
 
DALL’ASTA ET AL. (2004) entwickelten eine LC-ESI-MS Methode zur Bestimmung von Typ A 
und Typ B Trichothecenen. Um eine höhere Emfindlichkeit der Methode zu erreichen, nutz-
ten die Autoren das [M+Na+]-Kation für die Detektion und setzten für eine reproduzierbare 
und stabile Ionisation dem Eluenten NaCl zu.  
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4.11 Analytik von Zearalenon und dessen Derivaten 

4.11.1 Extraktion und Aufreinigung 

Für die Extraktion von ZEA aus unterschiedlichen Matrizes (Getreideprodukte, tierisches 
Gewebe, Urin, Milch) wurden problemspezifische Extraktionsmittel und -verfahren einge-
setzt. Oft wurden Lösungsmittelgemische aus organischen Lösungsmitteln (Acetonitril, Me-
thanol, Ethylacetat, Chloroform und Aceton) mit Wasser oder sauren Puffersystemen ver-
wendet (KRSKA ET AL. (2001)). 
 
Eine vielseitige Methode entwickelten MIROCHA ET AL. (1974) für die Isolierung, Identifizie-
rung und Quantifizierung von ZEA in Mais und Gerste sowohl durch TLC als auch durch GC-
MS. Dabei wurden zwei Extraktionen und zwei Aufreinigungsschritte verwendet. Die Extrak-
tion wurde mittels Soxhlet-Apparatur oder mittels diskontinuierlicher Extraktion mit Ethylace-
tat als Extraktionsmittel durchgeführt. Der Extrakt wurde bis zur Trockene eingeengt und der 
Rückstand in Chloroform gelöst. Anschließend folgte eine Flüssig-Flüssig-Verteilung von 
ZEA in eine alkalische Phase. Bei diesen Bedingungen durfte ZEA nicht zu lange dem alkali-
schen Milieu ausgesetzt sein, da ansonsten der Lacton-Ring im ZEA-Molekül hydrolysiert 
und die Öffnung der Ester-Bindung zur Zerstörung von ZEA führt. ZEA wurde daraufhin a-
bermals in Chloroform aufgenommen. Ein oft verwendetes Extraktionsverfahren entwickelte 
EPPLEY (1968) mit einem Extraktionsgemisch Chloroform/Wasser (1/1; V/V). Die Aufreini-
gung erfolgte über eine NaSO4-Kieselgel-NaSO4-Kartusche mit sequentieller Elution von n-
Hexan, Benzol und Benzol/Aceton (95/5; V/V). 
 
LIU ET AL. (1985) extrahierten ZEA mittels Ultraturrax aus Mais- und Weizenkörnern mit ei-
nem Methanol/Wasser-Gemisch (60/40; V/V). Nach der Entfernung von Methanol aus dem 
Extrakt wurde die wässrige Phase dreifach mit Ethylacetat extrahiert. Dieses wurde über 
NaSO4 getrocknet und anschließend bis zur Trockene eingeengt. 
 
PALLARONI ET AL. (2002) untersuchten unterschiedliche Extraktionsverfahren auf deren Effek-
tivität, ZEA aus Getreidematrix zu extrahieren. Diese Untersuchungen wurden mit Hilfe von 
zwei konventionellen Extraktionstechniken (Ultraturrax® und Schütteln) und drei modernen 
Extraktionstechniken (Ultraschall, beschleunigte Lösungsmittelextraktion (ASE) und mikro-
wellenunterstützte Extraktion (MAE) durchgeführt. Für alle Extraktionsverfahren wurde das 
gleiche Lösungsmittelgemisch verwendet. Die erhaltenen Ergebnisse deuten an, dass die 
modernen Extraktionstechniken ZEA effizienter aus der Maismatrix extrahieren als die kon-
ventionellen Techniken. Vor allem die MAE war den anderen Techniken überlegen. Früher 
wurde vielfach zur Aufreinigung von ZEA-Extrakten die Flüssig-Flüssig-Extraktion eingesetzt, 
während heutzutage vermehrt RP-C18-SPE-Kartuschen, MycoSep®-Säulen und IAC-Säulen 
verwendet werden. 
 
LLORENS ET AL. (2002) untersuchten fünf unterschiedliche Extraktionsmittel und diverse Auf-
reinigungsschritte (C18-SPE-Kartuschen, Kieselgel, Florisil®, IAC-Säulen) für die Analytik von 
ZEA in Reis, Mais und Weizen. Ziel dieser Untersuchungen war die Ermittlung der effektivs-
ten Aufreinigung bei gleichzeitig zufriedenstellenden Wiederfindungen. Dabei zeigte sich, 
dass eine Methanol/1 %ige NaCl-Mischung (80/20 oder 60/40; V/V) die effektivste Extraktion 
erzielte. Der Einsatz von Florisil® zeigte dabei höhere Wiederfindungen als C18 SPE-
Kartuschen. Die Verwendung von Kieselgel resultierte in unzureichenden Wiederfindungen. 
Die IAC-Säulen zeigten einen hohen Aufreinigungsgrad, besaßen aber vergleichsweise eine 
zu geringe Kapazität. SCHUHMACHER ET AL. (1998) prüften ebenfalls die Effektivität von IAC-
Säulen im Vergleich zu herkömmlichen Clean-Up Verfahren. Im Vergleich zu Flüssig-Flüssig-
Verteilungen zeichnen sich die IAC-Säulen durch eine einfache Handhabung aus. Die routi-
nemäßige Anwendung der IAC-Säulen im rückstandsanalytischen Spurenbereich konnte in 
diesen Untersuchungen dargelegt werden. 
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GÖBEL UND LUSKY (2004) verwendeten zur gleichzeitigen Bestimmung von Aflatoxinen, Och-
ratoxin und Zearalenon in Getreide eine neue, kombinierte Misch-IAC-Säule mit Aflatoxin-
Ochratoxin-Zearalenon-spezifischen Antikörpern. Die Extraktion dieser drei Mykotoxine er-
folgte dabei mit Acetonitril/Wasser (60/40; V/V). Die Bestimmungsgrenze dieser Methode lag 
für ZEA bei 5 µg/kg in einem Wiederfindungsbereich von 86 bis 93 %. Die Mykotoxine wur-
den vor der flüssigkeitschromatographischen Trennung mit Trifluoressigsäure derivatisiert 
und mittels FLD simultan detektiert. 
 
 
4.11.2 Gaschromatographische Methoden  

Es wurden ebenfalls gaschromatographische Methoden in der Literatur beschrieben. Dabei 
handelt es sich oft um Multitoxin-Methoden, mit denen neben ZEA auch Trichothecene be-
stimmt wurden. Die gaschromatographische Trennung dieser Dihydroxy-Verbindung benötigt 
eine Derivatisierung z. B. mittels TMS und eine anschließende Detektion mit Flammenioni-
sierungs-Detektor (FID), Elektroneneinfang-Detektor (ECD) oder Massenspektrometrie. 
 
Gaschromatographische Methoden in der Analytik von Zearalenon und dessen Derivate 
werden häufig im Zusammenhang mit einer folgenden massenspektrometrischen Detektion 
beschrieben. SCOTT ET AL. (1978) nutzten neben der HPLC-FLD-Technik die hochauflösende 
Massenspektrometrie im Single Ion Monitoring (SIM)-Modus zur Bestätigungsanalyse von 
ZEA in Maisproben. SCHWADORF UND MÜLLER (1992) nutzten die gaschromatographische 
Trennung von ZEA, α-ZOL und β-ZOL mit anschließender Detektion mittels Ion Trap Mas-
senspektrometer. Nach einer Derivatisierung mit BSTFA konnte jedes Resorcylsäurelacton-
Toxin im Full Scan Modus mit einer Nachweisgrenze von 1 µg/kg detektiert werden. TANAKA 
ET AL. (2000) entwickelten eine GC-MS-Methode zur simultanen Bestimmung von Trichothe-
cenen und Zearalenon. Der Reaktion zu TMS-Derivaten folgte die Detektion im SIM-Modus. 
Die Nachweisgrenze für ZEA in dieser Methode wurde zu 5 ng/g bestimmt. 
 
 
4.11.3 Flüssigkeitschromatographische Methoden 

Heutzutage stellt die Flüssigkeitschromatographie in Kombination mit Fluoreszenzdetektion 
die am meisten herangezogene Technik für die Analytik von Zearalenon dar. Die chroma-
tographische Trennung über Umkehrphasen-Material mit anschließender Fluoreszenz-
Detektion wird aufgrund der natürlichen Fluoreszenz des ZEA-Moleküls eingesetzt. Hierbei 
sind Anregungswellenlängen von 236 nm oder 285 nm und Emmissionwellenlängen von 
418 nm oder 440 nm gebräuchliche Fluoreszenzdetektoreinstellungen. Eine weitere Methode 
sieht die Nachsäulenderivatisierung mit Aluminiumchlorid für eine Verstärkung des Fluores-
zenzsignals vor (HETMANSKI UND SCUDAMORE (1991)). Mit dieser Technik ist die Detektion im 
niedrigen Nachweisgrenzenbereich von 2 bis 20 µg/kg möglich. Zusätzlich zu dieser Detekti-
on wurden Methoden mit elektrochemischer, UV- und DAD-Detektion ebenso verwendet. 
Durch zur Verfügung stehende routinetaugliche LC-MS-Systeme wurde in letzter Zeit ver-
mehrt die Kopplung der HPLC mit der Massenspektrometrie auch für die Bestimmung von 
Zearalenon herangezogen.  
 
LLORENS ET AL. (2002) setzten nach flüssigkeitschromatographischer Trennung an einer Um-
kehrphase sowohl die FLD- als auch DAD-Detektionstechnik ein. Generell zeigte sich eine 
höhere Empfindlichkeit bei der Fluoreszenzdetektion. Bei dieser Detektion zeigte die  
Kombination aus λex274/λem 440 nm ein höheres „Signal zu Rausch“-Verhältnis als 
λex236/λem420 nm. 
 
RANFFT ET AL. (1990) analysierten Mischfuttermittel mittels HPLC-FLD. Die Extraktion erfolg-
te mit Chloroform bei einem niedrigen pH-Wert. Eine weitere Aufreinigung erfolgte über die 
Gelpermeationschromatographie. Die Nachweisgrenze dieser Methode lag bei 2,5 µg/kg.  
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Einen Überblick der flüssigkeitschromatographischen Methoden ist in Tab. A-5 (Anhang, 
Abschnitt I) zusammenfasst.Die aufgelisteten HPLC-Methoden wurden für die Bestimmung 
von ZEA in Getreide, Lebensmittel und Futtermittel entwickelt und zeigen Nachweisgrenzen 
im unteren µg/kg-Bereich (1,5 – 10 µg/kg).  
 
 
4.11.4 Massenspektrometrische Methoden 

Als empfindliche und selektive Analysentechnik findet die moderne Tandem-
Massenspektrometrie ein breites Anwendungsgebiet in der Analytik von anabol wirksamen 
makrozyklischen Lactonen. Eine tabellarische Zusammenfassung massenspektrometrischer 
Methoden zur Detektion von Zearalenon und dessen Metabolite ist nachfolgend (Tab. 11) 
dargestellt. 
 
Tab. 11: Analytik von Zearalenon und Derivaten mittels LC-MS bzw. LC-MS/MS 

Toxin Matrix Aufreinigung  Detektion Literatur 
ZEA; α-ZOL; 
β -ZOL; ZAN;  
α-ZAL; β-ZAL 

Kläranlagen 
Abwasser  

C18-SPE Kartusche LC-APCI-MS/MS;  
negative Ionisierung 

Lagana et al. (2001) 

ZEA Lebensmittel, 
Futtermittel 

IAC-Säule;  
C18-SPE Kartusche 

LC-APCI-MS  
positive Ionisierung 

Rosenberg et al. (1998) 

ZEA; ZAN Getreide IAC-Säule;  
C18-SPE Kartusche 

LC-APCI-MS/MS;  
negative Ionisierung 

Zöllner et al. (1999) 

α- und β-
Trenbolon; 
Zeranol 

Rindermuskel 
und Leber 

OASIS® HLB LC-ESI-MS  
positive und negative 
Ionisierung 

Hori und Nakazawa 
(2000) 

ZEA; α-ZOL; 
β-ZOL; ZAN;  
α-ZAL; β-ZAL 

Schweineurin 
und -gewebe  

C18-SPE Kartusche LC-APCI-MS/MS;  
negative Ionisierung 

Zöllner et al. (2002) 

ZEA; α-ZOL; 
β-ZOL 

Fischgewebe C18-SPEKartusche LC-TISP-MS/MS;  
negative Ionisierung 

Lagana et al. (2003) 

ZEA; α-ZOL; 
β-ZOL 

Rinderurin  C18-SPE Kartusche LC-ESI-MS/MS 
negative Ionisierung 

Launay et al. (2004) 

 
 
4.12 Immunologische Methoden 

PATEL ET AL. (2005) erstellten einen Überblick über die zur Zeit kommerziell erhältlichen im-
munologischen Techniken für Mykotoxine. Demnach sind für DON, T-2 Toxin und ZEA so-
wohl Immunoaffinitätschromatographie-Säulen (IAC) als auch ELISA-Techniken für Mikroti-
terplatten verfügbar. In der Mykotoxinanalytik wurden seit Mitte der siebziger Jahre ELISA-
Techniken entwickelt und erfolgreich eingesetzt. Diese werden nicht nur zum Screening, 
sondern vielmehr zur quantitativen Bestimmung herangezogen. Bei diesem immunologi-
schen Verfahren sind aufwendige Aufreinigungsschritte nicht notwendig. Bei direkt kompetiti-
ven dc-ELISA’s wurde als Konjugat meist ein Trichothecen, gebunden an Meerrettichperoxi-
dase, als Markerenzym eingesetzt.  
 
Für die Analytik unterschiedlicher Typ A und Typ B Trichothecene wurden sowohl monoklo-
nale als auch polyklonale Antikörper entwickelt. So wurden monoklonale Antikörper für ZEA 
(TESHIMA ET AL. (1990); DIXON ET AL. (1987)), DAS (PAULY ET AL. (1988)), DON (ZHANG ET 
AL. (1986a); USLEBER ET AL. (1991); NIESSEN ET AL. (1993)), FusX (MÄRTLBAUER ET AL. 
(1989)) und polyklonale Antikörper für DON (CASALE ET AL. (1988); NICOL ET AL. (1993); SIN-
HA ET AL. (1995)) und T-2 Toxin bzw. DAS (ZHANG ET AL. (1986b)) herangezogen. 
 
YU ET AL. (1999) berichten über den Einsatz von ELISA-Techniken in der Analytik von Heu, 
Silagen und Futtermitteln. Mit dieser Methode wurde nach Acetylierung des getrockneten 
Extraktes der „Gesamt-DON“-Gehalt als triacetyl-DON bestimmt. Mit diesem Verfahren konn-
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ten neben DON auch 3-AcDON und 15-AcDON über Radioimmunoassay (RIA) und dc-
ELISA erfasst werden.  
 
BARNA-VETRO ET AL. (1994) entwickelten dc-ELISA’s mit monoklonalen Antikörpern für die 
Quantifizierung von T-2 Toxin und ZEA in unterschiedlichen Getreideprodukten. Der lineare 
Messbereich des T-2 Toxin-Tests lag bei 100 bis 2000 ng/g und für ZEA bei 25 bis 400 ng/g. 
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5 Material und Methoden 

5.1 Materialien und Chemikalien 

5.1.1 Chemikalien 

Falls nicht anders ausgewiesen, werden in den beschriebenen Methoden nur analysenreine 
Chemikalien (zur Analyse) und destilliertes bzw. bidestilliertes Wasser verwendet. 
 
• Aceton (HPLC grade) 
• Acetonitril (hypergrade) 
• Ameisensäure (HCOOH; 100 %ig) 
• Ammoniumacetat (NH4CH3COOH) 
• Ammoniumformiat (NH4COOH) 
• Citronensäure-Monohydrat 
• Cyclohexan 
• Di-Natriumcarbonat (Na2CO3) 
• Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HO4) 
• Essigsäure (CH3COOH; Eisessig, 99 %ig) 
 

• Ethylacetat 
• Kaliumhydroxid (KOH 
• Methanol (gradient grade) 
• Natriumchlorid (NaCl) 
• Natriumhydrogencarbonat  

(NaHCO3) 
• Natriumhdyoxid (NaOH) 
• Salpetersäure (HNO3; 65 %ig) 
• Schwefelsäure (H2SO4; 96 %ig) 
• 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin 
• Tween 20 (Sorbitanfettsäure) 
• Wasserstoffperoxid (H2O2; 30 %ig 
 

 
5.1.2 Biochemische Reagenzien und Hilfsmittel 

• DON-Antiserum1 
• DON-HRP-Konjugat1 
• ZEA-Antiserum1 
• ZEA-HRP-Konjugat1 
• Anti-Maus-IgG  
• β-Glucuronidase/Arylsulfatase  
• Casein für biochemische Zwecke 
• Immunoaffinitätssäulen: DONtest® Fa. VICAM und DONPrep® Fa. Biopharm 
• ZEAtest® Fa. VICAM, ZEAPrep® Fa. Biopharm, Red Rabbit T-2 Toxin test® Fa. VICAM 
 
 
5.1.3 Standardsubstanzen 

• d4-α- und d4-β-Zearalenol, RIVM, NL 
• Zearalenon, Zearalanon, α- und β-Zearalenol und α- und β-Zearalanol, Fa. Sigma 

Aldrich® Typ A und Typ B Trichothecene, Fa. Sigma Aldrich® 
• d3-T-2 Toxin, Fa. Sigma Aldrich® 
 
 
5.1.4 Hilfsmittel 

• Mikrotiterplatten der Fa. Nunc® 
• Diatomeenerde z. B. Extrelut® von VWR® oder HM-Isolut® von Separtis® 
• SPE Station, Reservoir (10 mL) und Luer-Hähne 
• Aktivkohle für die Lebensmittelanalytik der Fa. VWR® 

                                                
1 Wurden vom Arbeitskreis Prof. Usleber der Justus-Liebig-Universität Giessen und Prof. Märtlbauer der Ludwig- Maximilians-

Universität zur Verfügung gestellt. 



 
 
54 Bundesinstitut für Risikobewertung 

5.1.5 Geräte und Software 

• Dynax Mikrotiterplatten-Reader M 500 mit Auswertungssoftware Biolinx 2.1 

• Agilent HP 1100 mit Autosampler, quaternärer Pumpe mit Niedrigdruckgradientmischer, 
Fluoreszenzdetektor, Dioden-Array-Detektor, Optilab® Säulenthermostat und Steue-
rungssoftware HP Chemstation 

• Shimadzu HPLC Anlage LC-10 AV mit Autosampler, Zweikolbenpumpe mit Niedrig-
druckgradientenmischer, Säulenthermostat, Fluoreszenzdetektor, dual-UV/VIS-Detektor 
und Steuerungssoftware LC-Class® 

• Applied Biosystems Tandem Massenspektrometer API 2000 und API 4000 mit Steue-
rungs- und Auswertsoftware Analyst 1.2 und 1.4 

• ASE 300 Dionex®; beschleunigte Lösemittelextraktionsapparatur 

• GILSON ABIMED GPC-Anlage für die Größenausschlusschromatographie wurde mit 
einer Säule (500 x 25 mm) mit folgendem Packungsinhalt betrieben: BIO-BEADS S-X3 

• Siebmaschine Fa. RETSCH®, mit verschiedenen Siebböden 

• Zentrifugalmühle Fa. RETSCH®, Distanz-Ringsieb mit einer Lochweite von 1.000 

 
 
5.2 Probenmaterial 

Das Untersuchungsmaterial wurde hauptsächlich im Lebensmitteleinzelhandel (Supermärk-
ten, Reformhausläden und Drogeriemärkten) in Berlin und Umgebung im Zeitraum von Ok-
tober 2001 bis März 2004 erworben. Für diesen Zeitraum resultierte ein Probenumfang von 
insgesamt 938 Proben. Davon stammen 24,7 % der Lebensmittel aus biologisch-
ökologischem Anbau und 75,3 % aller Proben waren dem konventionellen Anbau zuzuord-
nen. In Abb. 7 ist die relative Beprobungsanzahl der Warengruppen dargestellt. Ausgehend 
von der Grundgesamtheit von 938 Proben wurden 809 auf DON und 722 auf ZEA unter-
sucht.  
 
Abb. 7: Verteilung des Untersuchungsmaterials nach ZEBS-Warengruppen 

 
 

Backwaren 5,61% 

Bier 18,70% 

Frühstückszerealien 11,88% 

Getreideflocken 6,05% 

Getreidekörner, -mehl  
und -grieß 14,41% 

Gewürze 2,75% 

Knabberartikel 6,05% 

Konsummilch 2,42 % 

Säuglings- und  
Kleinkindernahrung 13,42 % 

Sonstiges 3,41% 

Speiseöl 8,91% 

Teigwaren 6,38% 
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5.3 Probennahme und Homogenisierung 

Um Handelsproben zu untersuchen werden diese je nach Konsistenz für die Analyse vorbe-
reitet, wobei die Bearbeitung jeder Packung separat vorgenommen wurde, um eine Aussage 
über die einzelne Abpackung treffen zu können. Bei Packungsgrößen unter 100 g erfolgte 
bei körnigem Gut stets die Zusammenführung mehrerer Proben (mindestens 5 Stück) der 
Charge oder der angegebenen Haltbarkeitsdaten. Grobkörnige Materialien oder Stückgut 
wurden mittels Zentrifugalmühle soweit zerkleinert, dass die mittlere Partikelgröße kleiner 
1 000 µm lag. Feinpulverige Proben wurden mittels Labormixer (z. B. Grindomix® 2.000) ver-
mengt und somit homogenisiert. Bei Proben mit einem hohen Fettgehalt (Maischips, Flips, 
Kekse etc.) oder mit hohem Fruchtgehalt (wie Müsli mit Trockenobstzusatz) wurden diese 
zuvor bei mindestens -18 °C eingefroren und anschließend in einem Labormixer unter Zuhil-
fenahme von Trockeneis zerkleinert und somit homogenisiert. 
 
Pastöse Säuglings- und Kleinkinderfertigmenüs wurden in einem Becherglas mittels Ultratur-
rax® bei einer Geschwindigkeit von 20.000 U/min innerhalb von 5 Minuten zerkleinert und 
homogenisiert. Zusätzlich wurde der Wassergehalt der homogenisierten Laborprobe mittels 
Feuchtigkeitsanalysator bestimmt, da diese Matrix zu einem großen Anteil aus Wasser be-
steht und bei Säuglings- und Kleinkindernahrung gemäß EG-Verordnung 856/2005 die An-
gabe der Höchstgehalte bezogen auf die Trockenmasse erfolgen muss. 
 
 
5.4 Enzym-Linked-Immunosobent-Assay – ELISA (Screeningverfahren) 

Die ausführlichen Methodenbeschreibungen sind im Anhang unter Abschnitt II dargestellt.  
 
 
5.4.1 Bestimmung von Zearalenon mittels dc-ELISA 

ZEA wird nach der Extraktion durch einen direktkompetitiven ELISA erfasst. Dieser wurde 
am Lehrstuhl für Milchhygiene der Ludwig-Maximilliams-Universität München (MÄRTLBAUER 
UND DIETRICH (2003a)) und der Justus-Liebig-Universität Giessen (USLEBER ET AL. (2003a)) 
entwickelt. Der Test beruht auf einer direkten Reaktion eines spezifischen Antikörpers mit 
ZEA, der durch Immunisierung von Kaninchen mit einem ZEA-Proteinkonjugat erzeugt wur-
de.  
 
Durchführung 
Die Mikrotiterplatten wurden mit gefälltem Antiserum gegen ZEA (100 µL/Kavität) mindestens 
3 Stunden inkubiert. Die freien Proteinbindungsstellen der Polystyrolplatten wurden mit 
200 µL/Kavität 2 %igem Casein/PBS blockiert (30 Minuten bei Raumtemperatur), anschlie-
ßend wurden die Platten dreifach mit Puffer gewaschen und durch Ausklopfen getrocknet. 
Daraufhin wurden nacheinander ZEA Kalibrationsstandards bzw. Probenextraktlösungen 
(50 µL/Kavität, jeweils in 10 %igem Methanol/ PBS) und einer Lösung, die eine konstante 
Menge ZEA-Konjugat enthielt (50 µL/Kavität; je nach Konz. 1 : 25 000 in 1%igem Ca-
sein/PBS verdünnt) in die Kavitäten pipettiert. Bei Raumtemperatur betrug die Inkubations-
zeit 2 Stunden. Nicht gebundenes Toxin bzw. Toxin-Enzymkonjugat wurde nachfolgend 
durch einen Waschschritt entfernt. 
 
Durch Zugabe von Substratlösung (100 µL/Kavität) erfolgt die Detektion des am Konjugat 
gebundenen Enzyms. Die resultierende Farbreaktion ist umso intensiver, je mehr Toxin-
Enzymkonjugat gebunden wurde und ist somit umgekehrt proportional zur ZEA-
Konzentration in der Probe. Nach 15 Minuten wird die Farbreaktion durch Zugabe von 
1 molarer Schwefelsäure (100  µL/Kavität) gestoppt und die Absorption bei einer Wellenlän-
ge von 450 nm gemessen.  
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5.4.2 Bestimmung von Deoxynivalenol mittels dab-ELISA 

DON wird nach der Extraktion durch einen Sandwich ELISA erfasst. Dieser wurde am Lehr-
stuhl für Milchhygiene der Ludwig-Maximilliams-Universität München (MÄRTLBAUER UND 
DIETRICH (2003b)) und der Justus-Liebig-Universität Giessen (USLEBER ET AL. (2003b)) ent-
wickelt. Der Test beruht auf einer direkten Reaktion eines spezifischen Antikörpers gegen 
DON, der durch Immunisierung von Kaninchen mit einem DON-Proteinkonjugat erzeugt wur-
de. Die Fixierung der DON-spezifischen Antikörper erfolgt an die zuvor an die Kavitäten der 
Polystyrol-Mikrotiterplatte gebundenen Anti-Maus-IgG-Antikörper. 
 
Durchführung 
Die Mikrotiterplatten wurden mit 100 µL/Kavität Anti-Maus-IgG-Lösung belegt und über Nacht 
bei ca. 25 - 28 °C inkubiert. Die so vorbereiteten Mikrotiterplatten wurden für die weitere 
Durchführung durch Ausschlagen getrocknet, mit 200 µL/Kavität 2 %igem Casein/PBS abge-
sättigt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin erfolgte ein drei- bis vierma-
liges Waschen der Platte und Ausschlagen. Die einzelnen Kavitäten der Mikrotiterplatten 
wurden mit gefälltem Antiserum gegen DON (100 µL/Kavität) belegt und mindestens eine 
Stunde inkubiert. Anschließend wurden die Platten dreifach gewaschen und durch Ausklop-
fen getrocknet. Hiernach wurden nacheinander DON Kalibrationsstandards bzw. Probenex-
traktlösungen (50 µL/Kavität, jeweils in 10 %igem Methanol/PBS) und eine Lösung, die eine 
konstante Menge DON Meerrettichperoxidase-Konjugat enthält (50 µL/Kavität), in die Kavität 
pipettiert. Bei Raumtemperatur betrug die Inkubationszeit zwei Stunden. Nicht gebundenes 
Toxin bzw. Toxin-Enzymkonjugat wurde durch einen Waschschritt entfernt. 
 
Durch Zugabe von Substratlösung (100 µL/Kavität) erfolgt die Detektion des gebundenen 
Enzyms. Die resultierende Farbreaktion ist umso intensiver, je mehr Toxin-Enzymkonjugat 
gebunden wurde und ist somit umgekehrt proportional zur DON-Konzentration in der Probe. 
Nach 20 - 30 Minuten wird die Farbreaktion durch Zugabe von ein molarer Schwefelsäure 
(100 µL/Kavität) gestoppt und die Absorption bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen.  
 
 
5.5 Extraktionsverfahren 

5.5.1 Routineextraktionsverfahren für stärke- und faserhaltige Lebensmittel  

20 g homogenisierte Labor-Teilprobe werden auf 1 mg genau in ein 250 mL Zentrifugenge-
fäß eingewogen. Es werden 100 mL Extraktionsmittel (für DON: ACN/H2O, 84/16; V/V und 
für ZEA: ACN/H2O, 75/25; V/V) hinzugefügt und fest verschlossen. Das Extraktionsgefäß 
wird in den Überkopfschüttler eingespannt und für 60 Minuten turbulent geschüttelt. Zur Ab-
trennung der Schwebstoffe wird die Probe bei 3 500 G (Zentrifugentemperatur = 10 °C) für 
20 Minuten zentrifugiert. 
 
 
5.5.2 Extraktionsverfahren für Säuglings- und Kleinkinder-Fertignahrung 

Exakt 25 g der homogenisierten Probe werden in ein 250 mL Zentrifugengefäß eingewogen 
und anschließend mit 100 mL Methanol versetzt. Daraufhin erfolgt die Extraktion mittels 
Ultraturrax bei 15 000 U/min. für zwei Minuten. Anschließend werden diesem Extrakt 20 g 
Seesand zugesetzt und für 15 Minuten am Überkopfschüttler geschüttelt. Daraufhin wird 
diese Mischung quantitativ in einen Metall-Zentrifugenbehälter überführt und bei 3 500 G für 
25 Minuten zentrifugiert. 
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5.6 Kombinierte Extraktion und Aufreinigung mit beschleunigter Lösungsmittelex-
traktion (ASE) 

Prinzip 
Die beschleunigte Lösungsmittelextraktion (ASE, engl.: Accelerated Solvent Extraction) setzt 
flüssige Extraktionsmittel zur Extraktion fester und pastöser Proben ein. Als Extraktionsmittel 
werden sowohl organische Lösungsmittel wie Acetonitril, Methanol oder Ethylacetat als auch 
wässrige Extraktionsmittel einschließlich Pufferlösungen eingesetzt. Die Extraktion erfolgt bei 
Raumtemperatur bis zu Temperaturen von 200 °C. Um die Lösungsmittel oberhalb ihres Sie-
depunktes als Flüssigkeit anwenden zu können, wird die Extraktion bei Drücken von  
0,3–20 MPa durchgeführt. Bei erhöhten Temperaturen wird die Extraktionskintetik stark be-
schleunigt, die Desorption der Analyten von der Matrix sowie der Lösungsprozess verlaufen 
wesentlich schneller als bei Raumtemperatur. Üblicherweise wird bei der ASE eine Extrakti-
on in 5–10 Minuten durchgeführt. Weiterhin bewirkt die erhöhte Temperatur eine bessere 
Löslichkeit der Analyten im Extraktionsmittel. Aus diesem Grund kann bei erhöhten Extrakti-
onstemperaturen der Lösemittelverbrauch deutlich verringert werden. Der Einfluss des Ex-
traktionsdruckes auf die Ausbeuten ist eher gering. Hingegen hat die Extraktionstemperatur 
über die Diffusionskoeffizienten einen deutlichen Einfluss auf die Kinetik der Extraktion und 
somit auch auf die Ausbeute.  
 
Abb. 8: Schematischer Aufbau einer ASE-Apparatur (in Anlehnung an Dionex) 

 
 
 
5.6.1 Methodenentwicklung einer ASE-Multi-Trichothecen-Methode 

Für eine bessere Vergleichbarkeit mit etablierten DON-Methoden (Abschnitt 6.5.1) wurde die 
ASE-Multi-Trichothecen-Methode für eine Probeneinwaage von 20 g optimiert. Als Extrakti-
onsmittel wurde das für die Trichothecen-Analytik oft zitierte Extraktionsmittelgemisch Aceto-
nitril/Wasser-Gemisch (84/16; V/V) herangezogen. Im unteren Teil der Extraktionszelle wur-
den die für die Trichothecen-Aufreinigung häufig verwendete Aktivkohle bzw. entsprechende 
Sorbentien-Mischungen eingebracht. Den Aufbau der ASE-Extraktionszelle mit implementier-
tem Aktivkohle-Filter veranschaulicht Abb. 9 (nach einem Extraktionsprozess). 
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Abb. 9: ASE-Extraktionskartusche mit Aktivkohle und einer Vollkorn-Hartweizen-Probe nach einer Extrak-
tion 

 
 
Temperatur  
Der zentrale Punkt zur Entwicklung dieser ASE-Multi-Trichothecen-Methode bestand in der 
Bestimmung der optimalen Extraktionstemperatur. Zum einen galt es, die bestmögliche Ex-
traktionseffizienz des Analyten aus der Matrix in das Lösungsmittel zu ermitteln; zum ande-
ren war die Adsorptionsaktivität der verwendeten Aktivkohle bei entsprechender Extraktions-
temperatur gegenüber dem Analyten als auch gegenüber der Matrix ein entscheidender 
Punkt. Nur bei einer Optimierung dieser beiden Bedingungen konnte diese Methode optimal 
eingesetzt werden. Die Bestimmung der optimalen Extraktionstemperatur wurde mit dem 
natürlich kontaminierten Vergleichsmaterial DON 311 durchgeführt. Wie aus Abb. 10 hervor-
geht, ist das Extraktionsmaximum sowohl bei der Extraktion mit Aktivkohlefilter (durchgehen-
de Linie) als auch ohne Aktivkohlefilter (gestrichelte Linie) in einem Temperaturbereich zwi-
schen 85 - 90 °C zu finden. Somit wurde für diese Methode eine optimale Extraktionstempe-
ratur von 85 °C ermittelt.  
 
Abb. 10: Optimierung der Extraktionstemperatur unter Verwendung des Vergleichsmaterials DON 311 
(n=2) 
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Statische Extraktionszyklen 
Die Zyklen mit statischer Extraktion dienen dazu, während der Extraktion einen Teil des Ex-
traktes durch frisches Lösungsmittel zu ersetzen. Somit haben nacheinander geschaltete 
statische Extraktionszyklen eine ähnliche Effizienz wie eine kontinuierliche dynamische Ex-
traktion. Gemäß der Theorie der ASE-Extraktion tritt nach jedem statischen Zyklus ein Kon-
zentrationsgradient von der Matrix bzw. vom Aktivkohlefilter zum Extraktionsmittel bis zur 
Gleichgewichteinstellung auf. Die Anzahl der programmierten Zyklen (hier 5) werden durch 
das Spülvolumen (hier 130 % bei verwendeter 100 mL Zelle) dividiert. Nach Ablauf der ers-
ten statischen Extraktionszeit werden entsprechende Anteile an Spülvolumen (hier 26 mL) in 
die Zelle und der Teil an Extrakt in das Probengefäß gefördert. Durch die programmierte 
Zyklenzahl vervielfacht sich entsprechend die Extraktionszeit.  
 
Abb. 11: Optimierung der statischen Extraktionszyklenzahl (n=2) 
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In Vorversuchen zur Bestimmung der Anzahl der statischen Extraktionszyklen wurden unter-
schiedliche Anzahlen von Zyklen (1 bis 5 Zyklen) untersucht. Bei Untersuchungen ohne Ein-
satz des Aktivkohlefilters (durchzogene Funktion) wurden in allen Extrakten ähnliche DON-
Konzentrationen, unabhängig von der Zyklenanzahl, ermittelt. Unter Verwendung des Aktiv-
kohlefilters (gestrichelte Funktion) zeigte sich, dass bei den ersten beiden Extraktionszyklen 
eine um den Faktor vier geringere DON Konzentration bestimmt wurde. Ab vier program-
mierten Extraktionszyklen trat ein sogenannter Steady-State-Bereich auf. Dies bedeutet, 
dass bei den Extraktionszyklen vier bis fünf nur noch geringfügige Änderungen beobachtet 
wurden. Bei fünf Extraktionszyklen wurde die maximale DON-Konzentration nachgewiesen. 
Die Dauer der gesamten Extraktion bei gleichzeitiger Aktivkohlereinigung beträgt 35 Minuten 
(5 Zyklen à 5 Minuten Extraktionszeit; 5 Minuten Vorheizzeit und 5 Minuten Heizzeit). Abb. 
12 veranschaulicht deutlich den Unterschied zwischen einer herkömmlichen ASE-Extraktion 
und der ASE-Extraktion mit implementiertem Aktivkohlefilter. 
 
Vergleicht man die über den ASE-Aktivkohlefilter aufgereinigten Extrakte (Abb.12; untere 
Reihe) mit Extrakten einer herkömmlichen Extraktion (Abb. 12; obere Reihe), so sind diese 
Extrakte klar und weisen keine Trübungen auf. Bei komplexen Matrizes wie Weizenkeimpul-
ver (siehe Abb.12; Extrakt C) wurden leichte Trübungen beobachtet. Eine Erklärung hierfür 
ist in einem erhöhten Fettanteil der Probe zu finden, da dieser Bestandteil durch eine Extrak-
tionstemperatur von 85 °C effizienter aus der Probe gelöst und auch nicht durch den Aktiv-
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kohlefilter gebunden wurde. Die Emulsion wurde nach dem Erkalten des Extraktes gebro-
chen, und eine Lipidphase war in der Extraktionsflasche erkennbar.  
 
Abb. 12: ASE Probengefäße mit Probenextrakten nach Extraktion ohne Aktivkohleaufreinigung (obere 
Reihe) und mit Aktivkohleaufreinigung (untere Reihe) 

 
 
A = Maisgrieß; B = Vollkornweizenmehl; C = Getrocknetes Weizenkeimpulver; D = Vollkorn-Haferflocken 

 
Spülvolumen  
Die Ermittlung des Spülvolumens erfolgte anhand zweier Gesichtspunkte. Das angestrebte 
Gesamtextraktionsvolumen sollte nicht 200 mL überschreiten und nach der eigentlichen 
Hauptextraktion sollten in zwei anschließenden Extraktionen derselben Zelle keine Spuren 
von DON mehr nachweisbar sein. Diese Bedingung wurde bei einem Spülvolumen von 
130 % (bezogen auf 100 mL Extraktionszelle) erfüllt.  
 
Gasspülzeit 
Die Gasspülzeit wurde bei der Methodenentwicklung soweit erhöht, dass nach dem Extrakti-
onsprozess der Aktivkohlefilter keine spürbare Feuchtigkeit mehr aufwies. Dies war bei der 
eingestellten Extraktionstemperatur von 85 °C nach 180 Sekunden der Fall.  
 
 
5.6.2 Modifizierung der ASE-Multi-Trichothecen-Methode 

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurden weitere Aufreinigungsmaterialien der Aktiv-
kohle beigemengt. Als Grundlage dafür diente der Einsatz von MultiSep®-Säulen. Außer der 
Aktivkohle enthält dieses Kartuschensystem Aluminiumoxid und Celite. Neben der Multi-
Sep®-Säulen-Mischung wurden die in nachstehender Tab. 12 aufgeführten Mischungen, be-
stehend aus Aktivkohle, neutralem Aluminiumoxid und Celite, selbst hergestellt. 
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Tab. 12: Modifizierung der ASE-Multi-Trichothecen-Methode mit unterschiedlichen Aktivkohle-, Alumini-
umoxid- und Celite-Mischungen 

 Mischung 1 Mischung 2 Mischung 3 Mischung 4 
Aktivkohle 7 Teile 7 Teile 8 Teile 1 Teile 
Al2OB3 5 Teile 3 Teile 4 Teile 1 Teile 
Celite 3 Teile 5 Teile 4 Teile 1 Teile 

 
Zur Untersuchung der Extraktions- und Aufreinigungseffizienz wurde das Vergleichsmaterial 
DON 311 verwendet. Die Mischungen 1 bis 4 und die MultiSep®-Säulen-Mischung wurden 
wie bereits für Aktivkohle beschrieben eingesetzt. Jeweils 5 g dieser Mischungen wurden als 
Filter in die Extraktionszelle eingesetzt und 20 g Probenmaterial vermengt mit 8 g Diatomee-
nerde in die Extraktionskartusche befüllt. Die Extraktion erfolgte wie in Tab. 12 beschrieben. 
 
Die erhaltenen Extrakte wiesen deutliche Trübungen und Farbpigmentierungen auf und 
konnten nur nach einer weiteren Aufreinigung über IAC-Säulen der flüssigkeitschroma-
tographischen Trennung zugeführt werden. Somit waren die Mischungen eins bis vier und 
die für einen direkten Einsatz in der beschriebenen Methode nicht geeignet. 
 
 
5.6.3 Chemische Modifikation der Aktivkohle 

Unter Aktivkohle versteht man Kohlenstoffstrukturen aus kleinsten Graphit-Kristallen und 
amorphem Kohlenstoff mit mikroporöser Struktur und einer inneren Oberfläche zwischen 500 
und 1.500 m2/g. Aktivkohle ist ein stark hydrophobes Material, bestehend aus planaren 
Schichten aus Kohlenstoffatomen mit hexagonaler Struktur (FALBE UND REGITZ (1990)).  
 
Weiterhin wird angenommen, dass innerhalb der Aktivkohle Oberflächenstrukturen unter-
schiedlicher Carbonyl-Funktionen vorhanden sind (YANG (2003)). Im wässrigen Milieu besit-
zen diese saure Eigenschaften und können somit als Kationenaustauscher fungieren (PURI 
UND MARK (1970); MATTSON (1971); BOEHM (2002)). Eine weitere Möglichkeit zur Aufreini-
gung von Probenextrakten besteht in der Verwendung von modifizierter Aktivkohle. Dabei 
werden durch chemische Behandlungen die Sorbentieneigenschaften der Aktivkohle verän-
dert. So zeigten GARTEN ET AL. (1957), NOH UND SCHWARZ (1990) und BOEHM (2002), dass 
durch Behandlung mit oxidierenden Reagenzien, wie nachfolgend beschrieben, zusätzliche 
austauschfähige Gruppen in die Aktivkohle eingeführt werden konnten.  
 
Modifikation mit Natriumhydroxid 
Die Zugabe von Hydroxidionen bewirkt eine Verstärkung des polaren Charakters der Aktiv-
kohle, indem die zusätzlichen Hydroxylgruppen in das aromatische System eingeführt wur-
den. Auf diese Weise können die Wechselwirkungen zu polaren Matrixbestandteilen über 
Dipol-Dipol-Kräfte und Wasserstoffbrückenbindungen intensiviert werden.  
 
Modifikation mit Salpetersäure 
Die eingesetzte Salpetersäure wurde als Oxidationsmittel zur Aktivkohle zugegeben. Hierbei 
wurden die funktionellen Gruppen wie Aldehyde, Ketone, Lactone und Anhydride zu den 
entsprechenden Carbonsäuren oxidiert. Durch diese Modifikation erhält die Aktivkohle eine 
Kationenaustauscherfunktion.  
 
Modifikation mit Schwefelsäure  
Die Modifikation der Aktivkohle mit konzentrierter Schwefelsäure beruht einerseits auf der  
Oxidation funktioneller Gruppen zu endständigen Carbonsäuren und andererseits auf der 
Bildung von Sulfonsäure-Gruppen. Dadurch wurde ebenfalls eine Aktivkohle mit starker und 
schwacher Kationenaustauscherfunktion erzeugt.  
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In nachstehender Tab. 13 sind die DON- Konzentrationen der unterschiedlichen Aktivkohle 
Modifikationen der nicht behandelten Aktivkohle gegenübergestellt. Zur Überprüfung des 
Einflusses der Modifikation auf DON bzw. der Matrix wurde das Vergleichsmaterial DON 311 
(siehe Kapitel 6.2) eingesetzt.  
 
Tab. 13: Gegenüberstellung des Extraktions- und Aufreinigungsverhaltens von DON mit herkömmlicher 
und modifizierter Aktivkohle 

Modifikation n Aktivkohle 
[g] 

Konz.  
[µg/kg] 

RSDr  
[%] 

keine  12 5,0 331,0 8,4 
NaOH   2 5,0 361,8 2,7 
HNO3   2 5,0 354,3 10,3 
H2SO4   2 5,0 n.n. - 

 
Wie nachfolgend bei den Homogenitätsuntersuchungen in Abschnitt 6.2.1 beschrieben, be-
sitzt das Vergleichsmaterial DON 311 eine Konzentration von 370,7 µg/kg bei einer RSD von 
11,2 %. In Abschnitt 6.2.3 werden die Ergebnisse externer Validierung (Laboratorien des 
VFV) des Vergleichsmaterials DON 311 beschrieben. Dabei wurde ein Mittelwert von 
330,1 µg/kg mit einem RSDr von 4,8 % und einem RSDR von 14,7 % bestimmt. Vergleicht 
man diese Werte mit den in Tab. 13 aufgeführten Mittelwerten und RSDr, so liegen die dort 
erzielten Schwankungen im Bereich der Materialunsicherheit. Ein visueller Vergleich der er-
haltenen Extrakte zeigte bei den unterschiedlichen Aktivkohle Modifikationen im Vergleich zu 
der nicht behandelten Aktivkohle keine Unterschiede. Die Modifikation der Aktivkohle mit 
Natriumhydroxid und Salpetersäure führt im Vergleich zur unbehandelten Aktivkohle zu ver-
gleichbaren DON-Konzentrationen. Hingegen ist bei der Modifikation mit Schwefelsäure ein 
vollständiger Verlust an DON zu beobachten. Dies konnte nur durch die zusätzlich eingeführ-
ten Sulfonsäure-Gruppen erklärt werden.  
 
Aufgrund dieses Befundes wurde für die routinemäßige ASE-Multi-Trichothecen-Methode die 
unbehandelte Aktivkohle eingesetzt.  
 
Durchführung der optimierten Methode 
Zum Schutz der Metallfritten wurden auf den Boden der Extraktionszelle zuerst zwei Glasfa-
serfilter gesetzt. Darauf wurden exakt 5 g Aktivkohle eingewogen und ebenfalls mit einem 
Glasfaserfilter bedeckt. Damit eine homogene und dichte Aktivkohle-Packung entsteht, wur-
de die so vorbereitete Extraktionskartusche auf einen Vortex®-Mixer unter gleichzeitiger 
langsamer Kompression der Aktivkohleschicht durch einen entsprechenden Stößel geschüt-
telt. 20 g Probe wurden auf 1 mg genau mit 8 g Diatomeenerde vermischt und in die mit Ak-
tivkohlefilter bestückte Extraktionszelle überführt. Unter Anwendung der in Tab. 14 angege-
benen Parameter wurde mit dem Extraktionsgemisch (ACN/H2O; 84/16; V/V) extrahiert. Der 
erhaltene Extrakt wurde in einen 200 mL Messkolben überführt und mit Extraktionsmittelge-
misch bis zur Marke befüllt. Davon wurden exakt 5 mL bei 45 °C unter Stickstoffstrom abge-
dampft. 
 
Tab. 14: Zusammenfassung der Extraktionsparameter der ASE-Multi-Trichothecen-Methode 

Vorheizzeit 5 min Spülvolumen  130 % Druck  150 bar 
Heizzeit 5 min  Gasspülzeit 180 s Temperatur   85 °C  
Extraktionszeit 5 min Statische Zyklen      5   
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5.7 Aufreinigungsmethoden 

5.7.1 Aufreinigung mittels Festphasenextraktion (SPE) 

Aufreinigung mittels Aktivkohle 
Die Extraktreinigung über analysenreiner Aktivkohle wurde ausschließlich für die ASE-Multi-
Trichothecen-Methode (siehe Abschnitt  5.6 und 6.8) angewandt. Das Prinzip der Aufreiniung 
über Aktivkohle wurde bereits im Abschnitt 5.6.3 dargelegt.  
 
Aufreinigung mittels MultiSep® 
Die Extraktreinigung mit MultiSep®-Kartuschen wurde ausschließlich für die routinemäßige 
Analytik für DON in Getreide und Getreideprodukten eingesetzt.  
 
Das eingesetzte Sorbens besteht aus Aktivkohle, Celite und neutralem Aluminiumoxid. Bei 
den Materialien, Celite und neutralem Aluminiumoxid, handelte es sich um polare Normal-
phasenmaterialien, die mit DON (bzw. Trichothecenen) über Dipol-Dipol-Kräfte und Wasser-
stoffbrückenbindungen wechselwirken.  
 
Aufreinigung über Extrelut 
Das Aufreinigungsverfahren mittels Extrelut-Säule wurde zur Bestimmung von DON und wei-
teren Trichothecenen in Bier und bierähnlichen Getränken herangezogen.  
 
Prinzip 
Die Aufreinigung mittels Extrelut, einer hochporösen Diatomeenerde (verkieselte Algen), 
beruht auf einer Vergrößerung der Flüssigkeitsoberfläche. Hierfür wurde der polare Proben-
extrakt auf das Material gegeben um eine größtmögliche Verteilung in die Poren zu erlangen. 
Das organische Extraktionsmittel (Ethylacetat) wurde zur Elution des Analyten auf die Säule 
gegeben. Aufgrund der Oberfläche des Extreluts besitzen beide Phasen eine besonders 
große Phasengrenzfläche zueinander, wodurch die Extraktion des Analyten in den Eluent 
besonders begünstigt wurde.  
 
Durchführung 
Für diese Methode ist keine vorherige Extraktion notwendig. Die Probenvorbereitung bein-
haltet lediglich das Entgasen der Biermatrix mittels Magnetrührer über einen Zeitraum von 
16 Stunden. Die Bierprobe sollte nach diesem Vorgang nur noch geringe Anteile an Kohlen-
dioxid (Schaumbildung!) aufweisen. Von der vorbereiteten Probe werden mittels Vollpipette 
3 mL auf die Extrelutsäule mit geöffnetem Luer-Hahn pipettiert. Nach vollständiger Aufgabe 
der Bierprobe auf der Extrelut-Säule wurde diese für 20 Minuten stehen gelassen. Anschlie-
ßend wird mit 8 mL Ethylacetat in die Vorlage eluiert. Das aufgefangene Ethylacetat wird 
unter Stickstoffstrom bei 45 °C abgedampft. Der getrocknete Rückstand kann bis zur weite-
ren Untersuchung bei 4 °C aufbewahrt werden.  
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5.7.2 Aufreinigung mittels Extrelut-Kochsalzgemisch 

Diese Aufreinigungstechnik wurde wie nachfolgend beschrieben ausschließlich für die Be-
stimmung von ZEA in Konsum- und Säuglingsfolgemilch eingesetzt. 
 
Prinzip 
Auf Grund der großen Oberfläche des Extreluts besitzen beide Phasen eine besonders gro-
ße Phasengrenze, wodurch eine effektive Extraktion des Analyten in den Eluent gewährleis-
tet wird. Unterstützt wird dieser Prozess durch den Aussalzungseffekt des eingebetteten 
Kochsalzes. Die zugesetzten Ionen hydratisieren effektiver die aufgegebene Milch-Matrix als 
die Analytmoleküle, denen auf diese Weise die Hydrathülle entzogen und dadurch die Was-
serlöslichkeit herabgesetzt wurde. Somit wurde die Verteilung von ZEA in den Eluenten   
(Ethylacetat/Aceton-Gemisch) gesteigert.  
 
Durchführung 
• Proteinpräzipitation 

Vor der enzymatischen Hydrolyse erfolgt die Proteinpräzipitation. In ein 50 mL PP Zentri-
fugengefäß wurden 10 mL der homogenisierten Milchprobe und 10 mL Aceton pipettiert. 
Daraufhin wurde der PP Zentrifugenbehälter für 10 Minuten turbulent geschüttelt und an-
schließend bei 5.000 G und 10 °C zentrifugiert. Anschließend wird das Aceton unter 
Stickstoffstrom bei 50 °C abgeblasen. 

• Enzymatische Hydrolyse  
Die hydrolytische Spaltung möglicher ZEA-Konjugate wird durch das eingesetzte Enzym-
gemisch β-Glucuronidase/Arylsulfatase gewährleistet. Die β-Glucuronidase spaltet Glucu-
ronide in Glucuronsäure und das Aglykon ZEA oder dessen Metabolite (α- Zearalenol, β-
Zearalenol, Zearalanon, α-Zearalanol und β-Zearalanol). Die Arylsulfatase spaltet Sulfat-
ester von phenolischen Verbindungen wie die von Steroid-Sulfaten.  
 
In Tab. 15 wurden einige Methoden zusammengestellt, die in der ZEA-Analytik bereits 
Anwendung fanden und die enzymatische Hydrolyse für die Freisetzung von konjugierten 
ZEA bzw. den Biotransformationsprodukten nutzten. In Anlehnung an die Tab. 15 wurden 
die enzymatischen Hydrolysen möglicher ZEA-Konjugate durchgeführt.  
 
Der Rückstand wird mit verdünnter Essigsäure auf einen pH von 4,5 - 5,0 eingestellt. An-
schließend werden 100 µL β-Glucuronidase/Arylsulfatase Gemisch zugesetzt. Die enzy-
matische Hydrolyse wird im Wasserbad bei 37 °C innerhalb von 16 Stunden durchgeführt. 

• Extraktreinigung 
Das resultierende enzymatische Hydrolysat wird quantitativ auf eine NaCl-Extrelutsäule 
(Zusammensetzung: 15 g Extrelut und 5 g Kochsalz) überführt. Damit die Probe vollstän-
dig auf das Extrelut aufziehen kann, wird diese für 20 Minuten auf der Säule stehen ge-
lassen. Daraufhin wird die Probe mit 100 mL eines Aceton/Ethylacetat-Gemischs (50/50; 
V/V) in ein TurboVap® Gefäß eluiert (Tropfgeschwindigkeit = 2 Tropfen pro Sekunde) und 
anschließend im TurboVap 500 bei 45 °C eingeengt. Der erhaltene Rückstand wird quan-
titativ in ein Reagenzglas überführt. Dieser Schritt wurde aufgrund einer effektiveren Pro-
benbehandlung und besserer Wiederfindungen eingeführt. Der Rückstand wird unter 
Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt, in 10 % MeOH/PBS-Puffergemisch gelöst und 
wie unter Abschnitt 5.7.4 beschrieben mittels IAC aufgereinigt. 
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Tab. 15: Zusammenstellung von Methoden zur Bestimmung von ZEA in tierischen Sekreten und Geweben 

Toxin Matrix Enzymatik Literatur 
ZEA;  
α-ZOL; 
β-ZOL 

Milch 130 000 Units β-Glucuronidase und  
3 100 Units Sulfatase/mL; 16 Stunden bei 37 °C 

Scott und Lawrence (1988)  

ZEA Milch 1 360 Units β-Glucuronidase 
pH 4,5 - 5; 2 Stunden bei 37 °C 

Hagler et al. 
(1980) 

ZEA;  
α-ZOL 

Milch 10 000 Units  
pH 4,5; 2 Stunden bei 37 °C 

Mirocha et al. 
(1981) 

ZEA;  
α-ZOL; 
β-ZOL 

Milch, Blut, 
Plasma, Urin 

5 000 U β-Glucuronidase; 
pH 5,6 - 6,6; 16 Stunden bei 37 °C 

Prelusky et al. 
(1989) 

α-ZOL Tierische 
Leber 

25 µL β-Glucuronidase/Arylsulfatase; 16 Stunden 
bei 37 °C 

Fang et al. (2002) 

 
 
5.7.3 Aufreinigung mittels Größenauschlusschromatographie (GPC) 

Prinzip 
Das GPC-Aufreinigungsverfahren wurde für die Bestimmung von ZEA in pflanzlichem Spei-
seöl entwickelt. Weiterhin wurde mit dieser Technik eine Methode zur Bestimmung von 
Typ A und Typ B Trichothecenen in Getreideölen entwickelt.  
 
In der GPC erfolgt die Trennung der Analyten, laut Definition, durch die molekulare Größe, 
nicht durch die molekulare Masse. Hierfür werden alle weiteren Interaktionen (ionische 
Wechselwirkung, Adsorption) mit der stationären Phase unterdrückt, so dass die Systemse-
lektivität allein von der unterschiedlichen Zugänglichkeit der gelösten Substanz in die Poren 
des Gels abhängt. Die Elution einer Substanz wird nur von der Molekülgröße bestimmt und 
ist weitgehend unabhängig von der Elutionsgeschwindigkeit und von der Konzentration in der 
Probe. Die stationäre Phase besteht aus Perlen, mit einem heteroporösen gequollenen 
Netzwerk, dessen Porengrößenverteilung über mehrere Größenordnungen variiert, so dass 
die Fraktionierung nach molekularer Größe erfolgt.  
 
Die mobile Phase mit der gelösten Substanz wird auf das Gel gegeben, wobei die Substanz 
in alle Teile des Netzwerkes diffundieren kann, die aufgrund ihrer Größe nicht versperrt sind. 
Folglich dringen die kleinen Moleküle des Gelösten tiefer ein und werden länger in der Säule 
retardiert als die größeren Moleküle. Solche Moleküle, die größer sind als die größten Poren 
des gequollenen Gels, können die Gelkörner nicht durchdringen, eluieren an diesen vorbei 
und verlassen die Säule zuerst. 
 
Abb. 13: Schematische Darstellung zum Prinzip der Gelpermeationschromatographie 
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5.7.3.1 Methodenentwicklung 

Zur Bestimmung des Elutionsvolumens von ZEA und den Trichothecenen bei der verwende-
ten Größenausschlusschromatographie (Bio-Beads S-X3 Material) musste eine volumende-
finierte Fraktionierung durchgeführt werden, da das benutzte GPC-System keinen Detektor 
aufwies. In einem Zeitraum von einer Stunde wurde jede Minute (entspricht 5 mL) fraktio-
niert. In den jeweiligen Einzelfraktionen wurden mittels LC-MS/MS die Analytkonzentrationen 
bestimmt und durch Addition der Fraktionsvolumina ein Trennungs-Chromatogramm rekon-
struiert. Abb. 14 verdeutlicht, dass bis zu einem Elutionsvolumen von 100 mL nahezu die 
gesamte Lipidfraktion von der Säule eluiert. 
 
Abb. 14: GPC-Fraktionierung von Zearalenon in natürlich kontaminierten Speiseölproben 
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Zur Darstellung des Elutionsvolumens für ZEA in Speiseölen wurde natürlich kontaminiertes 
Maiskeimöl, Weizenkeimöl und Sojaöl herangezogen. Die Analyt enthaltende Fraktion be-
gann bei 100 mL zu eluieren und endet bei einem Elutionsvolumen von 150 mL. Für das 
angewandte GPC-System sind in der Abb. 15 beispielhaft sowohl die polaren Typ B Tri-
chothecene DON, NIV und Trichothecin als auch die im Vergleich weniger polaren Typ A 
Trichothecene T-2 Toxin und DAS dargestellt. 
 
Vergleicht man die Elutionsvolumen der Fusarientoxine in Abb. 14 und Abb. 15, so ist deut-
lich zu erkennen, dass diese bei einem Elutionsvolumen von 100 mL bis 150 mL eluierten. 
Somit wurde gewährleistet, dass mit dieser Methode neben ZEA und dessen Derivate eben-
falls Typ A und Typ B Trichothecene in einem Aufarbeitungsschritt erfasst wurden. Es bleibt 
zu prüfen, in wie weit weitere Mykotoxine wie Ochratoxine, Aflatoxine und Fumonisine eben-
falls in diesen Aufarbeitungsschritt mit einbezogen werden können.  
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Abb. 15: GPC-Fraktionierung von Typ A und Typ B Trichothecenen in einer gespikten Maiskeimölprobe 

 
 
 
5.7.3.2 Durchführung 

Es wurden 4,00 g Probe auf 0,01 g in ein 20 mL Messkolben eingewogen. Das vorgelegte Öl 
wurde im GPC-Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat (1/1, V/V) aufgelöst. Anschließend 
wurden 50 µL α-d4-Zearalenol (Interner Standard) hinzugefügt, mit dem GPC-Elutionsmittel 
bis zur Marke aufgefüllt und ein Aliquot des gelösten Öls in ein Probenvial für die GPC über-
führt.  
 
Dabei wurde die Lipid-enthaltende erste Fraktion mit einem Elutionsvolumen von 100 mL 
(entspricht hier 20 Minuten) verworfen. Die darauf folgende Fraktion wurde mit einem Eluti-
onsvolumen von 50 mL (entspricht hier 10 Minuten) in einen vorgelegten Spitzkolben eluiert. 
Das Eluat wurde mittels Vakuumrotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. Der erhal-
tene Rückstand wurde in 1 mL Methanol gelöst. Diese Lösung wurde in ein Vorratsgefäß, 
das 10 mL Tween/PBS-Puffer enthielt, überführt und über die IAC-Säule eluiert. Diese zu-
sätzliche IAC Aufreinigung war für die Bestimmung von ZEA mittels HPLC-FLD notwendig, 
für die Detektion von ZEA mittels LC-MS/MS konnte der GPC-Extrakt direkt eingesetzt wer-
den. Der GPC-Extrakt führte in den FLD-Chromatogrammen zu einer zu großen Matrixbelas-
tung, um eine eindeutige ZEA-Bestimmung durchführen zu können. Die Aufreinigung mittels 
GPC erfolgte unter den in Tab. 16 aufgeführten Parametern. 
 
Tab. 16: Aufreinigungsparameter der verwendeten Größenausschlusschromatographie-Anlage 

 Elutionsvolumen 
[mL] 

Zeit  
[min] 

Verwerfen 100 20 
Auffangen  50 10 
Gesamt 150 30 
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5.7.4 Aufreinigung mittels Immunoaffinitätschromatographie-Säulen (IAC) 

Die Aufreinigung der Extrakte und Analytkonzentrierung mittels Immunoaffinitätschroma-
tographie-Säulen wurde im Rahmen dieser Arbeit routinemäßig eingesetzt.  
 
Prinzip der Aufreinigung 
Entsprechend der Firmenbeschreibung von VICAM®, Biopharm® und RedRabbit® wurden die 
jeweiligen IAC-Säulen für Deoxynivalenol, Zearalenon und T-2 Toxin behandelt. Die Analy-
ten wurden aus der Probe mit unterschiedlichen Extraktionsverfahren und Lösungsmittelge-
mischen extrahiert. Der Extrakt wurde unter Stickstoffstrom abgedampft, der Rückstand mit 
PBS-Puffer gelöst und auf einer analytspezifischen Immunoaffinitätschromatographie-Säule 
gereinigt. Die Analyten wurden mit Methanol eluiert, das durch Verdampfen entfernt wurde. 
Der Prozess für die IAC-Aufreinigung ist in Abb. 16 dargestellt. Der Rückstand wurde in Me-
thanol-Wasser aufgenommen und konnte direkt zur chromatographischen Analyse einge-
setzt werden.  
 
Abb. 16: Schematische Darstellung der Aufreinigung mittels IAC-Säulen 

 
 
 
5.8 Analytische Erfassung mittels HPLC 

5.8.1 Bestimmung von Deoxynivalenol mittels HPLC-UV/VIS bzw. DAD 

Shimadzu VP HPLC Anlage mit Autosampler, zwei Zweikolbenpumpen für Hochdruck-
gradientenmischung, Säulenthermostat und UV/VIS Detektor.  
Durchfluss:  0,85 mL/min 
Säulentemperatur:  35 °C 
Trennsäule:  250 x 4,6 mm Mischphase Phenomenex® Phenylhexyl mit 100 A,   

5 µm mit entsprechender 20 mm Vorsäule 
Injektionsmethode:  normale Injektion (100 µL)  
Isokratische Elution:  Acetonitril/Wasser (5/95; V/V) für 30 Minuten 
 
Detektoreinstellungen Wellenlänge 

(nm) 
AUFS 

Quantifizierung 218 0,005 
Bestätigung 236 0,005 
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Agilent 1100 HPLCAnlage mit Autosampler, Kapillarpumpe, Säulenthermostat und DAD De-
tektor.  
Durchfluss:   0,85 mL/min 
Säulentemperatur:  35 °C  
Trennsäule:  250 x 4,6 mm Mischphase Phenomenex® Phenylhexyl mit 100 A, 

5 µm mit entsprechender 20 mm Vorsäule 
Injektionsmethode:  normale Injektion (100 µL)  
Isokratische Elution:  Acetonitril/Wasser (5/95; V/V) für 30 Minuten 
 
Detektoreinstellungen Wellenlänge 

(nm) 
AUFS 

Quantifizierung 218 0,005 
Bestätigung 236 0,005 
 
 
5.8.2 Bestimmung von Zearalenon und dessen Derivaten mittels HPLC-FLD 

Shimadzu VP HPLC Anlage mit System Controller SCL-10 AVP, Autosampler (SIL-10A), 
zwei Zweikolbenpumpen für Hochdruckgradientenmischung, Säulenthermostat (CTO-10AC) 
und Fluoreszenz-Detektor (RF-10AXL).  
Durchfluss:   0,85 mL/min 
Säulentemperatur:  40 °C  
Trennsäule:  250 x 4,6 Nucleosil Protect 1 mit 100 A, 5 µm mit entsprechender 

10 mm Vorsäule 
Laufmittel:  Eluent A = Acetonitril   
    Eluent B = dest. Wasser (1 % Essigsäure) 
 
Gradient: 

Zeit  
[Minuten] 

Eluent B  
[%] 

0,00 60 
30,00 20 
30,01 20 
35,00 60 
35,01 60 
45,00 60 

 
 
Detektoreinstellungen Wellenlänge 

(nm) 
Extinktion 274 
Emmission 446 

 
 



 
 
70 Bundesinstitut für Risikobewertung 

5.9 Analytische Erfassung mittels LC-MS/MS 

5.9.1 Grundlagen der Tandem-Massenspektrometrie 

In der heutigen Spurenanalytik werden vor allem das Elektrospray-Interface (ESI), das At-
mospheric-pressure-chemical-ionisation-Interface (APCI) und das Atmospheric-pressure-
photo-ionisation-Interface (APPI) eingesetzt. Diese Interfaceformen zeichnen sich vor allem 
durch eine schonende Ionisierung aus. Dadurch werden in den Massenspektren oft nur Ad-
duktionen mit Protonen bzw. einfach geladenen Kationen beobachtet.  
 
Hinter der Öffnung (Orifice) befindet sich ein schwaches Vakuum, in dem ungeladene Gas-
moleküle entfernt werden, während der Ionenstrahl durch den Skimmer und Bündelungs-
quadrupol fokussiert wird. Die entstandenen Ionen werden weiter durch angelegte Potenzial-
differenzen in Richtung der Linsensysteme des Massenspektrometers gezogen. Bis zum 
Analysator wird das Hochvakuum schrittweise aufgebaut. Als Analysatoren werden meistens 
ein bzw. zwei Quadrupolsegmente oder eine Ionenfalle eingesetzt. Mit dieser Geräteanord-
nung können sowohl positive als auch negative Ionen erzeugt und detektiert werden. Um die 
Selektivität und Spezifität noch weiter für die Analytik der Verbindungen zu erhöhen, wird 
neben der LC-MS mit Quellfragmentierungen oder der Aufnahme der massenspektrometri-
schen Daten im SIM vermehrt die Tandemmassenspektrometrie mit der Flüssigkeitschroma-
tographie gekoppelt. Hierbei erfolgt in einem zweiten Quadrupolsegment (Linac-Zelle) unter 
Zuhilfenahme eines Reaktantgases wie Stickstoff oder Argon eine kollisionsinduzierte Frag-
mentierung (CID). Die resultierenden Ionen können anschließend in einem folgenden, dritten 
Quadrupol selektiert werden. Mit dieser Geräteanordung können unterschiedliche Experi-
mente durchgeführt werden.  
 
Prinzip der Messung  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit zwei unterschiedlichen Generationen von Mas-
senspektrometern gearbeitet. Die Analysatoren API 2000 und das API 4000 stammen von 
der Fa. Applied Biosystems® Sciex MDS. Ein wichtiger Unterschied dieser beiden Geräte 
besteht in der Geometrie der Interfaces. Bei dem API 2000 ist das Spray horizontal zur Ein-
trittsöffnung (Orifice) des Massenanalysators gerichtet, bei dem API 4000 besteht eine verti-
kale Ausrichtung.  
 
Für die Bestimmung der Trichothecene erfolgte zunächst eine chromatographische Tren-
nung an einer Phenylhexyl-Mischphase. Die Ionisierung erfolgte, mit Ausnahme von NIV 
(negative Ionisierung), im positiven Ionisierungs-Modus sowohl mit Turboionspray® (ESI, 
TIS) als auch mit der APCI-Kopplung. Für die Bestimmung von Zearalenon und dessen Deri-
vaten wurde eine chromatographische Trennung an einer RP C18-Phase entwickelt. Die Ioni-
sierung erfolgte hier ausschließlich im positiven Modus mittels Turboionspray®.  
 
 
5.9.2 Messbedingungen für Typ A und Typ B Trichothecene 

Angelehnt an die jeweiligen Fragestellungen wurde eine entsprechende flüssigkeits-
chromatographische Trennung und anschließende Detektion entwickelt und optimiert. So 
wurden die Tandem-Massenspektrometer API 2000 und API 4000 der Fa. Applied Biosys-
tems Sciex® eingesetzt, um mögliche systematische Abweichungen der unterschiedlichen 
Generation an Ionisierungstechniken zu erkennen. Weiterhin wurde an der API 4000 die Io-
nisierung der Analyten sowohl mit APCI- als auch mit ESI-Ionisierungstechnik durchgeführt.  
 
Aufgrund methodischer Gesichtspunkte wurde einerseits eine schnelle LC-MS/MS-Methode 
(< 10 Minuten) entwickelt, um dem großen Probenaufkommen für die DON-Analytik gerecht 
zu werden. Andererseits wurde für die ASE-Multi-Trichothecen-Methode eine Trennung aller 
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Typ A und Typ B Trichothecene, einschließlich der Stellungsisomere 3-AcDON und 15-
AcDON, angestrebt.  
 
API 4000 – ASE-Multi-Trichothecen-Methode 
Durchfluss:   0,2 mL/min; Säulentemperatur: 40 C  
Trennsäule:   125 x 2 Phenomenex® Phenylhexyl; 100 A, 5 µm mit entsprechender 

20 mm Vorsäule 
Injektionsmethode:  normale Injektion (25 µL)  
Gradientenprogramm:  
für APCI:   Eluent A: Acetonitril  
    Eluent B: dest. Wasser  

für ESI: Eluent A: Acetonitril (0,1 % Ameisensäure; 10mM  
Ammoniumacetat) 

Eluent B:    dest. Wasser (0,1 % Ameisensäure; 10mM Ammoniumacetat) 
 

Zeit [min] Eluent A Eluent B 

0 99 1 

8 99 1 

32 20 80 

32 99 1 

40 99 1 

0

25

50

75

100

0 20 40
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E
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e
n

t [
%

]

 
 
 
Interface Sprayeinstellungen: 

APCI 
 Periode 1 
Aufnahmebedingungen MRM Temperatur 250 °C 
Polarität  negativ Gas 1 55 psi 
Angelegte Hochspannung - 4,5 kV Gas 2 60 psi 
Curtain Gas 15 psi Nebulizer Gas 5 psi 
 Periode 2 
Aufnahmebedingungen MRM Temperatur 350 °C 
Polarität  positiv Gas 1 35 psi 
Angelegte Hochspannung 5,5 kV Gas 2 60 psi 
Curtain Gas 14 psi Nebulizer Gas 5 psi 
ESI 
 Periode 1 
Aufnahmebedingungen MRM Temperatur 275 °C 
Polarität  negativ Gas 1 50 psi 
Angelegte Hochspannung - 4,5 kV Gas 2 60 psi 
Curtain Gas 12 psi   
 Periode 2 
Aufnahmebedingungen MRM Temperatur 550 °C 
Polarität  positiv Gas 1 50 psi 
Angelegte Hochspannung 5,5 kV Gas 2 60 psi 
Curtain Gas 10 psi   
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API 4000 – Deoxynivalenol Methode 
Durchfluss:  0,2 mL/min 
Säulentemperatur:  40  C  
Trennsäule:  125 x 2 Phenomenex® Phenylhexyl; 100 Å, 5 µm mit entsprechender 

20 mm Vorsäule 
Injektionsmethode:  normale Injektion (25 µL)  
Isokratische Elution:  Methanol/Wasser (60/40; V/V) für 10 Minuten 
 
Interface Sprayeinstellungen: 

APCI  
Aufnahmebedingungen MRM Temperatur 315 °C 
Polarität  positiv Gas 1   65 psi 
Angelegte Hochspannung 5,5 kV Gas 2   20 psi 
Curtain Gas 10 psi Nebulizer Gas     5 psi 
ESI 
Aufnahmebedingungen MRM Temperatur 400 °C 
Polarität  positiv Gas 1   50 psi 
Angelegte Hochspannung 5,5 kV Gas 2   50 psi 
Curtain Gas 10 psi   

 
 
API 2000 – Deoxynivalenol Methode  
Durchfluss:   0,2 mL/min 
Säulentemperatur:  35 °C  
Trennsäule:   125 x 2 Nucleosil Protect; 100 Å, 5 µm mit entsprechender  
 20 mm Vorsäule 
Injektionsmethode:  normale Injektion (25 µL)  
Isokratische Elution:  Acetonitril/Wasser (60/40; V/V) für 10 Minuten 
 
 
Interface Sprayeinstellungen: 

APCI 
Aufnahmebedingungen MRM Temperatur 400 °C 
Polarität  positive Gas 1   60 psi 
Angelegte Hochspannung 5,5 kV Gas 2   60 psi 
Curtain Gas 11 psi Nebulizer Gas     6 psi 

 
 
5.9.3 Messbedingungen für Zearalenon und dessen Derivate  

Durchfluss:   0,2 mL/min 
Säulentemperatur:  35 C 
Trennsäule:   125 x 2 Nucleosil Protect; 100 Å, 5 µm mit entsprechender  
    20 mm Vorsäule 
Injektionsmethode:  normale Injektion (20 µL)  
Gradientenprogramm: 
Eluent A:    dest. Wasser (0,1 % Ameisensäure; 10mM Ammoniumacetat) 
Eluent B:    Acetonitril (0,1 % Ameisensäure) 
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Interface Sprayeinstellungen: 

ESI 
Aufnahmebedingungen MRM  Temperatur 550 °C 
Polarität  positiv Gas 1   60 psi 
Angelegte Hochspannung 5,5 kV Gas 2   60 psi 
Curtain Gas 15 psi   

 
 
5.9.4 Ionenpaar-Übergänge der massenspektrometrischen Methoden  

Gemäß der Entscheidung der Kommission (2002/657/EG) zur Umsetzung der Richtlinie 
96/23/EG des Rates, betreffend die Durchführung von Analysemethoden und die Auswer-
tung von Ergebnissen, müssen Bestätigungsmethoden für organische Rückstände oder Kon-
taminanten Aufschluss über die chemische Struktur des Analyten liefern. Der mas-
senspektrometrische Nachweis muss mit MS-Verfahren wie der Aufzeichnung von Full-Scan-
Massenspektren oder der Einzelmassenregistrierung (SIM), sowie MS-MSn-Verfahren wie 
dem Selected Reaction Monitoring (SRM) oder anderen geeigneten MS- oder MS-MSn-
Verfahren in Kombination mit entsprechenden Ionisierungsarten durchgeführt werden. Erfolgt 
die massenspektrometrische Bestimmung mittels Fragmentografie, muss das Molekül-Ion 
vorzugsweise eines der ausgewählten diagnostischen Ionen sein (Molekül-Ion, charakteristi-
sche Addukte des Molekül-Ions, charakteristische Fragment-Ionen und alle ihre Isotopen-
Ionen). Im Rahmen dieser Arbeit wurde aufgrund dieser Tatsache für die Typ A und Typ B 
Trichothecene nachstehende Tab. 18 und für ZEA und dessen Metabolite die in Tab. 17 auf-
geführten Übergänge etabliert. 
 
Tab. 17: MRM-Ionen-Übergänge von Zearalenon und dessen Derivaten im positiven Ionisierungsmodus 

Ionenübergänge (m/z) MRM  
Quantifizierung Bestätigung 

ZEA 319 → 283 319 → 231 
ZAN 321 → 303 321 → 207 
α- und β-ZOL 321 → 285 321 → 303 
α- und β-ZAL 323 → 305 323 → 287 
d4-α- und d4-β-ZAL 325 → 307 325 → 289 
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Tab. 18: MRM-Ionen-Übergänge von Typ A und Typ B Trichothecenen 

Ionenübergänge (m/z)  MRM 
Quantifizierung Bestätigung 

Periode 1 
negativ Polarität [M-H]- NIV 311 → 281 – 

DON 297 → 249 297 → 231 
Fus X 355 → 247 355 → 205 
15-AcDON 339 → 321 339 → 261 
3-AcDON 339 → 231 339 → 203 
VOL 267 → 249 267 → 231 
15-AcSCP 325 → 265 325 → 307 
DAS 367 → 349 367 → 307 
HT-2 Toxin 425 → 263 425 → 215 
NEO 383 → 365 383 → 323 
3 α AcDAS 409 → 349 409 → 247 

Periode 2 
positive Polarität [M+H]+ 

T-2 Toxin 467 → 305 467 → 245 
 d3-T-2 Toxin 470 → 308 470 → 245 
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6 Ergebnisse und Diskussion 

6.1 Validierung von analytischen Methoden – Grundlagen und gesetzliche Vorgaben 

Validierung ist die Bestätigung durch Untersuchung bzw. die Erbringung eines effektiven 
Nachweises, dass die jeweiligen Anforderungen eines bestimmten Verwendungszwecks 
erfüllt sind. 
 
Eine analytische Methode wird durch die Leistungskriterien Genauigkeit, Nachweisgrenze, 
Bestimmungsgrenze, Linearität, Präzision, Konzentrationsbereich, Wiederfindung, Wieder-
holbarkeit, Vergleichbarkeit, Robustheit, Selektivität und Empfindlichkeit charakterisiert. Die-
se Kriterien müssen im Rahmen einer Methodenvalidierung bestimmt werden und beruhen 
auf den DIN 5725, DIN 32645 und ISO 8466. 
 
Weiterhin basiert die Validierung in der analytischen Chemie auf internen (laborintern) und 
externen (zwischen verschiedenen Laboratorien) Qualitätsüberprüfungen. 
 
Leistungskriterien sind Anforderungen an ein Leistungsmerkmal, nach denen beurteilt wer-
den kann, ob die Analysemethode für den Zweck geeignet ist und zuverlässige Ergebnisse 
liefert. Zusätzlich sind die in Tab. 1 zusammengefassten Leistungskriterien für die Fusarien-
toxin-Analytik gemäß der Richtlinie 2005/38/EG zu erfüllen.  
 
Tab. 19: Leistungskriterien für Fusarientoxine gemäß Richtlinie 2005/38/EG 

 Konzentration 
[µg/kg] 

RSDr 
[%] 

RSDR 
[%] 

Wdf. 
[%] 

> 100 ≤ 20 ≤ 40 70 - 110 DON 
< 500 ≤ 20 ≤ 40 70 - 120 

< 50 ≤ 40 ≤ 50 60 - 120 ZEA 
> 50 ≤ 20 ≤ 40 70 - 120 

50 - 250 ≤ 40 ≤ 60 60 - 130 T-2 Toxin 
> 250 ≤ 30 ≤ 50 60 - 130 

100 - 200 ≤ 40 ≤ 60 60 - 130 HT-2 Toxin 
> 200 ≤ 30 ≤ 50 60 - 130 

 
In Anlehnung an die Entscheidung der Kommission (2002/657/EG) zur Umsetzung der Richt-
linie 96/23/EG des Rates betreffend der Durchführung von Analysenmethoden und der Aus-
wertung von Ergebnissen, gültig für Rückstände in Erzeugnissen tierischen Ursprungs, wur-
den die aufgeführten Leistungskriterien für quantitative Analysenmethoden im Rahmen die-
ser Arbeit diskutiert. Dies gilt namentlich für die LC-FLD, LC-UV/VIS und die mas-
senspektrometrische Detektion nach vorheriger flüssigkeitschromatografischer Trennung. 
 
 
Zielstandardabweichung nach Horwitz 
Zur Bewertung von durchgeführten Ringversuchen und Laborvergleichsuntersuchungen wird 
die Zielstandardabweichung nach Horwitz eingesetzt. Auf Grundlage zahlreicher methoden-
prüfender Ringversuche leitet HORWITZ (1982) eine Funktion ab, mit der in Abhängigkeit der 
Konzentration des gesuchten Analyten eine relative Zielstandardabweichung berechnet wer-
den kann:  
 

 

[ ])Clog(5,01
R 2RSD ⋅−

=  bzw. 8495,0
RR c02,0)Horwitz(RSD ⋅=σ=  

 
RSDR Relative Zielstandardabweichung nach Horwitz 
c  Median oder Gesamtmittelwert, eingesetzt als relative Konzentration  
 (z. B. 1 µg/kg entsprechen einer relativen Konzentration von 10-6 kg/kg) 
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THOMPSON und LOWTHIAN (1995) und (2000) zeigten, dass die Präzision in Laborvergleichs-
untersuchungen ebenfalls einer Funktion dieses Typs folgt. 
 
Der Wert einer Zielstandardabweichung wird folgendermaßen berechnet: 
 

 

C
100

RSD
s R

R ⋅







=  

 

sR Zielstandardabweichung nach Horwitz 
RSDR Relative Zielstandardabweichung nach Horwitz 
C Median oder Gesamtmittelwert, eingesetzt in üblicher Konzentration. 

 
 
Horrat-Wert 
Zur Objektivierung von Analysenergebnissen können Regeln herangezogen werden, die 
zunächst zur Bewertung methodenprüfender Ringversuche entwickelt wurden. So haben 
BOYER ET AL. (1985) im Rahmen ihrer Arbeiten über die Ergebnisse methodenprüfender 
Ringversuche festgestellt, dass bei nur sehr wenigen Ringversuchsergebnissen der doppelte 
Betrag, der nach der Horwitz-Formel berechneten Vergleichsstandardabweichung überschrit-
ten wurde. Aufgrund dieser Beobachtung wird der Quotient aus methodischer Vergleichs-
standardabweichung und der nach Horwitz berechneten Standardabweichung als Horrat-
Wert (Horrat-ratio) bezeichnet und zur Bewertung methodenprüfender Ringversuche heran-
gezogen. Demzufolge wird ein Ringversuchsergebnis als zufriedenstellend bewertet, wenn 
nach Ausschluss von nicht mehr als 2/9 (22,2 %) der Laboratorien ein Horrat-Wert von 2 
nicht überschritten wird (HORWITZ (1995)). THOMPSON UND LOWITHAN (1997) stellten bei der 
Überprüfung der Horwitz-Funktion fest, dass in 95 % aller ausgewerteten Fälle sogar ein 
Horrat-Wert unter 1,5 zu erwarten ist. 
 
Formel: Berechnung des Horrat-Wertes  
 

 

)(

)(
:

HorwitzRSD

gemessenRSD
HoWertHorrat

R

R

R =−  

 

 
 
6.2 Charakterisierung von Referenzmaterial bzw. Vergleichsmaterial 

Ein Referenzmaterial ist ein Material, dessen Eigenschaft(en) mit einer validierten Methode 
bestätigt wurde(n), so dass es zur Kalibrierung eines Gerätes oder zur Überprüfung einer 
Messmethode verwendet werden kann. Vergleichs- bzw. Referenzmaterialien dienen zur 
Erhöhung der Zuverlässigkeit und der Verbesserung der Vergleichbarkeit analytischer Resul-
tate (z.B. für Qualitätssicherungssysteme im Rahmen der Akkreditierung von Laboratorien 
gemäß ISO 17025).  
 
Für die Herstellung von Vergleichsmaterial wurden Produkte des Handels herangezogen. 
Für das DON-Vergleichsmaterial (DON 311) wurden Vollkorn-Hartweizennudeln (aus 100 % 
Durum-Weizen) und für das ZEA Vergleichsmaterial (ZEA 185) wurden Mais-Knusperflakes 
ausgewählt. Von diesen wurden jeweils 5 kg einer Charge (entspricht 10 Packungen à 
500 g) vereinigt und in einer Mühle zerkleinert und homogenisiert. Diese Homogenmateria-
lien wurden jeweils in einem 10 L Kunststoff-Container bei Umgebungstemperatur aufbe-
wahrt. 
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6.2.1 Homogenität der Vergleichsmaterialien 

Zur Überprüfung der Homogenität wurden aus den genannten Containern für DON 311 zwölf 
und für ZEA 185 zehn 20 g Einheiten als Labor-Teilproben entnommen und durch das jewei-
lige validierte Routineverfahren (siehe Abschnitt 5.8.1 und Abschnitt 5.8.2) untersucht. Jeder 
Extrakt wurde zweimal analysiert (A und B). Unter Berücksichtigung der Wiederholbarkeit der 
angewandten Analysenmethoden wurde die Homogenität der Vergleichsmaterialien durch 
einen Horrat-Wert von 0,6 für DON 311 und 0,8 für ZEA 185 belegt (Tab. 20). 
 
Tab. 20: Prüfung auf Homogenität der DON- bzw. ZEA-Vergleichsmaterialien 

 DON 311 [µg/kg] ZEA 185 [µg/kg] 
A B A B 
373,3 374,0 34,3 35,3 
349,0 351,0 26,2 27,6 
323,0 322,5 33,9 34,7 
299,0 298,0 25,3 27,2 
373,5 372,5 16,9 17,7 
329,5 328,0 30,5 31,0 
428,0 429,5 24,4 26,0 
398,0 400,5 34,0 34,4 
408,0 407,5 31,1 33,1 
414,0 415,0 19,9 20,4 
406,0 408,0 

 

341,5 347,0 
 

Mittelwert [µg/kg] 370,7 28,2 
Median [µg/kg] 373,3 29,0 
Spannweite [µg/kg] 130,2 18,4 
R [µg/kg] 117,6 17,3 
sr [µg/kg] 41,5 6,1 
RSDr [%] 11,2 21,6 
sr (Horwitz) [µg/kg] 68,9 7,7 
RSDr (Horwitz) [%]  18,6 27,4 
Hor  0,6 0,8 

 
Für die Qualitätskontrollkarten der Stabilitätsuntersuchungen, Methodenvalidierungen und 
Laborvergleichsuntersuchungen wurden zur Berechnung der Grundkenndaten der Ver-
gleichsmaterialien eine Vorperiode für DON 311 von 12 und für ZEA 185 von 10 Wertepaa-
ren (jeder Extrakt wurde zweifach analysiert) für die Berechnung der Mittelwertlinie (µ), der 
zweifachen (2s Bereich; µ ± 2s) und dreifachen (3s Bereich; µ ± 3s) Standardabweichung 
zugrunde gelegt. 
 
 
6.2.2 Stabilitätsuntersuchungen der Vergleichsmaterialien 

Die Stabilitätsuntersuchungen der Vergleichsmaterialien waren in die routinemäßige Bear-
beitung des Verbundforschungsvorhabens eingebunden und wurden monatlich durchgeführt. 
Die folgenden Abbildungen zeigen die Qualitätskontrollkarten zu den Stabilitätsuntersuchun-
gen für die Vergleichsmaterialien für DON und ZEA. 
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Abb. 17 : Qualitätskontrollkarte zur Stabilitätsuntersuchung des Vergleichsmaterials ZEA 185 
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Abb. 18: Qualitätskontrollkarte zur Stabilitätsuntersuchung des Vergleichsmaterials DON 311 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Über einen Zeitraum von eineinhalb Jahren wurde die Stabilität der Vergleichsmaterialien 
verfolgt (Abb. 18 und Abb. 19). Dabei wurde in beiden Materialien kein auffälliger Trend wie 
Abbau der Analyten beobachtet. Somit konnte das Vergleichsmaterials DON 311 und ZEA 
185 zu hausinternen Methodenentwicklungen, Kreuzvalidierung von Methoden und Labor-
vergleichsuntersuchungen eingesetzt werden. 
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6.2.3 Externe Validierung des Deoxynivalenol-Vergleichsmaterials 

Bei dem Vergleichsmaterial DON 311 handelte es sich um eine Vollkorn-Teigware. Wie aus 
den Voruntersuchungen hervorging, lag die mittlere DON-Konzentration bei 370,2 µg/kg.  
 
Abb. 19: Qualitätskontrollkarte zu den Laborvergleichsuntersuchungen des Vergleichsmaterials DON 311 
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Tab. 21: Zusammenfassung der Ergebnisse der Laborvergleichsuntersuchung mit Vergleichsmaterial 
DON 311 (n = 7) 

DON [µg/kg] 
Analyse 1 Analyse 2 MW s RSD  

A B A B [µg/kg] [µg/kg] [%] 
Labor 1 410,0 411,0 420,0 419,0 415,0 4,5 1,1 
Labor 2 324,2 316,2 284,6 283,9 302,2 18,2 6,0 
Labor 3 298,0 282,0 266,0 278,0 281,0 11,4 4,1 
Labor 4 339,0 336,0 343,0 355,0 343,3 7,2 2,1 
Labor 5 300,1 307,2 354,3 352,2 328,4 24,9 7,6 
Labor 6 346,7 356,9 356,7 356,9 354,3 4,4 1,2 
Labor 7 294,4 298,4 270,1 284,3 286,8 10,9 3,8 
n  7 
Mittelwert  [µg/kg] 330,1 
Median [µg/kg] 330,1 
R [µg/kg] 44,5 
sr [µg/kg] 15,7 
RSDr [%] 4,8 
R [µg/kg] 137,3 
sR [µg/kg] 48,5 
RSDR [%] 14,7 
sR (Horwitz) [µg/kg] 62,41 
RSDR (Horwitz) [%] 18,90 
HoR  0,8 

 
Wie Tab. 21 und Abb. 19 zeigen, lag der Mittelwert aller Mittelwerte der teilnehmenden Labo-
ratorien innerhalb des ermittelten Vertrauensbereiches bei 330,1 µg/kg. Die Werte aller teil-
nehmenden Laboratorien lagen innerhalb des 2 s Streubereichs, ausgenommen Labor 3 
und 7. Diese lagen zwischen dem unteren 2 s- und 3 s-Streubereich. Somit kann die Homo-
genität des Vergleichsmaterials festgestellt werden. Weiterhin zeigen diese Ergebnisse, dass 
die eingesetzte Analytik innerhalb des VFV im Rahmen der vorgegebenen Streuung annä-
hernd gleiche Ergebnisse liefern. Ein Horrat-Wert von 0,8 zeigt eine zufriedenstellende Zwi-
schen-Labor-Genauigkeit.  
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6.2.4 Externe Validierung des Zearalenon-Vergleichsmaterials 

Die am Verbundforschungsvorhaben teilnehmenden Laboratorien bestimmten für die Cha-
rakterisierung bzw. externe Validierung die ZEA-Konzentrationen des vorliegenden Ver-
gleichsmaterials. Bei dem Vergleichsmaterial ZEA 185 handelt es sich um Knusperflakes, 
einer Matrix, der extrudierter Maisgrieß zu Grunde lag. Wie aus den Voruntersuchungen her-
vorgeht, lag die mittlere ZEA-Konzentration bei 28,2 µg/kg.  
 
Wie Tab. 22 und Abb. 20 zeigen, lag der Mittelwert aller Mittelwerte der teilnehmenden Labo-
ratorien bei 25,2 µg/kg. Die Werte aller teilnehmenden Laboratorien lagen innerhalb des 2 s 
Streubereichs, ausgenommen Labor 3. Somit kann die Homogenität des Vergleichsmaterials 
festgestellt werden. Weiterhin zeigen diese Ergebnisse, dass die eingesetzten Analysever-
fahren innerhalb des VFV im Rahmen der vorgegebenen Streuung gleiche Ergebnisse lie-
fern. Ein Horrat-Wert von kleiner zwei (hier 1,2) weist auf eine zufriedenstellende Zwischen-
Labor-Genauigkeit hin. 
 
Abb. 20: Qualitätskontrollkarte der Laborvergleichsuntersuchung des Vergleichmaterials ZEA 185 
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6.2.5 Laborvergleichsuntersuchungen 

Über den Zeitraum des Verbundforschungsvorhabens wurden halbjährlich Laborvergleichs-
untersuchungen für DON und ZEA durchgeführt. Dieses Vorgehen wurde eingeführt, um 
eine ständige Qualitätskontrolle der teilnehmenden Laboratorien und um die Vergleichbarkeit 
der Ergebnisse für die abschließende Risikoabschätzung zu gewährleisten. Für die Labor-
vergleichsuntersuchungen wurden unterschiedliche, analyttypische natürlich kontaminierte 
Matrizes über einen breiten Konzentrationsbereich herangezogen.  
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Tab. 22: Zusammenfassung der Ergebnisse der Laborvergleichsuntersuchung des Vergleichsmaterials 
ZEA 185 (n = 6) 

ZEA [µg/kg] 
Analyse 1 Analyse 2 MW s RSD  
A B A B [µg/kg] [µg/kg] [%] 

Labor 1 33,0 31,0 36,0 39,0 34,8 0,1 0,6 
Labor 2 19,6 19,4 19,4 19,3 19,4 3,0 8,7 
Labor 3 14,0 13,2 13,5 13,10 13,5 0,3 2,6 
Labor 4 22,0  26,0  24,0 2,0 8,3 
Labor 5 34,3 32,1 34,8 34,2 33,9 0,0 0,0 
Labor 6 25,5 25,5 25,5 25,5 25,5 1,0 3,1 
n  6 
Mittelwert  [µg/kg] 25,2 
Median [µg/kg] 25,5 
R [µg/kg] 5,0 
sr [µg/kg] 1,8 
RSDr [%] 7,1 
R [µg/kg] 24,8 
sR [µg/kg] 8,7 
RSDR [%] 34,4 
sR (Horwitz) [µg/kg] 7,0 
RSDR (Horwitz) [%] 27,8 
Hor  1,2 

 
 
In den Tab. 23 und Tab. 24 sind die aus dem Verbundforschungsvorhaben resultierenden 
RSDr und RSDR literaturbekannten Ringversuchs- bzw. Laborvergleichsuntersuchungsdaten 
gegenübergestellt. Eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse der Laborvergleichsuntersu-
chungen aus dem Verbundforschungsvorhaben ist im Anhang in Tab. A-7 und Tab. A-8 (An-
hang, Abschnitt III) zusammengestellt. 
 
Die aufgeführten Matrizes decken dabei einen breiten Produktgruppenbereich ab. Damit 
wurde sichergestellt, dass die unterschiedlichen Verfahren für ein breites Matrixspektrum 
einsatzfähig waren und im Rahmen der jeweiligen Streuung annähernd gleiche Ergebnisse 
lieferten. Die erzielten RSDr und RSDR des VFV resultierten aus unterschiedlichsten Verfah-
ren wie ELISA, HPLC-UV/VIS, HPLC-FLD (DON-Derivatisierung) und LC-MS/MS mit unter-
schiedlichen methodenspezifischen Extraktions- und Aufreinigungstechniken. 
 
Die ermittelten RSDR des Verbundforschungsvorhabens liegen zwischen 16,9 % bis 35,0 % 
und somit innerhalb der geforderten 40 % (Richtlinie 2005/38/EG). Diese relativ hohe Varia-
bilität kann durch die unterschiedlich angewandten Methoden wie ELISA, HPLC-UV und LC-
MS/MS erklärt werden. Die resultierten RSDr des Verbundforschungsvorhabens liegen bis 
auf zwei Probenmatrizes (Kinderkekse und Nudeln) ebenfalls innerhalb der geforderten 
20 %.  
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Tab. 23: Wiederhol- und Vergleichsstandardabweichungen unterschiedlicher Ringversuche bzw. Labor-
vergleichsuntersuchungen für DON 

Literatur Matrix n 
Mittelwert aller  
Mittelwerte 

RSDr 
[%] 

RSDR 
[%] 

Weizen-Extrakt 12 1,5 µg/mL 7 14 
Weizen 15 618 µg/kg 8 25 
Mais  13 566 µg/kg 9 28 
Weizen 15 541 µg/kg 9 8 
Mais 15 363 µg/kg 13 25 

Gilbert et al. (1992) 

Weizen 6 673 µg/kg 5 1 
Mais 6 42 µg/kg 8 7 Ware et al. (1986)  
Weizen 9 120 µg/kg 48 52 
Weizen 9 447 µg/kg 25 31 
Weizen 9 675 µg/kg 23 41 
Weizen 9 266 µg/kg 30 54 
Weizen 9 637 µg/kg 31 41 

Petterson (1995)  
 

Gerste 10 824 µg/kg - 45 
Hafer 10 56 µg/kg 16 68 
Hafer 10 161 µg/kg 37 37 

Schumacher et al. 
(1997) 

Lösung 8 10 µg/mL - 21 
Hafermehl 10 1768 µg/kg 3,1 13,8 
Reismehl 11 457 µg/kg 6,5 11,5 
Reismehl 10 85 µg/kg 14,1 14,8 
Weizenmehl 12 678 µg/kg 6,0 16,3 
Polenta 11 123 µg/kg 6,4 23,1 

Food Standard 
 Agency (2005) 

Frühstückszerealien 12 217 µg/kg 13,2 26,3 
Vollkorn-Nudeln 6 371 µg/kg 7,1 34,4 
Vollkornweizenmehl 6 106 µg/kg 9,2 20 
Vollkornweizenmehl 6 108 µg/kg 12,4 19,2 
Weizenmehl Typ 405 6 257 µg/kg 6,8 22,3 
Nudeln 6 231 µg/kg 14,4 17,7 
Kinderkeks 6 285 µg/kg 20,7 31,9 
Nudeln 6 155 µg/kg 21 35 
Weizenmehl Typ 405 6 398 µg/kg 10,5 16,9 
Vollkorn-Nudeln 6 890 µg/kg 14,3 28,7 

VFV 
HS055 

Vollkornweizenmehl 7 1040 µg/kg 7,1 13,3 

Tab. 24: Wiederhol- und Vergleichsstandardabweichungen unterschiedlicher Ringversuche bzw. Labor-
vergleichsuntersuchungen für ZEA 

Literatur Matrix n 
Mittelwert aller 
Mittelwerte [µg/kg] 

RSDr 
[%] 

RSDR 
[%] 

11 114 - 12,8 
10 591 - 22,4 
10 2910 - 32,5 

9 3008 - 41,2 

Bennet et al. 
(1985)  

Mais 

11 256 - 37,1 
28 73 - 41,0 Josephs et al. 

(2001) 
Mais 

28 291 - 41,0 
15 24 10,7 17,6 
16 56 10,7 20,4 

Roggenmehl 

15 84 14,4 20,7 
15 26 9,6 20,8 
15 57 4,0 21,0 

§ 35 LMBG Methoden 
 

Weizenmehl 

16 107 9,6 21,8 
Mais-Chips 6 41 10,3 28,7 
Maismehl 6 13 18,9 57,6 
Vollkornweizenmehl 6 23 7,0 14,4 
Knusperflakes 6 25 7,1 34,4 
Müsli 6 19 6,3 23,2 
Maisgrieß 6 37 9,3 22,9 
Vollkornweizenmehl 6 55 7,6 17,0 
Knusperflakes 6 6 21,7 33,3 

VFV 
HS055 

Weizenmehl Typ 405 6 3 9,7 35,5 
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Stellvertretend für das Verbundforschungsvorhaben nahm das BfR an dem internationalen 
Ringversuch der Food Standard Agency (FSA) zur Validierung einer DON-Methode für einen 
Konzentrationsbereich von 100 - 2000 µg/kg in Getreide- und Getreideerzeugnissen teil (sie-
he Abschnitt 6.12.1). Die dabei erzielten Wiederhol- und Vergleichsstandardabweichungen 
erfüllten ebenfalls die Leistungskriterien nach Richtlinie 2005/38/EG. Für die Herstellung von 
Referenzmaterial (Weizen und Mais) wurden in der BCR-Studie von GILBERT ET AL. (1992) 
HPLC- und GC-Methoden eingesetzt. Dabei wurden ebenfalls zufriedenstellende Ergebnisse 
erzielt. Die Untersuchungen von PETTERSSON (1995) zeigten hingegen eine sehr hohe Vari-
anz der Ergebnisse. Dies wurde auf erhebliche Probleme während der Derivatisierung für die 
gaschromatographische Bestimmung zurückgeführt. 
 
Die Untersuchungen von BENNETT ET AL. (1985) stützten sich auf HPLC-FLD Bestimmungen 
von ZEA in Mais (sowohl natürlich kontaminiert als auch aufgestockte Proben) in einem Kon-
zentrationsbereich von 50 - 4000 ng/g. Für ZEA wurden Wiederfindungen von 77,8 % 
(1000 ng/g) bis 123 % (50 ng/g) bestimmt. Drei Laboratorien berichten weiterhin von falsch 
positiven ZEA-Befunden. In den Untersuchungen von JOSEPHS ET AL. (2001) wurden eben-
falls unterschiedliche Methoden zur ZEA-Bestimmung in Mais eingesetzt und resultierten in 
RSDR von 41 %.  
 
In der § 35 LMBG Methoden zur Bestimmung von ZEA in Getreide- und Getreideerzeugnis-
sen des damaligen BgVV (heute BfR bzw. BVL) wurden natürlich kontaminierte Weizen- und 
Roggenmehlproben in einem Konzentrationsbereich von 20 bis 100 µg/kg eingesetzt. 
 
Im Rahmen der Laborvergleichsuntersuchungen des VFV wurden unterschiedliche Matrizes 
in einem Konzentrationsbereich von 3,1 bis 55,3 µg/kg untersucht. Dabei lagen die erzielten 
Wiederholstandardabweichungen innerhalb der geforderten 50 % (für Konzentrationen klei-
ner 50 µg/kg) bzw. 40 % (für Konzentrationen größer als 50 µg/kg) (Richtlinie 2005/38/EG). 
Die Vergleichsstandardabweichungen lagen bis auf eine Maismehlprobe (57,6 %) innerhalb 
der beschriebenen Leistungskriterien (RSDR ≤ 50 %). Dabei zeigen die RSDR des VFV eine 
große Varianz von 14,4 bis 57,6 %, was wiederum auf die unterschiedlichen Methoden (ELI-
SA, HPLC-FLD und LC-MS/MS), die diversen komplex zusammengesetzten Matrizes und 
den relativ geringen Konzentrationen (bis in den Bereich der NWG) zurückzuführen war. 
Beim Vergleich dieser RSDR mit den Ergebnissen der § 35 LMBG Methode konnte in einem 
Bereich von 17,6 bis 21,8 % eine geringere Varianz festgestellt werden. Dies war auf die 
einheitlich vorgeschriebene Methodik und einen Konzentrationsbereich von 20 bis 100 µg/kg 
zurückzuführen.  
 
 
6.3 Probenhomogenität: Verteilung der Partikelgröße 

WHITAKER ET AL. (1974, 1983 und 1994) konnten in unterschiedlichen Untersuchungen zei-
gen, dass die Varianz der Aflatoxin-Ergebnisse für Mais, Erdnüsse und Baumwollsamen sehr 
groß ist. WHITAKER ET AL. (2000) und (2002) zeigten bei DON-Untersuchungen an Weizen, 
dass die Varianz der Untersuchungsergebnisse signifikant niedriger lagen, als die oben be-
schriebenen Ergebnisse der Aflatoxin-Analytik. Dieser Umstand wurde durch die unter-
schiedliche Verteilung der kontaminierten Kerne mit den genannten Mykotoxinen in dem je-
weiligen Probengut erklärt. 
 
In weiteren Untersuchungen bestimmten WHITAKER ET AL. (2000) den Einfluss der Proben-
menge der Gesamtprobe, Sub-Proben und die Anzahl der Probennahme-Anteile auf die Re-
duzierung der Varianz auf die DON-Ergebnisse bei einer vorgelegten 0,454 kg Probe mit 
einer relativen Standardabweichung von 13,4 % der DON-Analyse bei einer Konzentration 
von 5 mg/kg. Die relative Standardabweichung bezogen auf Probennahme, Probenbearbei-
tung und Analyse wurde mit 6,3 %, 10,0 % und 6,3 % bestimmt. Demzufolge stellte bei die-
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sen Untersuchungen mit einer Probenmenge von 0,454 kg die Probeninhomogeniät den ge-
ringsten Anteil an dem gesamten Fehler dar (WHITAKER ET AL. (2002)). 
 
Bei der Probennahme werden ausgehend von einer Gesamtprobe sogenannte Sub-Proben 
(Unter-Proben) entnommen und führen letztendlich zu einer Labor-Teilprobe. Das analytisch- 
chemisch determinierte Begriffspaar Inhomogenität-Homogenität wird definiert durch eine 
statistisch bedingte Konzentrationsfunktion. Unter inhomogenen Materialien versteht man 
Stoffe, deren chemische Zusammensetzung in Teilportionen von Feststoffen (Schüttgut, kör-
nige oder pulverförmige Stoffe), also in räumlichen Dimensionen, nicht konstant ist. Für die 
Probennahme ist wesentlich, das Inhomogenitäten als reale Konzentrationsunterschiede nur 
dann nachgewiesen werden können, wenn sie den Analysenfehler überschreiten (DANZER ET 
AL. (2001)). 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Siebuntersuchungen beispielhaft an DON-
kontaminierten Materialien durchgeführt, um das mechanische Schüttgutverhalten der zuvor 
homogen hergestellten Labor-Teilprobe zu charakterisieren. Durch leichte Erschütterung und 
Bewegungen der dispersen Labor-Teilprobe kann es sowohl während der Lagerung als auch 
in Vorbereitung auf die Analyse zu einem Partikelgrößengradient innerhalb des jeweiligen 
Lagergefäßes kommen. Die Siebuntersuchungen wurden mit einer Siebmaschine der  
Fa. RETSCH® durchgeführt. Dabei wurden die Siebböden mit den Maschenweiten 45 µm, 
63 µm, 125 µm, 250 µm, 500 µm und 1000 µm eingesetzt. Jeder Siebvorgang wurde mit 
100 g Probe durchgeführt, wobei die nachstehenden Geräteeinstellungen für den Siebvor-
gang festgelegt wurden: 
 
Tab. 25: Definierte Geräteeinstellungen für die Siebmaschiene der Fa. RETSCH® 

Zeit  90 Minuten 
Amplitude 90 
Intervall ja 
Intervalldauer 10 Sekunden 
 
Für die Untersuchung der Partikelgrößenverteilung in einer Labor-Teilprobe wurde zum ei-
nen DON 311 und zum anderen ein handelsüblicher Maisgrieß herangezogen. Die Mais-
grießprobe wurde als Untersuchungsgut ausgewählt, da dieses einen breiten Partikelgrö-
ßenbereich aufwies. Eine weitere Verarbeitung des Maisgrießes durch die Zentrifugalmühle 
führte zu einer sichtbaren Verschiebung des genannten Partikelgrößenbereichs (siehe Abb. 
23). Die Proben wurden in der handelsüblichen Angebotsform der RETSCH® Zentrifugalmüh-
le zugeführt. Die vorherige Vermahlung der Proben erfolgte mittels Distanz-Ringsieb mit ei-
ner Lochweite von 1.000 µm. Somit wurde gewährleistet, dass die Labor-Teilproben eine 
Partikelgröße von ≤ 1.000 µm aufwiesen. 
6.3.1 Siebuntersuchung des Deoxynivalenol Vergleichsmaterials 

Wie aus nachstehender Abbildung ersichtlich, lagen 84 % der homogenisierten Labor-
Teilprobe DON 311 im Bereich zwischen 63 bis 500 µm vor.  
 
Die Partikelgrößenverteilung (Abb. 21) des homogenisierten DON-Vergleichsmaterials zeigt 
eine deutlich rechtsschiefe Verteilung. In nachfolgender Abb. 22 sind die DON-
Konzentrationen der einzelnen Siebfraktionen mit den resultierenden RSDr-Fehlerbalken 
dargestellt.  
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Abb. 21: Verteilung der Partikelgröße von DON 311 nach Zerkleinerung und Homogenisierung mittels 
RETSCH® Zentrifugalmühle (n = 3) 

 
 
Alle Siebfraktionen weisen eine DON-Konzentration (Abb. 22) im Bereich des mittleren DON-
Gehaltes auf. Die Streuung der Fehler liegt innerhalb der vorgegebenen Fehlergrenzen. So-
mit kann das Vergleichsmaterial über den fraktionierten Partikelgrößenbereich als homogen 
angesehen werden. Die relativen Standardabweichungen der DON-Analysen der unter-
schiedlichen Siebfraktionen lagen zwischen 3 - 16 %. Werden diese mit der relativen Stan-
dardabweichung von 11,3 % (n = 12) aus der Vorperiode (siehe Abschnitt 6.2.1) verglichen, 
so wurde kein signifikanter, auf Inhomogenität der Siebfraktion zurückzuführender Unter-
schied festgestellt. 
 
Abb. 22: Verteilung der DON-Konzentrationen der einzelnen Siebfraktionen des Vergleichmaterials 
DON 311 (n = 3) nach Zerkleinerung und Homogenisierung mittels RETSCH® Zentrifugalmühle 
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Es bleibt zu diskutieren, dass die Siebfraktionen 45 - 63 µm, 63 - 125 µm, 125 - 250 µm und 
250 - 500 µm deutlich geringere relative Standardabweichungen aufwiesen als die Siebfrak-
tion 500 - 1000 µm bzw. zu der in der Vorperiode erhaltenen relativen Standardabweichung. 
Dieser Umstand kann auf die enger gefassten Partikelgrößenbereiche und der damit ver-
bundenen Extraktionseigenschaften der jeweiligen Siebfraktion zurückzuführen sein. Es ist 
somit belegbar, dass eine Reduktion der Streuung des gesamten Analysenfehlers durch ei-
nen definierten Vermahlungsgrad mit einer Zentrifugalmühle mit einer bestimmten Feinheit 
(z. B. 500 µm) erreicht werden kann. 
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6.3.2 Siebuntersuchung einer handelsüblichen Maisgrieß-Probe 

Um auch einen Bezug für die im Einzelhandel durchgeführten Einzelpackungsbeprobungen 
zu ermitteln, wurde ein handelsüblicher Maisgrieß für die weitergehenden Untersuchungen 
der Partikelgrößen-Verteilung eingesetzt. Entsprechend der oben aufgeführten Siebparame-
ter wurde sowohl die Angebotsform des Maisgrießes als auch die nach Vermahlung mittels 
Zentrifugalmühle erhaltene Labor-Teilprobe jeweils dreifach der Siebanalyse zugeführt.  
 
Wie aus nachstehender Abb. 23 ersichtlich, liegen 95 % der Angebotsform (durchgezogene 
Funktion) im Bereich zwischen 125 - 500 µm vor. 98 % der vermahlenen und homogenisier-
ten Labor-Teilprobe (gestrichelte Funktion) liegen in einem Bereich zwischen 63 - 500 µm 
vor.  
 
Abb. 23: Relative Verteilung der Partikelgröße einer Maisgrieß-Probe in der handelsüblichen Angebots-
form und nach Vermahlung und Homogenisierung mittels RETSCH® Zentrifugalmühle (n = 3) 

 
 
Nachstehende Tab. 26 stellt die Verteilung der unterschiedlichen Partikelgrößen einer Mais-
grieß-Probe in der handelsüblichen Angebotsform und der homogenisierten Labor-Teilprobe 
gegenüber. 
 
Tab. 26: Gegenüberstellung der Partikelgrößen einer Maisgrieß-Probe in der handelsüblichen Angebots-
form und der homogenisierten Labor-Teilprobe (n = 3) 

Angebotsform Labor-Teilprobe  
Mittelwert  
[µg/kg] 

RSDr  
[%] 

Mittelwert  
[µg/kg] 

RSDr  
[%] 

ungesiebt 194,7 15,2 213,2 9,9 
1.000 - 500 µm 155,4 46,4 -* -* 
   500 - 250 µm 127,8 20,7 179,8 11,0 
   250 - 125 µm 264,5 7,2 205,4 7,4 
   125 -   63 µm 215,9 17,0 201,5 9,2 
Gesamt 191,7 27,7 200,0 7,2 

 
* Die Ausbeute der Siebfraktion war zu gering. 

 
Werden die Mittelwerte (Gesamt) der handelsüblichen Angebotsform und der Labor-
Teilprobe Maisgrieß verglichen, so ist festzustellen, dass unter Berücksichtigung der ermittel-
ten Varianz ein nahezu gleicher DON-Gehalt in der belassenen und der zerklei-
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nert/homogenisierten Probe von ca. 200 µg/kg bestimmt wurde. Die Mittelwerte der unter-
schiedlichen Siebfraktionen der Angebotsform teilen sich in zwei Partikelgrößenbereiche: 
Einerseits in den Partikelgrößenbereich 1000 - 250 µm mit Konzentrationen im Bereich von 
150 µg/kg, anderseits in den Partikelgrößenbereich 250 - 63 µm mit Konzentrationen im Be-
reich von 250 µg/kg. Werden die relativen Standardabweichungen betrachtet, so konnte bei 
dem handelsüblich vorliegenden Maisgrieß in nahezu allen Siebfraktionen (außer Fraktion 
250-125 µm) eine erhöhte RSD festgestellt werden. Die RSD in den unterschiedlichen Frak-
tionen der Labor-Teilprobe unterlagen keinen signifikanten Schwankungen (zwischen 9,2 bis 
11,0 %). Daraus lässt sich die Notwendigkeit ableiten, dass selbst bei Matrizes, die eine Par-
tikelgrößenverteilung unter 1000 µm (wie das Beispiel Maisgrieß zeigt, siehe Abb. 22) besit-
zen, einer weiteren Vermahlung und Homogenisierung im Labormaßstab zu unterziehen 
sind, um eine homogene Toxinverteilung bezogen auf die Partikelgrößenverteilung zu ge-
währleisten. 
 
Weiterhin ist darauf hinzuweisen, dass durch das Vermahlen einer Probe mittels Zentrifu-
galmühle mit einer Lochweite von 1000 µm eine einheitliche Partikelgrößen-Verteilung erzielt 
wurde, die das daraus resultierende Quellvermögen standardisiert. In Bezug auf das jeweili-
ge Extraktionsmittel kann somit ein gleichmäßiger Übergang (Extraktionseffizienz) des Ana-
lyten von der Matrix in die Lösungsmittelphase gewährleistet werden. 
 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass nach der Vermahlung mittels einer Zent-
rifugalmühle durch ein Distanz-Ringsieb mit einer Lochweite von 1000 µm die resultierende 
Partikelgrößen-Verteilung eine zufriedenstellende Homogenität in der Untersuchungsprobe 
garantiert. Werden diese Untersuchungen im Hinblick auf durchzuführende Vergleichsunter-
suchungen und Ringversuche ausgewertet, so ist festzuhalten, dass durch geeignete Stan-
dardisierung der Partikelgrößenverteilung die Gefahr der Entmischung der Probe durch me-
chanische Einflüsse der Teilchendispersion wie durch Segregation durch Erschütterungen 
beim Transport und der damit ggf. verbundenen Toxin-Umverteilung, entgegengewirkt wer-
den kann. Diese Feststellung kann durch die durchgeführten Vergleichsuntersuchungen mit 
DON 311 belegt werden, da die Ergebnisse der teilnehmenden Laboratorien ebenfalls im 
Bereich des bestimmten Mittelwerts (Tab. 21 und Abb. 20) liegen. Dabei besitzen die einzel-
nen Laboratorien relative Standardabweichungen im Bereich zwischen 1,1 bis 7,6 %. 
 
 
6.4 Kreuzreaktivität in der Immunoaffinitätschromatographie 

DIETRICH ET AL. (1995) charakterisierten aus einer Hybridom-Zellkultur stammende monoklo-
nale Antikörper u.a. für ZEA, T-2 Toxin, DAS, 3-AcDON und Fus X und verglichen diesbe-
züglich ihrer Eigenschaften mit polyklonalen Antikörpern. Dabei wurde die Spezifität der mo-
noklonalen ZEA-Antikörper eine Kreuzreaktivität gegenüber ZAN (182,7 %), α-ZAL (82,9 %), 
β-ZAL (74,1 %), α-ZOL (133,7 %) und β-ZOL (24,5 %) festgestellt. Die T-2 Toxin-Antikörper 
zeigen eine Kreuzreaktivität gegenüber Acetyl T-2 Toxin (114 %) und HT-2 Toxin (0,7 %). 
 
CHU ET AL. (1979) entwickelten polyklonale T-2 Toxin-Antikörper nach Immunisierung von 
Hasen mit Rinderserumalbumin-T-2-hemisuccinat. Die gewonnenen Antikörper zeigten eine 
große Bindungsaffinität gegenüber T-2 Toxin, geringere gegenüber HT-2 Toxin und gerings-
te gegenüber T-2 Triol. Kreuzreaktionen dieser Antikörper gegen NEO, T-2 Tetraol, 8-Acetyl-
NEO waren nur sehr schwach. Für DAS, Trichodermin, DON und Verrucarin A zeigten diese 
keine Kreuzreaktionen. Die Empfindlichkeit dieses Assays lag in einem Bereich von 1 - 20 ng 
Analyt pro Kilogramm.  
 
Hinsichtlich einer Multitoxin-Analytik war es daher für die vorliegende Arbeit wichtig, die 
Kreuzreaktivität der verwendeten IAC-Säulen zu charakterisieren.  
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Die zurzeit kommerziell verfügbaren DON-, T-2 Toxin- und ZEA-IAC-Säulen wurden auf die 
Fähigkeit getestet, mit weiteren Fusarientoxinen oben beschriebene Kreuzreaktivitäten ein-
zugehen.  
 
Für diese Untersuchungen wurden Toxin-Standardlösungen mit den entsprechenden Puffer-
lösungen (bezogen auf die jeweiligen Herstellerangaben) verdünnt und direkt (ohne Anwe-
senheit von Matrix) auf die IAC appliziert. Neben diesen direkten Aufgaben wurden diese 
Untersuchungen in bestimmten Fällen auch in Anwesenheit von Matrix durchgeführt, um 
eine routinemäßige Analysentauglichkeit einer eventuell vorhandenen Kreuzreaktivität zu 
belegen.  
 
 
6.4.1 Deoxynivalenol Immunoaffinitätschromatographie-Säulen 

In nachfolgender Tabelle sind die Wiederfindungsergebnisse der Kreuzreaktivität Untersu-
chungen zwischen verschiedenen DON-IAC-Säulen und De-epoxy-DON (DOM-1) wiederge-
geben. 
 
Tab. 27: Untersuchung der Kreuzreaktivität von DOM-1 an DON-IAC-Säulen (n = 2) 

DON IAC Konz. 
[µg/kg]  

DOM-1 Wdf. 
[%] 

Biopharm® 200 104 108 
VICAM® 200 57 56,5 

 
Nach Tab. 27 wurde bei Biopharm® IAC-Säulen DOM-1 zu 100 % zurückgehalten. Dahinge-
gen zeigten die VICAM® IAC-Säulen geringere Wiederfindungen im Bereich von 57 %. Somit 
ließ sich feststellen, dass der Zielanalyt DON in den VICAM® IAC-Säulen eingesetzten Anti-
körper spezifischer gebunden wurde als das in den Biopharm® IAC-Säulen der Fall war. 
Demnach wäre ein Einsatz von DOM-1 als Internen Standard bei gleichzeitiger Nutzung von 
BIOPHARM® IAC-Säulen möglich.  
 
Tab. 28: Untersuchung der Kreuzreaktivität von Typ B Trichothecenen an BIOPHARM® DON-IAC-Säulen 
ohne Matrix (n = 2) 

 Konz. 
[ng/mL] 

Wdf.  
[%] 

NIV 100 20,1 18,0 
FusX 100 - - 
3-AcDON 100 89,3 76,1 
15- AcDON 100 62,1 65,3 

 
Tab. 29: Untersuchung der Kreuzreaktivität von Typ B Trichothecenen an BIOPHARM® DON-IAC-Säulen 
mit Matrix (n = 2) 

 Matrix Konz.  
[ng/mL] 

Wdf.  
[%] 

Weizen 100 12,0 NIV 
Maisgrieß 1 000 3,1 
Weizen 100 1,4 FusX 
Maisgrieß 1 000 2,3 
Weizen 100 1,2 3-AcDON 
Maisgrieß 1 000 1,6 
Weizen 100 28,0 15-AcDON 
Maisgrieß 1 000 5,2 

 
Gegenüber den Typ A Trichothecenen T-2 Toxin, HT-2 Toxin, DAS, VOL, 3-AcDAS,  
15-AcSCP und dem Typ B Trichothecen Trichothecin wurden keine Kreuzreaktionen der 
Biopharm® DON-IAC-Säulen beobachtet. Die Tab. 28 und Tab. 29 verdeutlichen ebenfalls, 
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dass mittels Biopharm® DON-IAC-Säulen die Erfassung der aufgeführten Typ B Trichothece-
ne zusätzlich zu DON nicht möglich war. 
 
 
6.4.2 T-2 Toxin-Immunoaffinitätschromatographie-Säulen 

Werden die Befunde der untersuchten Kreuzreaktivität betrachtet, so wurde zunächst die 
spezifische Bindung der T-2 Toxin-Antikörper gegenüber dem Zieltoxin bestätigt (Tab. 30 
und 31)  
 
Tab. 30: Wiederfindung von Typ A Trichothecenen an VICAM® T-2 Toxin-IAC-Säulen ohne Matrix (n = 2) 

Charge 1 Charge 2 
 Konz. 

[ng/mL] 
Wdf.  
[%] 

RSDr  
[%] 

Wdf.  
[%] 

RSDr  
[%] 

T-2 Toxin 100 89,0 2,3 99,5 3,5 
HT-2 Toxin 100 92,5 2,7 129,5 4,2 
3-AcDAS 100 7,05 2,1 0,6 0 

 
Die Kreuzreativität von HT-2 Toxin konnte anhand der zufriedenstellenden Wiederfindungen  
belegt werden. Die resultierende mittlere Wiederfindung von HT-2 Toxin ohne Matrix beträgt 
92,5 % (Tab. 30). Bei weiteren Untersuchungen in Gegenwart von Matrix belaufen sich diese 
im Mittel auf 75 % bei einer gleichzeitigen mittleren Wiederfindung von 100 % von T-2 Toxin 
(Tab. 31).  
 
Ein weiteres Typ A Trichothecen, das eine geringe Kreuzreaktivität mit den untersuchten 
IAC-Säulen aufweist, war 3-AcDAS mit einer Wiederfindung von kleiner als 10 %.  
 
Tab. 31: Wiederfindung von Typ A Trichothecenen bei VICAM®-T-2 Toxin-IAC-Säulen mit Matrix ausge-
hend von Extrakten aus der ASE-Multi-Trichothecen-Methode (n = 2) 

 Matrix Konz. 
[µg/kg] 

Wdf. 
[%] 

RSDr 
[%] 

Maisgrieß 50 100 13,0 
Vollkorn-Haferflocken 100 83 6,0 T-2 Toxin 
Weizen 500 86 19,3 
Maisgrieß 50 55 5,5 
Vollkorn-Haferflocken 100 71 2,1 HT-2 Toxin 
Weizen 500 100 3,0 
Maisgrieß 50 3 4,0 
Vollkorn-Haferflocken 100 2 4,3 3 Ac DAS 
Weizen 500 3 10,0 

 
Die Analytik von Typ A Trichothecenen stellt hohe Anforderungen bezüglich der nachzuwei-
senden T-2 Toxin Konzentration. Der entsprechende Konzentrationsbereich befindet sich im 
Spurenbereich von < 100 µg/kg. In diesem Konzentrationsbereich sollten zufriedenstellende 
Wiederfindungen sowohl für T-2 Toxin als auch für den Internen Standard d3-T-2 Toxin ge-
funden werden. Wie Tab. 32 verdeutlicht, erfüllt d3-T-2 Toxin diese Anforderung in einem 
Konzentrationsbereich von 10 µg/kg bis 50 µg/kg bei den verwendeten VICAM®-T-2 Toxin-
IAC-Säulen. 
 
Tab. 32: Wiederfindung von d3-T-2 Toxin an VICAM®-T-2 Toxin-IAC-Säulen ohne Matrix (n=3) 

 Konzentration 
[µg/kg] 

Wiederfin-
dungen [%] 

RSDr 
[%] 

10 99,9 0,05 
25 105,2 0,03 d3-T- 2 Toxin 
50 100,4 0,04 
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6.4.3 Zearalenon-Immunoaffinitätschromatographie-Säulen 

Zur Prüfung der Kreuzreaktivität von Zearalenon und dessen Derivaten wurden IAC-Säulen 
der Firmen Biopharm®, Red Rabbit® und VICAM® verwendet. Für diesen Zweck wurde eine 
Mix-Lösung von Zearalenon und dessen Derivaten hergestellt. Diese wurde direkt eingesetzt 
und den Herstellerangaben entsprechend aufgebracht. 
 
Tab. 33: Untersuchung der Kreuzreaktivität von ZEA und dessen Derivate an IAC-Säulen unterschiedli-
cher Hersteller (n = 3) 

 Biopharm® Red Rabibt® VICAM® 

 Konz. 
[ng/mL] 

Wdf. 
[%] 

RSDr 
[%] 

Wdf. 
[%] 

RSDr 
[%] 

Wdf. 
[%] 

RSDr 
[%] 

ZEA 400 98,0 4,0 86,5 4,5 106,0 5,2 
ZAN 400 155,5 40,5 85,5 1,5 94,0 1,8 
α-ZAL 400 102,0 13,0 87,5 0,5 94,0 0,6 
β-ZAL 400 89,0 1,0 65,5 0,5 77,0 0,8 
α-ZOL 400 94,5 2,5 73,5 0,5 88,5 0,7 
β-ZOL 400 94,5 0,5 61,0 3,0 78,0 4,9 

 
Die zur Routineanalytik herangezogenen IAC-Säulen der Fa. Biopharm® und VICAM® zeigen 
für Zearalenon und den Derivaten sehr gute Wiederfindungen. Die IAC-Säulen der Firma 
Red Rabbit® zeigten in der Tendenz geringere Wiederfindungen. Lediglich für ZAN zeigten 
sich Auffälligkeiten bei den IAC-Säulen der Fa. Biopharm® mit einer mittleren Wiederfindung 
von 155,5 % und einer relativen Standardabweichung von 40,5 %. Dieser Befund stellt im 
Vergleich zu den weiter aufgeführten Wiederfindungen einen Extremwert dar. Eine Erklärung 
für diese Abweichung könnte in produktionsbedingten Chargenunterschieden zu finden sein. 
Die Ergebnisse zur Kreuzreaktivität waren im Hinblick auf Metabolisierungs- und Carry-Over-
Untersuchungen von Zearalenon von Bedeutung, da neben dem natürlich vorkommenden 
Zearalenon auch das α-ZOL und die aufgeführten Stoffwechselprodukte ebenfalls mit dieser 
Technik erfasst wurden. Weiterhin war die Bestimmung der Kreuzreaktivität von unterschied-
lichen Zearalenon-Derivaten für den Einsatz eines Internen Standards wie d4-α-ZOL für die 
Methodenentwicklung erforderlich. Daraus resultierten die Methoden zur Bestimmung von 
ZEA in Konsummilch und in pflanzlichen Speiseölen. 
 
 
6.5 Routinemethoden für Deoxynivalenol und Zearalenon 

6.5.1 Bestimmung von Deoxynivalenol in Getreide und Getreideprodukten 

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte, in der Routineanalytik eingesetzte DON-Methode 
sieht zunächst eine Extraktion mittels Acetonitril/Wasser-Gemisch (84/16; V/V) durch turbu-
lentes Schütteln vor. Für den ersten Aufreinigungsschritt wurde ein aliquoter Anteil des Ex-
traktes über die MultiSep® Säule eluiert. Der daraus resultierende Extrakt wurde unter Stick-
stoffstrom eingeengt. Der Rückstand wurde in Wasser gelöst und über eine DON IAC-Säule 
gereinigt. Der erhaltene Extrakt wurde abermals unter Stickstoffstrom eingedampft. Dieser 
Rückstand konnte direkt für die HPLC-UV- bzw. LC-MS/MS-Detektion eingesetzt werden.  
 
Durch die Keto-Gruppe an dem C8-Atom ist die Detektion von DON im niedrigen UV-
Wellenlängenbereich bei einem Absortionsmaximum von 218 nm möglich. Dies setzt für das 
chromatographische System allerdings den beschriebenen, zweifach gereinigten Extrakt 
voraus. Mit dieser Methode wurden neben einfacheren Probenmatrizes wie Getreidekörner 
(Weizen, Roggen, Hafer etc.) ebenfalls komplex verarbeitete Getreideprodukte (Müsli, Corn-
flakes, Getreideriegel, Teigwaren etc.) untersucht. 
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6.5.1.1 Wellenlängenvergleich der UV-Detektion  

Gemäß der Entscheidung 2002/657/EG der Kommission wird das LC-UV/VIS Messverfahren 
nur als geeignete Bestätigungsmethode betrachtet, wenn mindestens zwei verschiedene 
Chromatographie-Systeme oder eine zweite unabhängige Nachweismethode verwendet wer-
den. Dies führte zur Etablierung eines zweiten, unabhängigen Nachweisverfahrens für die 
Quantifizierung von DON, der LC-MS/MS. Gleichwohl wurde die DON-Analytik mittels LC-
UV/VIS durchgeführt. Durch die Einführung einer  Bestätigungswellenlänge (236 nm) neben 
der Quantifizierungswellenlänge (218 nm) konnte die Selektivität dieses Verfahrens erhöht 
werden. Bei einigen Probenextrakten wie Frühstückszerealien traten matrixbedingte Interfe-
renzen bei der Detektion von DON auf. Aus diesem Grund wurde das eingesetzte chroma-
tographische Detektions-System in dem analytspezifischen UV-Wellenlängenbereich opti-
miert. Die Chromatogramme zeigten eine verbesserte Selektivität, bei einer höheren Wellen-
länge, die sich bereits in der Flanke des UV-Spektrums (siehe Abb. 25) und nicht im Absorp-
tionsmaximum von DON befand. Mit der erhöhten Selektivität und der damit einhergehenden 
geringeren Matrixstöranfälligkeit konnten selbst Extrakte komplexer Lebensmittel vermessen 
werden, ohne dabei erhebliche Empfindlichkeitsverluste in der Detektion hinnehmen zu müs-
sen. 
 
Für die nachfolgend zusammengefassten Berechnungen des 218 nm zu 236 nm Verhältnis-
ses am Retentionszeitpunkt für DON wurden die Rohdaten der Peakhöhen herangezogen.  
 
Abb. 24: Korrelation zwischen der Hauptwellenlänge 218 nm und der Bestätigungswellenlänge 236 nm 
anhand dual-UV-Detektor bei einem Vorhersageintervall von 95 % (Korrelationskoeffizient von 0,999; 
n = 50) 

 
 
 
Es zeigte sich, dass die Ergebnisse bei matrixunbeeinflussten Messungen stets bei Ver-
gleich der Spuren von 218 und 236 nm im Verhältnis von 0,71 vorlagen (Abb. 24). Die Korre-
lation dieser beiden Messwellenlängen konnte durch mehrfache Messungen über einen Kon-
zentrationsbereich von 103 nachgewiesen werden. Für die Bestimmung des Verhältnisses 
zwischen den Wellenlängen 218 und 236 nm wurden fünf Kalibrationspunkte in einem Ka-
librationsbereich von 50 – 2000 ng/mL und 50 Proben unterschiedlicher Matrix herangezo-
gen. Somit konnte sichergestellt werden, dass dieses Verhältnis über den gesamten Kalibra-
tionsbereich konstant ist. Die Bestimmung erfolgte anhand der routinemäßig eingesetzten 
Shimadzu HPLC-dual UV-Detektion. Zur Absicherung der Analytspezifität dieses Verhältnis-
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ses wurden diese Untersuchungen ebenfalls an einem Dioden-Array-Detektor (Agilent® 
HPLC 1100) durchgeführt.  
 
Tab. 34: Gegenüberstellung des Wellenlängenvergleichs bei dual UV- und DAD-Detektor 

 dual-UV-Detektor Dioden-Array-Detektor 
n 50 36 

Verhältnis 218 nm/236 nm 
Mittelwert 0,71 0,74 
RSDr [%] 8,7 6,2 

 
Das in Tab. 34 berechnete Verhältnis 218 nm zu 236 nm beträgt für den dual-UV-Detektor 
0,71. In Untersuchungen mit einem Dioden-Array-Detektor konnte ein Verhältnis von 0,74 
ermittelt werden. Mit diesem Verhältnis konnte zum Retentionszeitpunkt von DON eine Aus-
sage darüber getroffen werden, inwieweit eine Matrixbeeinflussung vorlag. In komplexen 
Matrizes wie Frühstückszerealien, bei denen in der Quantifizierungswellenlänge (218 nm) 
der DON-Peak durch Matrixbestandteile beeinflusst wurde, verschob sich dass Verhältnis 
drastisch. Insgesamt ermöglicht die beschriebene duale Wellenlängen-Detektion ohne zu-
sätzlichen apparativen Aufwand eine Überprüfung der Detektion im niedrigen UV-
Wellenlängenbereich. Mit Hilfe dieses Verfahrens wurde eine Vorselektion von Proben 
durchgeführt, die notwendigerweise durch das spezifische LC-MS/MS-Referenzverfahren 
abgesichert wurden. 
 
Abb. 25: HPLC-dual-UV Chromatogramm der Wellenlängen 218 nm und 236 nm bei einer natürlich konta-
minierten Vollkorn Hartweizengrieß Teigware (629 µg/kg) 
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Zur Steigerung der Selektivität wurde neben der Detektion erstmalig in der DON-Analytik als 
Trennsäule eine Phenyl-Hexyl-Mischphase eingesetzt. Mit diesem Säulenmaterial konnte bei 
isokratischer Elution und einem Acetonitril-Anteil von 5 % eine deutliche DON-Abtrennung 
von coeluierenden Matrixsubstanzen erzielt werden (Abb. 25). Hierbei war bei der Wellen-
länge 236 nm eine deutlich geringere Matrixbelastung zu verzeichnen. Als Vergleichsverfah-
ren und zur Absicherung der HPLC-UV-Messungen wurde für die routinemäßige DON-
Analytik für einen effektiven Probendurchsatz eine LC-MS/MS-Methode entwickelt. 
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Abb. 26: LC-ESI-MS/MS MRM-Overlay-Chromatogramm einer natürlich kontaminierten Vollkorn-
Hartweizengrieß-Teigware (629 µg/kg) 

 
 
Das abgebildete Chromatogramm (Abb. 26) zeigt eine natürlich kontaminierte Vollkorn-
Hartweizengrieß-Teigware. Es ist deutlich zu erkennen, dass keine matrixbedingten Interfe-
renzen auftraten. Dies veranschaulicht, dass bei komplex zusammengesetzten Matrizes wie 
Vollkorn-Teigwaren die zweifache Aufreinigung zu sehr sauberen Extrakten führt. Dies konn-
te weiterhin durch das in Abb. 25 dargestellte HPLC-UV Chromatogramm verdeutlicht wer-
den. Dadurch wurde eine chromatographische LC-MS/MS-Methode mit einer Gesamtlaufzeit 
von unter zehn Minuten für einen hohen Probendurchsatz ermöglicht.  
 
Die Wiederfindungsuntersuchungen wurden sowohl für die HPLC-UV als auch für die LC-
MS/MS-Bestimmung durchgeführt. Die daraus resultierenden Ergebnisse sind in den Tab. 35 
zusammengefasst. 
 
Tab. 35: Wiederfindungsuntersuchungen der routinemäßig eingesetzten DON Methode (n = 5) 

HPLC-UV LC-MS/MS 
Matrix Konz. 

[µg/kg] 
Wdf. 
[%] 

RSDr 
[%] 

Wdf. 
[%] 

RSDr 
[%] 

Vollkorn-Haferflocken 25 98,2 12,2 100,9 11,9 
Schoko-Müsli 100 102,7 1,7 100,1 1,8 
Müsli-Riegel 250 104,9 2,8 107,0 2,4 
Cornflakes 500 98,7 1,5 101,2 1,7 
Kinderkeks 1000 97,1 2,5 99,6 2,2 

 
Die Wiederfindungsuntersuchungen wurden mit den in Tab. 35 aufgelisteten Matrizes in ei-
nem Konzentrationsbereich von 25 bis 1.000 ng/mL durchgeführt. Abgeleitet aus der Stei-
gung der Wiederfindungsfunktion resultierte für die LC-MS/MS-Methode eine mittlere Wie-
derfindung von 99,8 % und für die HPLC-UV-Methode eine mittlere Wiederfindung von 
99,6 %. Für beide Verfahren lagen die RSDr in einem Bereich von 1,5 bis 12,2 % und somit 
deutlich unter 20 %. Ein Pearson-Korrelationskoeffizient von 1,000 kennzeichnet die gege-
bene Linearität im beschriebenen Konzentrationsbereich.  
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6.5.2 Bestimmung von Zearalenon in Getreide und Getreideprodukten 

Gemäß der Entscheidung 2002/657/EG der Kommission wird das LC-FLD-Messverfahren 
nur als geeignete Bestätigungsmethode für Moleküle betrachtet, die eine natürliche Fluores-
zenz zeigen, und Moleküle, die eine Fluoreszenz nach Transformation oder Derivatisierung 
zeigen. Im Rahmen der Validierung einer § 35 LMBG-Methode durch einen Ringversuch 
(Teilnehmerzahl = 16) wurde eine Methode zur Bestimmung von ZEA in Getreide- und Ge-
treideerzeugnissen etabliert. Die Analytik beruht dabei auf der Extraktion von ZEA mittels 
Acetonitril/Wasser-Gemisch (75/25; V/V), durch turbulentes Schütteln in einem Zeitraum von 
einer Stunde. Ein aliquoter Anteil des Extrakts wurde in ein vorgelegtes TWEEN-PBS-
Puffersystem aufgenommen. Von der resultierenden Lösung wurde ebenfalls ein aliquoter 
Anteil über eine IAC-Säule aufgereinigt. Die chromatographische Trennung erfolgte isokra-
tisch über ein C18-Umkehrphasenmaterial mit anschließender FLD-Detektion.  
 
Diese Methode diente als Bezugsmethode zur routinenmäßigen Durchführung der ZEA-
Untersuchungen innerhalb des Forschungsprojektes. Eine Änderung der validierten Parame-
ter der § 35 LMBG ZEA-Methode wurde bei der flüssigkeitschromatographischen Trennung 
vorgenommen, da neben ZEA auch dessen Derivate erfasst werden sollten. Das nachfol-
gende, durch Gradientenelution erstellte Chromatogramm veranschaulicht die Trennung der 
Diastereomere α- und β-ZAL bzw. α- und β-ZOL an einer RP-Phase. Weiterhin lag für ZEA 
und ZAN eine Basislinientrennung vor (Abb. 27). 
 
Abb. 27: HPLC-FLD-Chromatogramm einer Maisgrießprobe aufgestockt mit Zearalenon und dessen Deri-
vaten (je 100 µg/kg) 
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Abb. 28 verdeutlicht, dass die chromatographische Trennung der Diastereomere α- und β-
ZOL und α- und β-ZAL durch das entwickelte Gradientensystem ermöglicht wurde. Ebenso 
konnte eine Trennung zwischen ZON und ZAN erzielt werden.  
 
Bei der LC-MS/MS-Methode wurde aus diesem MRM-Overlay-Chromatogramm ersichtlich, 
dass ein sogenanntes Cross-Talking zwischen der ZAN-Quantifizierungsspur und der Quan-
tifizierungsspur der Zearalenole deutlich zu erkennen ist. Somit war es erforderlich, ein 
chromatographisches System zu etablieren, das die Trennung von Zearalenon und dessen 
Isomeren gewährleistet.  
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Abb. 28: MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-ESI-MS/MS) einer aufgestockten Maismehlprobe (je 
100 µg/kg) 

 
 
Die Bestimmung der Nachweisgrenzen des Quantifizierungsionenübergangs und des Bestä-
tigungsionenübergangs von Zearalenon und dessen Derivaten wurde mit der „Signal zu 
Rausch“-Methode (S/N = 3/1) durchgeführt. Die Linearität der LC-ESI-MS/MS konnte für die-
se Toxingruppe in einem Bereich von 2 · 101 ng/mL bis 1 · 103 ng/mL festgestellt werden. 
 
Abb 29: Bestimmung der Nachweisgrenze von Zearalenon und α-Zearalenol mittels „Signal zu Rausch“-
Methode 
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Tab. 36: Nachweisgrenzen von ZEA und dessen Metaboliten der LC-ESI-MS/MS-Methode 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Im Rahmen der Validierung der § 35 LMBG-Methode für die Bestimmung von ZEA wurden 
Wiederfindungsuntersuchungen bei einer Konzentration von 50 µg/kg durchgeführt. Die Er-
gebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. 37 zusammengefasst.  
 
Tab. 37: Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen von ZEA im Rahmen der Validierung einer 
§ 35 LMBG ZEA-Methode (n = 3) 

Matrix n 
Konzentration 
[µg/kg] 

Wiederfindungs- 
bereich [%] 

Mittlere Wie-
derfindung [%] 

Roggenmehl 16 50 69 - 170 106 
Weizenmehl 16 50 67 - 145 99 

 
Neben diesen, wurden weitere Wiederfindungsuntersuchungen von ZEA und dessen Deriva-
ten in Maisprodukten durchgeführt. Sowohl für Maisgrieß als auch für Maismehl wurden die-
se Untersuchungen für die unten aufgeführten Resorcylsäure-Lactone bei 10 µg/kg, 50 µg/kg 
und 100 µg/kg durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Tab. 38 zusammengefasst. Eine aus-
führliche Darstellung dieser Wiederfindungsuntersuchungen ist im Anhang, Abschnitt III in 
Tab. A-10 aufgeführt.  
Tab. 38: Wiederfindungsfunktionen von Zearalenon und dessen Derivate für die ZEA-Routinemethode 

 Wiederfindungsfunktion Mittlere  
Wiederfindung  
[%] 

Korr.koeff. 

ZEA y= 0,839 ⋅ x + 1,315 83,9 1,000 
ZAN y= 0,528 ⋅ x + 1,906 52,8 0,999 
α-ZAL y= 0,718 ⋅ x + 12,173 71,8 1,000 
β- ZAL y= 0,843 ⋅ x + 4,982 84,3 1,000 
α-ZOL y= 0,684 ⋅ x + 6,090 68,4 1,000 
β-ZOL y= 0,654 ⋅ x + 9,084 65,4 1,000 

 
Für Zearalenon wurde ausgehend von der Wiederfindungsfunktion in einem Konzentrations-
bereich von 10 - 200 µg/kg eine mittlere Wiederfindung von 83,9 % berechnet. Innerhalb der 
§ 35 LMBG-Methoden-Validierung wurde für ZEA eine mittlere Wiederfindung von 106 % 
bzw. 99 % in Weizen- bzw. Roggenmehl bestimmt. Die Diastereomere α- und β-ZAL bzw. α- 
und β-ZOL zeigten im unteren Konzentrationsbereich (10 µg/kg) sehr hohe Wiederfindungen. 
Dies kann unter anderem durch die Anwesenheit von coeluierenden Matrixsubstanzen er-
klärt werden. Bei den Wiederfindungskonzentrationen 50 µg/kg und 200 µg/kg wurden zu-
friedenstellende Wiederfindungen im Bereich von 70 bis 109 % ermittelt.  
 
Die geringen Wiederfindungen (zwischen 55 bis 68 %) von ZAN könnten durch Konkurrenz-
reaktionen an den eingesetzten polyklonalen Antikörpern erklärt werden. Die Berechnung 
der Korrelationskoeffizienten der ermittelten Wiederfindungsfunktionen bestätigte die Lineari-
tät der detektierten Toxine über den validierten Konzentrationsbereich (Tab. 38). 
 
 

 Quantifizierungs- 
Ionenübergang 
[µg/kg] 

Bestätigungs- 
Ionenübergang 
[µg/kg] 

ZEA 0,3 0,4 
ZAN 0,2 0,3 
α-ZAL 0,5 1,5 
β-ZAL 1,2 2,0 
α-ZOL 0,9 1,2 
β-ZOL 1,2 3,0 
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6.6 Bestimmung von Deoxynivalenol und Zearalenon in Säuglings- und Kleinkinder-
Fertignahrung 

Für die komplex zusammengesetzte Matrix Säuglings- und Kleinkinder-Fertignahrung wurde 
im Rahmen dieser Arbeit eine effektive Methode zur simultanen Extraktion von DON und 
ZEA mit abschließender LC-MS/MS-Detektion entwickelt. Bei einem durchschnittlichen Was-
sergehalt von 80 % der untersuchten Fertigmenüs und den sich daraus ableitbaren niedrigen 
Toxinkonzentrationen wurde die Methodenentwicklung ausschließlich auf die Technik der 
LC-MS/MS bezogen. Dementsprechend wurden die Wiederfindungen in einem Konzentrati-
onsbereich von 10 - 100 µg/kg durchgeführt. Gemäß der EG-Verordnung 856/2005 werden 
die Ergebnisse von mykotoxinbelasteten Säuglings- und Kleinkinderprodukten auf die Tro-
ckenmasse bezogen angegeben. Daher wurde der Wassergehalt (Tab. 39) der vorliegenden 
Proben bestimmt. Weiterhin konnte durch dieses Vorgehen ein Vergleich zu den in Pulver-
form angebotenen Säuglings- und Kleinkinderbreien getätigt werden. 
 
Tab. 39: Wassergehalt der untersuchten Säuglings- und Kleinkinder-Fertigmenüs (n = 76) 

Mittelwert 82,8 % 
Median 83,4 % 
Max 89,4 % 
Min 75,5 % 
Spannweite 13,9 % 

 
Die Effektivität dieser Methode beruht auf der gleichzeitigen Extraktion beider Analyten (DON 
und ZEA) mittels Methanol in Kombination mit dem Extraktionshilfsmittel Seesand. Die resul-
tierenden DON- bzw. ZEA-IAC-Extrakte liefern in Kombination mit LC-MS/MS die nachfol-
gend dargestellten Chromatogramme Abb. 30 und Abb. 31). 
 
Abb. 30: MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-APCI-MS/MS) von DON einer natürlich kontaminierten Säug-
lings- und Kleinkindernahrungs-Probe (Vollkorn Früchtebrei: 3,7 µg/kg) 

 
 
 

Quantifizierungsspur:  297/249 
Bestätigungsspur:    297/231 

 

DON 
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Abb. 31: MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-ESI-MS/MS) von Zearalenon einer natürlich kontaminierten 
Säuglings- und Kleinkindernahrungs-Probe (Obstbrei: 3,8 µg/kg) 

 
 
 
Beide Chromatogramme verdeutlichen durch eine geringe Matrixbelastung, dass die Aufrei-
nigung über IAC-Säulen für diese komplex zusammengesetzte Matrix als sehr gut zu be-
trachten war. Dies wurde umso deutlicher, da die hier dargestellten Chromatogramme für 
DON (Abb. 30) und ZEA (Abb. 31) aus natürlich kontaminierten Matrizes (Vollkornfrüchtebrei 
und Obstbrei) resultieren und nur geringste Toxinkonzentrationen aufwiesen. 
 
Tab. 40: Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen von DON und ZEA in Säuglings- und Kleinkin-
dernahrungs-Proben an drei unterschiedlichen Matrizes (n = 3) 

 Matrix Konz. 
[µg/kg] 

Wdf. 
[%] 

RSDr 

[%] 
Milch-Mehrkornbrei 10 83,9 0,6 
Schinkennudeln mit Gemüseallerlei  50 76,2 1,2 DON  
Zartes Gartengemüse 100 77,6 0      
Milch-Mehrkornbrei 10 81,8 4,7 
Schinkennudeln mit Gemüseallerlei  50 82,6 1,2 ZEA 
Zartes Gartengemüse 100 83,0 1,7 

 
Die Wiederfindungsfunktionen von DON und ZEA besitzen annähernd gleiche Steigungen 
von 0,77 und 0,83 (Tab. 41). Dies deutet darauf hin, dass eine gemeinsame Extraktion bei-
der Toxine mittels Methanol in Kombination mit dem Einsatz von Seesand als Extraktions-
hilfsmittel durchführbar war.  
 
Tab. 41: Wiederfindungsfunktionen von DON und ZEA aus den Wiederfindungsuntersuchungen in Säug-
lings- und Kleinkindernahrungs-Proben 

 Wiederfindungsfunktion Mittlere Wdf. 
[%] 

Korr. koeff. 

DON y= 0,770 ⋅ x + 0,308 77,0 1,000 
ZEA y= 0,831 ⋅ x + 0,185 83,1 1,000 
 
Ausgehend von diesem Extrakt konnten beide Toxine mit den jeweiligen IAC-Säulen aufge-
reinigt werden. In dem validierten Konzentrationsbereich von 102 wurde die Linearität der 
Methode mit einem Korrelationskoeffizienten von jeweils 1,000 bestätigt. Beide Toxine zeig-
ten im Konzentrationsbereich von kleiner 100 µg/kg einen RSDr < 20 %.  

Quantifizierungsspur: 319/283 
Bestätigungsspur:   319/231 

 

ZEA 
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Die somit belegte Anwendbarkeit der neu entwickelten Methode für die gleichzeitige Extrak-
tion von DON und ZEA aus Säuglings- und Kleinkinder-Fertignahrung ist zeitsparend und 
kostengünstig. 
 
 
6.7 Bestimmung von Zearalenon in Konsum- und Säuglingsfolgemilch 

Zur Überprüfung der im Rahmen des SCOOP Task 3.2.10 veröffentlichten ZEA-positiven 
Konsummilchproben wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Methode zur Bestimmung von 
Zearalenon in Konsum- und Säuglingsfolgemilch entwickelt. Dafür wurden als interne Stan-
dards die deuterierten Diastereomere d4-α- und d4-β-ZOL herangezogen. Die zweistufige 
Aufreinigung wurde an einer NaCl/Extrelut-Säule, gefolgt von einer ZEA IAC-Säule durchge-
führt und mittels LC-ESI-MS/MS detektiert. 
 
PRELUSKY ET AL. (1989) beschrieben eine Methode zur Bestimmung von Zearalenon und den 
Derivaten α- und β-ZOL in geringen Volumina von biologischen Flüssigkeiten wie Milch, Blut, 
Plasma, Urin und Gallenflüssigkeit mittels HPLC-FLD. Die Extraktion und Isolation der Toxi-
ne aus diesen Matrizes erfolgte anhand einer Serie von pH-kontrollierten Flüssig-Flüssig-
Verteilungen. Die Wiederfindungen dieser Methode in Milch lagen zwischen 75 % und 84 %. 
Die Nachweisgrenze dieser Methode für ZEA und α-Zearalenon betrug 1 ng/mL, für β-
Zearalenon 5 ng/mL. SCOTT und LAWRENCE (1988) entwickelten eine Methode zur Bestim-
mung von Zearalenon und dessen Metaboliten in Milch. Die Extraktion erfolgte mit Acetonitril 
gefolgt von einer Flüssig-Flüssig-Verteilung mit Dichlormethan. Die Aufreinigungerfolgte an 
einer Aminopropyl-SPE-Säule und anschließender Bestimmung mit HPLC-FLD. Eine mittlere 
Wiederfindung für ZEA lag bei 84 %, für α-Zearalenol bei 93 % und für β-Zearalenol bei 90 % 
in einem Konzentrationsbereich von 0,5 - 20 ng/mL. ZÖLLNER ET AL. (2002) entwickelten eine 
Methode zur Bestimmung von ZEA und dessen Metaboliten in Urin und tierischem Gewebe.  
 
Für die Probenaufarbeitung wurde ein Clean-Up über eine RP-C18-SPE-Kartusche durchge-
führt mit anschließender LC-APCI-MS/MS-Detektion im negativen Ionisierungsmodus. Zuvor 
wurden der Urin bzw. die Probenextrakte mit β-Glucuronidase/Arylsulfatase für 15 Stunden 
bei 37 °C einer hydrolytischen Spaltung unterzogen. Bei einem Konzentrationsniveau von 
5 µg/kg lagen die Wiederfindungen für ZEA, α-Zearalenol, β-Zearalenol, Zearalanon, α-
Zearalanol und β-Zearalanol bei 80 %, 74 %, 68 %, 85 %, 55 % und 75 %. Die Nachweis-
grenzen dieser Verbindungen lagen im Bereich von 0,1 bis 1 µg/kg.  
 
USLEBER ET AL. (1992) etablierten einen direkt-kompetitiven Enzym-Immunotest (EIA) mittels 
polyklonalen Antikörpern. Die relative Kreuzreaktivität dieses Assays mit ZEA, α-Zearalenol, 
β-Zearalenol, Zearalanon, α-Zearalanol und β-Zearalanol lag bei 100 %, 37,3 %, 7,2 %, 
59,2 %, 5,3 %, und 3,9 %. Dieser ELISA wurde eingesetzt zur Bestimmung dieser Toxine in 
biologischen Flüssigkeiten wie Serum, Milch, Urin und Faeces. Diese Matrizes wurden so-
wohl mit als auch ohne β-Glucuronidase vor der Analyse behandelt.  
 
Abb. 32 zeigt ein MRM-Overlay-Chromatogramm einer mit Zearalenon und den Internen 
Standards aufgestockten Vollmilchprobe.  
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Abb. 32: MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-ESI-MS/MS) einer Vollmilchprobe aufgestockt mit 50 µg/L 

 
 
Wie das Overlay-Chromatogramm (Abb. 32) verdeutlicht, wurden die als Interne Standards 
eingesetzten Diastereomere d4-α- und d4-β-ZOL innerhalb einer Ionenspur (m/z 325→307) 
detektiert. Aufgrund der Retentionszeit (in Bezug auf ZEA) wurde für die Quantifizierung von 
ZEA d4-α-ZOL als Interner Standard herangezogen.  

 
Die abgebildeten HPLC-FLD- und LC-MS/MS-Chromatogramme (Abb. 32 und Abb. 33) ver-
deutlichen, dass nach Aufreinigung über die Kochsalz/Extrelut-Mischung und der darauf fol-
genden IAC-Säule Extrakte mit einer ausreichend geringen Matrixbelastung resultierten. 
 
Abb. 33: HPLC-FLD-Chromatogramm einer Vollmilchprobe aufgestockt mit 50 µg/L 
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Weiterhin zeigte das HPLC-FLD-Chromatogramm, dass die als Interne Standards eingesetz-
ten Diastereomere d4-α-ZOL und d4-β-ZOL deutlich basisliniengetrennt vorlagen. 
 
Die Wiederfindungsuntersuchungen dieser Methode wurden in einem Konzentrationsbereich 
von 10 µg/L bis 100 µg/L durchgeführt und lieferten für die Matrizes Kinderfolgemilch 
(10 µg/L), haltbare Vollmilch 3,5 % Fett (10 µg/L), fettarme Frischmilch (50 µg/L), haltbare 

Quantifizierungsspur:     319/283  
Bestätigungsspur:     319/231 
Interner Standard Spur:  325/307 

d4-α-ZOL d4-β-ZOL 

ZEA 



 
 

101 Bundesinstitut für Risikobewertung 

Vollmilch 1,5 % Fett (50 µg/L) und frische Vollmilch (100 µg/L) die in Tab. 42 zusammenge-
fassten Ergebnisse.  
 
Tab. 42: Wiederfindungsfunktionen der HPLC-FLD- und LC-MS/MS-Methode zur Bestimmung von ZEA in 
unterschiedlichen Konsum- und Säuglingsfolgemilch-Proben (n = 2) 

 Wiederfindungsfunktion Mittlere Wdf. 
[%] 

Korr.koeff. 

HPLC-FLD y=0,7691 ⋅ x + 1,7475 77 0,999 
LC-MS/MS y=0,6327 ⋅ x + 3,3378 63 0,992 

 
Eine detaillierte Aufstellung der Wiederfindungsuntersuchungen ist in Tab. A-11 (Anhang) zu 
finden. Über einen Konzentrationsbereich von 102 konnte für die Bestimmung von ZEA mit-
tels HPLC-FLD eine mittlere Wiederfindung von 77 % und mittels LC-MS/MS eine mittlere 
Wiederfindung von 63 % bestimmt werden.  
 
 
6.8 ASE-Multi-Trichothecen-Methode 

In Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig die ASE-Technik für die Extraktion von Typ A und 
Typ B Trichothecenen aus Getreide und Getreideprodukten eingesetzt. Durch die Implemen-
tierung eines Aktivkohlefilters in die ASE-Extraktionszelle konnte darüber hinaus ein effekti-
ves, zeitsparendes und kostengünstiges Aufreinigungsverfahren innerhalb des Extraktions-
systems eingeführt werden. 
 
Für die Fusarientoxine der Trichothecen-Gruppe sind bislang keine Methoden bekannt, die 
als Extraktionsverfahren die ASE einsetzten. PALLARONI UND VAN HOLST (2003) stellten in 
vergleichenden Untersuchungen unterschiedlicher Extraktionstechniken fest, dass unter zu 
Hilfenahme von natürlich kontaminierten Maisproben bei festgelegtem Lösungsmittelgemisch 
die herkömmlichen Extraktionstechniken wie Schütteln im Vergleich zu alternativen Extrakti-
onstechniken wie Ultraschall-Extraktion, MAE (Microwave Assistent Extraction) und PFE 
(Pressurized Fluid Extraction) eine geringere Effizienz aufwiesen, ZEA zu extrahieren. Unter 
den alternativen Extraktionstechniken zeigte die MAE die höchste Effizienz.  
 
Wiederfindungsuntersuchungen 
Eine detaillierte Aufstellung der Wiederfindungsuntersuchungen ist im Anhang in Tab A-12 
(Anhang, Abschnitt III) hinterlegt. Für die Typ B Trichothecene wurden diese Untersuchun-
gen an den Matrizes Weizenkörner (500 µg/kg), Vollkorn-Haferflocken (250 µg/kg), Mais-
grieß (50 µg/kg) und Weizenmehl Typ 550 (25 µg/kg) durchgeführt. Für das DON-
Biotransformationsprodukt DOM-1 wurden lediglich Wiederfindungsuntersuchungen bei einer 
Konzentration von 100 µg/kg bei den Matrizes Vollkorn-Haferflocken und Maisgrieß durchge-
führt. Für Typ A Trichothecene wurden diese Untersuchungen an Weizenkörnern 
(500 µg/kg), Vollkorn-Haferflocken (100 µg/kg) und Maisgrieß (50 µg/kg) durchgeführt. Die 
daraus ermittelten Wiederfindungsfunktionen sind beispielhaft in Abb. 34 für DON, NIV, HT-2 
Toxin und T-2 Toxin dargestellt.  
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Abb. 34: Darstellung ausgewählter Wiederfindungsfunktionen von Typ A und Typ B Trichothecenen der 
ASE-Multi-Trichothecen-Methode 
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Die Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen für die ASE-Multi-Trichothecen-Methode 
der Typ A und Typ B Trichothecene sind in Tab. 43 zusammengefasst.  
 
Die Steigungen der resultierenden Wiederfindungsfunktionen liegen im Bereich von 0,76 
(T-2 Toxin) bis 1,29 (NEO). Damit wurde ein mittlerer Wiederfindungsbereich über alle unter-
suchten Trichothecene in einem Bereich von 76 bis 129 % ermittelt. Für den untersuchten 
Konzentrationsbereich von 50 µg/kg bis 500 µg/kg wurde ein Korrelationskoeffizient von grö-
ßer 0,992 berechnet. Somit ist diese Methode als hinreichend linear zu betrachten.  
 
Wie gezeigt werden konnte, bewegen sich die Wiederfindungen ab einer Konzentration von 
100 µg/kg im Bereich von 100 % innerhalb eines entsprechenden Streubereichs. Die Wieder-
findungen im unteren Konzentrationsbereich (25 und 50 µg/kg) führten tendenziell zu größe-
ren Abweichungen. Dies wurde insbesondere bei 15-AcSCP und NEO in der Matrix Mais bei 
einer aufgestockten Konzentration von 50 µg/kg mit Wiederfindungen von 149 bzw. 138 % 
deutlich. 
 
Tab. 43: Zusammenfassung der Wiederfindungsfunktionen der Typ A und Typ B Trichothecene im Rah-
men der Validierung der ASE-Multi-Trichothecen-Methode 

 Wiederfindungsfunktion Mittlere Wdf. 
[%] 

Korr.koeff. 

DON y=0,91 ⋅ x + 9,76 91 0,992 
NIV y=0,89 ⋅ x + 3,99 89 0,999 
FusX y=0,93 ⋅ x + 7,60 93 0,999 
3-AcDON y=0,98 ⋅ x + 2,09 98 0,998 
15-AcDON y=1,10 ⋅ x + 5,69 110 1,000 
T-2 Toxin y=0,76 ⋅ x + 20,74 76 1,000 
HT-2 Toxin y=0,89 ⋅ x + 0,15 89 1,000 
DAS y=0,84 ⋅ x + 9,65 84 1,000 
Verrucarol y=0,98 ⋅ x + 0,11 98 1,000 
15-AcSCP y=1,15 ⋅ x + 2,56 115 0,998 
NEO y=1,29 ⋅ x + 4,68 129 1,000 
3 AcSCP y=0,86 ⋅ x + 8,55 86 1,000 
T2-Triol y=1,01 ⋅ x + 0,73 101 1,000 

 
Werden die resultierenden mittleren Wiederfindungen der Typ B Trichothecene von 89 bis 
110 % mit den Leistungskriterien gemäß RL 2005/38/EG (siehe Tab. 19) für DON von 70 bis 
110 % (bzw. 120 %) und die resultierenden mittleren Wiederfindungen der Typ A Trichothe-
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cene von 76 bis 129 % mit den Leistungskriterien gemäß Richtlinie 2005/38/EG (siehe Tab. 
19) für T-2 Toxin und HT-2 Toxin von 60 bis 130 % verglichen, so kann über den validierten 
Konzentrationsbereich diese Methode als sehr gut betrachtet werden.  
 
Demnach ist das eingesetzte Extraktionsmittel Acetonitril/Wasser-Gemisch (84/16; V/V) in 
Verbindung mit der neu entwickelten und optimierten ASE-Methode in der Lage, das gesam-
te Typ A und Typ B Trichothecen-Spektrum mit sehr guten Wiederfindungsergebnissen zu 
extrahieren.  
 
Für DOM-1 wurden bei einem Konzentrationsniveau von 100 µg/kg mittlere Wiederfindungen 
von 106 % (Vollkorn-Haferflocken) und 103 % (Maisgrieß) bestimmt (siehe Tab. A-12 An-
hang, Abschnitt III). Zum Zeitpunkt dieser Arbeit waren keine isotopenmarkierte Typ B Tri-
chothecen-Standards für den Einsatz in der instrumentellen Analytik vorhanden. Zurzeit steht 
die Nutzung von DOM-1 als möglicher Interner Standard für die instrumentelle Typ B Tri-
chothecen Analytik zur Diskussion. Aus diesem Grund verdeutlichen diese Ergebnisse, dass 
mit der entwickelten ASE-Multi-Trichothecen-Methode der Einsatz von DOM-1 als Interner 
Standard für die Gruppe der Typ B Trichothecene in Betracht gezogen werden kann. Dies 
wird ebenfalls aus dem nachstehenden Chromatogramm (Abb. 35) deutlich, da DOM-1 zwi-
schen DON und FusX eluiert. Für die Gruppe der Typ A Trichothecene wurde das isotopen-
markierte d3-T-2 Toxin als Interner Standard eingesetzt. Diese Verbindung zeigt die gleiche 
Retentionszeit von T-2 Toxin, wurde aber aus darstellungsbedingten Gründen nicht in dem 
Chromatogramm (Abb. 35) abgebildet. 
 
Das aufgeführte Chromatogramm setzt sich aus zwei aufeinander folgenden Perioden zu-
sammen. Die erste, neunminütige Periode bestand aus einer Aufzeichung der Ionen im ne-
gativen Modus. Die zweite Periode wurde unter positiver Polariät aufgezeichnet. Diese 
Technik konnte aufgrund der großen Retentionszeitunterschiede zwischen NIV und den wei-
teren Trichothecenen etabliert werden. Aufgrund der empfindlicheren Ionenspur m/z 
311→281 wurde NIV unter negativer Polarität detektiert. 
 
Abb. 35: MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-APCI-MS/MS) einer aufgestockten Weizenmehl-Probe (je 
100 µg/kg) 
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Weiterhin wird aus dem Chromatogramm deutlich, dass die Stellungsisomeren 3-AcDON 
und 15-AcDON durch das eingesetzte Gradientensystem voneinander getrennt wurden. Bei 
diesen Stellungsisomeren konnte ein so genanntes „Cross-Talking“ der Ionenspuren auftre-
ten. Die 15-AcDON Ionenspuren m/z 339→321 und m/z 339→261 weisen neben diesem 
Trichothecen einen deutlichen Peak bei der Retentionszeit von 3-AcDON auf. In dem umge-
kehrten Fall wurde dies nicht beobachtet. Dies bedeutet, dass diese Isomere chroma-
tographisch voneinander getrennt werden mussten, um diese eindeutig qualitativ zu identifi-
zieren und daraus folgend quantitativ erfassen zu können.  
 
Nach Einführung der ASE-Multi-Trichothecen-Methode wurde das Vergleichsmaterial DON 
311 auf die Anwesenheit weiterer Trichothecene untersucht. Dabei wurden neben DON e-
benfalls NIV und HT-2 Toxin nachgewiesen. Somit konnte DON 311 für Wiederholbarkeits-
untersuchungen für diese beiden Toxine herangezogen werden. Dafür wurden acht Extrakte 
hergestellt, die jeweils zweifach untersucht wurden.  
 
Tab. 44: Ergebnisse der Wiederholbarkeitsuntersuchung von NIV und HT-2 Toxin für die ASE-Multi-
Trichothecen-Methode anhand des Vergleichsmaterials DON 311 (n = 8) 

 NIV  
[µg/kg] 

HT-2 Toxin 
[µg/kg] 

Mittelwert 28,9 6,6 
Median 28,8 6,7 
STABW 11,5 0,8 
RSDr 39,8 11,9 
r 32,5 2,2 
sr 91,9 6,2 

 
Aus Tab. 44 geht hervor, dass das für DON hergestellte Vergleichsmaterial DON 311 eine 
mittlere NIV-Konzentration von 28,9 µg/kg und eine mittlere HT-2 Toxin-Konzentration von 
6,6 µg/kg aufweist. Für NIV wurde ein RSDr von 39,8 % und für HT-2 Toxin ein RSDr  von 
11,9 % berechnet. Folglich liegt bei einer Konzentration von < 100 µg/kg der RSDr für HT-2 
Toxin unter den geforderten 40 % (Richtlinie 2005/38/EG; siehe Tab.). Mit dem vorliegenden 
natürlich kontaminierten Vergleichsmaterial kann neben DON ebenfalls HT-2 Toxin für die 
Methodencharakterisierung herangezogen werden. 
6.8.1 Nachweisgrenzen der LC-MS/MS-Methode 

Für die LC-MS/MS-Methode wurde im Folgenden die Nachweisgrenzen zweier verschiedene 
Verfahren in Tab. 45 gegenübergestellt. Dabei wurde für die Typ A Trichothecene ein linea-
rer Bereich von 0,2 · 101 ng/mL bis 1 · 103 ng/mL und für die Typ B Trichothecene 
0,2 · 101 ng/mL bis 2 · 103 ng/mL ermittelt. Das „Signal zu Rausch“-Verhältnis wird hier durch 
die dreifache Standardabweichung des Rauschens im Verhältnis zur Peakintensität berech-
net.  
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Abb. 36: Bestimmung der Nachweisgrenze mit der „Signal zu Rausch“-Methode für T-2 Toxin 

 
 
Tab. 45: Bestimmung der Nachweisgrenzen der Typ A und Typ B Trichothecene in der Tandem-
Massenspektrometrie für den Quantifizierungs- und den Bestätigungs-Ionenübergang mittels „Signal zu 
Rausch“-Methode (S/N = 3/1) 

ESI APCI  
Quantifizierungs-
Übergang 
NWG [µg/kg] 

Bestätigungs-
Übergang 
NWG [µg/kg] 

Quantifizierungs-
Übergang 
NWG [µg/kg] 

Bestätigungs-
Übergang 
NWG [µg/kg] 

T-2 Toxin 1,6 2,3 0,2 0,6 
d3-T-2 Toxin 2,3 2,5 1,8 6,5 
HT-2 Toxin 1,7 2,5 0,2 1,2 
DAS 3,0 - 0,4 1,5 
T-2 Tetraol - - 3,8 7,5 
T-2 Triol 3,3 - - - 
Verrucarol  5,0 6,0 2,7 3,3 
15-AcSCP 25,0 30,0 2,5 5,6 
3-AcSCP 0,4 0,8 0,1 0,6 
NEO 2,7 3,3 0,4 0,8 
Trichothecin 1,4 2,0 0,4 0,5 
DON 0,8 1,5 0,8 1,9 
3-AcDON 2,3 11,1 0,7 18,1 
15-AcDON 2,4 6,3 12,5 16,7 
FusX 0,9 2,8 0,2 1,0 
NIV 0,6 - 0,2 - 
DOM-1 0,6 0,7 0,3 0,4 

 
Werden die Nachweisgrenzen der APCI- und ESI-Ionisierungstechnik gegenübergestellt, so 
wird deutlich, dass die APCI-Ionisierungstechnik signifikant niedrigere Nachweisgrenzen 
liefert. Dies wurde auf ein geringeres Untergrundrauschen der jeweiligen Ionenübergänge 
bei der APCI-Ionisierungstechnik zurückgeführt. 
 
Werden die notwendigen Forderungen von SCF und SCOOP-Task 3.2.10 einer selektiven 
und empfindlichen Analysenmethode für die Bestimmung von T-2 Toxin und HT-2 Toxin in 
Getreide- und Getreideerzeugnissen unter Berücksichtigung der hier beschriebenen Nach-
weisgrenzen zugrunde gelegt, so konnte gezeigt werden, dass die ASE-Multi-Trichothecen-
Methode bei gegebener Selektivität zugleich die notwendige Empfindlichkeit zeigt.  
 
Die im Rahmen von SCCOP-Task 3.2.10 angewandten Analysenmethoden wiesen ver-
gleichsweise hohe Nachweisgrenzen (Bereich 2 µg/kg bis 50 µg/kg) für T-2 Toxin und HT-2 
Toxin auf. Für T-2 Toxin lagen 21 % und für HT-2 Toxin lagen 12 % aller untersuchten Pro-
ben oberhalb der Nachweisgrenze. Somit wurde die Expositionsabschätzung für T-2 Toxin 
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und HT-2 Toxin in einem nicht unerheblichen Umfang durch die methodisch bedingten 
Nachweisgrenzen beeinflusst.  
 
Neben der „Signal zu Rausch“-Methode wurden die Nachweisgrenzen der Quantifizierungs-
Übergänge ebenfalls durch die indirekte Kalibriermethode gemäß DIN 32645 bestimmt. Die 
daraus abgeleiteten Nachweisgrenzen wurden in nachfolgender Tab. 46 für die APCI- und 
ESI-Ionisierungstechnik gegenübergestellt.  
 
Tab. 46: Bestimmung der Nachweisgrenzen der Typ A und Typ B Trichothecene in der Tandem-
Massenspektrometrie für die Quantifizierungs-Ionenübergänge mittels Kalibriermethode 

Quantifizierungs-
Ionenübergang 
NWG [µg/kg] 

 

APCI ESI 
T-2 Toxin 1,9 0,8 
HT-2 Toxin 1,8 3,6 
DAS 0,7 1,6 
15-AcSCP 2,9 - 
3-AcSCP 0,7 1,4 
NEO 3,5 - 
DON 5,1 2,2 
3-AcDON 1,7 7,8 
15-AcDON 8,3 4,6 
FusX 3,4 8,8 
NIV 2,0 5,4 

 
Beim Vergleich der in Tab. 45 und Tab. 46 dargestellten Ergebnisse konnte festgestellt wer-
den, dass die Kalibrierfunktions-Methode erwartungsgemäß geringfügig höhere Nachweis-
grenzen lieferte.  
 
 
6.8.2 Matrixbelastung der ASE-Multi-Trichothecen-Methode 

Die Nachweisempfindlichkeit einiger Analysensysteme (z. B. ELISA, HPLC-UV, GC, und LC-
MS) kann durch coextrahierte Substanzen aus einer Probe beeinflusst werden. Diese „Mat-
rix-Effekte“ können sich im Vergleich mit einfachen Analyt-Lösungen in reinen Lösungsmit-
teln in verstärkten (Promotion) oder abgeschwächten (Suppression) Signalintensitäten aus-
drücken.  
 
Zur Beurteilung der Extrakte nach Extraktion und Aufreinigung durch die ASE-Multi-
Trichothecen-Methode wurden diese mittels HPLC-UV bei einer Wellenlänge von 218 nm 
detektiert. Dafür wurde ebenfalls das Vergleichsmaterial DON 311 eingesetzt. 
 
Dieses Chromatogramm (Abb. 37) verdeutlicht, dass die Matrixbelastung durch die ASE-
Multi-Trichothecen-Methode für eine UV-Detektion von DON bei einer Wellenlänge von 
218 nm deutlich zu groß war. Der Aufreinigungsgrad war für das routinemäßig angewandte 
HPLC-UV System demnach nicht ausreichend. In nachfolgender Abb. 38 wurde derselbe 
Extrakt über eine DON-IAC-Säule aufgereinigt. 
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Abb. 37: HPLC-UV-Chromatogramm des Vergleichsmaterials DON 311 nach Aufarbeitung der ASE-Multi-
Trichothecen-Methode bei einer Wellenlänge von 218 nm 

 
 
 
Abb. 38: HPLC-UV-Chromatogramm des Vergleichsmaterials DON 311 nach Aufarbeitung der ASE-Multi-
Trichothecen-Methode und IAC-Aufreinigung bei einer Wellenlänge von 218 nm 

 
 
Nach einer weiteren Aufreinigung über eine IAC-Säule war eine deutlich verringerte Matrix-
belastung zu beobachten. Somit war eine Kombination aus ASE-Aktivkohlefilter-Aufreinigung 
und anschließender IAC-Aufreinigung notwendig, um eine routinemäßige UV-Detektion von 
DON bei einer Wellenlänge von 218 nm zu ermöglichen. 
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6.8.3 Matrixkalibrierung der ASE-Multi-Trichothecen-Methode 

Auswirkungen auf die Signalintensität eines Massenspektrometers können durch coextra-
hierte Matrixbestandteile verursacht werden, die die Effizienz der Ionisierung beeinflussen. 
Diese „Matrix-Effekte“ können durch einen Vergleich der Signalintensitäten von Standardlö-
sungen in reinem Lösungsmittel mit den Signalintensitäten entsprechender Matrixlösungen 
nachgewiesen werden. KEBARLE UND TANG (1993) zeigten, dass die Basizität bzw. Azidität 
co-eluierender Matrixbestandteile in der Gasphase größer war als die der Zielanalyten und 
somit der Protonentransfer im Ionisierungsprozess wahrscheinlicher wurde, was in einer ge-
ringeren Ionisierung der Analyten resultierte. MATUSZEWSKI ET AL. (1998) beschrieben ein 
häufigeres Vorkommen von Ionen-Suppression bei der ESI-Ionisierung gegenüber der Ioni-
sierung mittels APCI.  
 
Matrixbedingte Störungen sind in der Fusarientoxin-Analytik mit LC-MS bekannt. So konnten 
PALLARONI ET AL. (2001) zeigen, dass bei der chemischen Ionisierung (LC-APCI-MS) der 
Zielanalyten DON, NIV und ZEA in Gegenwart von Matrixbestandteilen von Gerste, Hafer, 
Weizenmehl und Mais Unterschiede bestanden. Dabei unterdrückten Matrixbestandteile der 
Gerste das MS-Signal für die genannten Mykotoxine. Vergleichbare Effekte wurden von 
ESKOLA ET AL. (2001) für die Analytik mittels GC-MS beschrieben. So konnte gezeigt werden, 
dass durch die Verwendung von matrixunterstützten Kalibrationen für die Analytik von Tri-
chothecenen Matrixeffekte unterdrückt werden konnten. Die Autoren zeigten bei gaschroma-
tographischen Untersuchungen (Detektion mittels ECD bzw. MS), dass in Gegenwart von 
Extrakten mit Getreidematrix höhere Signalintensitäten der Trichothecen-Kalibrations-
standards entstanden als ohne Matrix. Ebenfalls PLATTNER UND BENNETT (1983) untersuch-
ten DON und ZEA in Getreide-Rohextrakten mittels Tandem Massenspektrometer bei positi-
ver und negativer chemischer Ionisierung (Direkteinlass-CI-MS/MS). Dabei diskutierten die 
Autoren bei der Verdampfung der komplexen Matrix in Gegenwart von CI-Reaktantgas (Iso-
butan) in die CI-Quelle einen signifikanten Einfluss auf die CI-Reaktionsbedingungen. Dieser 
Effekt führt zu Abweichungen in der Intensität der Molekül- und Fragment-Ionen im Vergleich 
zu den entsprechenden äquimolar injizierten Reinsubstanzen. Dies wurde auf erhöhte Men-
gen an Matrix zurückgeführt, die zu einer Abweichung der normalen CI-Quellen Leistung 
führten.  
 
In den vorliegenden Untersuchungen wurde zur weiteren Charakterisierung der Methode für 
die massenspektrometrische Detektion eine Matrixkalibrierung durchgeführt. Dafür wurden 
die Ionisierungsquellen ESI und APCI eingesetzt. Durch dieses Vorgehen sollte der Matrix-
einfluss während des Ionisierungsprozesses bewertet werden. 
 
Für die Matrix-Kalibration der ASE-Multi-Trichothecen-Methode wurden Mais und ein Müsli 
bestehend aus Hafer-, Weizen-, Dinkel- und Gersteflocken herangezogen. Im Folgenden 
sind die Kalibrationsfunktionen der Matrixkalibration von DON (mittels ESI) und T-2 Toxin 
(mittels APCI) beispielhaft dargestellt, wobei sowohl mit als auch ohne Internen Standard  
(d3- T - 2 Toxin) gearbeitet wurde. Die Untersuchungen der Matrixeinflüsse auf die Kalibrati-
on wurden für Typ B Trichothecene in einem Konzentrationsbereich von 5 · 102 und für Typ A 
Trichothecene in einem Konzentrationsbereich von 2,5 · 102 durchgeführt. Die resultierenden 
Kalibrationsfunktionen sind für die jeweiligen Trichothecen-Gruppen für die APCI- und ESI-
Ionisierungstechnik in den Tab. 47 und Tab. 48 zusammengefasst. 
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Abb. 39: Matrixkalibrierung (LC-ESI-MS/MS) von DON mittels Mais- bzw. Müsli-Matrix (die Kalibrations-
funktion wurde mittels externer Kalibration erstellt) 

 
Die DON-Matrixkalibrierung (Abb. 40) verdeutlicht für die ESI-Ionisierungsquelle für beide 
Matrizes eine Suppression. Diese Suppressionseffekte wurden bereits von SPANJER (2004) 
für Matrizes wie Erdnüsse und Cornflakes unter Verwendung einer ESI-Ionisierung mit posi-
tiver Polarität beschrieben. BISELLI UND HUMMERT (2005) beschrieben Suppressionseffekte 
für die Matrix Sojabohnenmehl aber auch Promotionseffekte für die Matrix Mehl unter Ver-
wendung einer ESI-Ionisierung mit negativer Polarität. 
 
Abb. 40: Matrixkalibrierung (LC-ESI-MS/MS) von DON mittels Mais- bzw. Müsli-Matrix (Die Kalibrations-
funktion wurde mittels Interner Kalibration erstellt.) 

 
Im Rahmen der Matrixkalibrierung wurde d3-T-2 Toxin als Interner Standard für die Typ A 
und Typ B Trichothecene eingesetzt. Daraus resultierte die in Abb. 41 aufgestellte Matrixka-
librierung. Hierbei wurde deutlich, dass dieser Interne Standard die aufgetretenen Matrixef-
fekte, unter anderem auch für DON ausglich. 
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Abb. 41: Matrixkalibrierung (LC-APCI-MS/MS) von T-2 Toxin mittels Mais- bzw. Müsli-Matrix (Die Kalibrati-
onsfunktion wurde mittels externer Kalibration erstellt.) 

 
Die Matrixkalibrierung von T-2 Toxin mittels APCI-Ionisierungstechnik deutet lediglich für das 
Probenmaterial Müsli eine geringe matrixbedingte Suppression an (Abb. 42). Unter Anwen-
dung der Kalibrierung mit Internen Standards (bezogen auf d3-T-2 Toxin) wurde dieser Sup-
pressionseffekt erwartungsgemäß ausgeglichen (Abb. 43). 
 
Abb. 42: Matrixkalibrierung (LC-APCI-MS/MS) von T-2 Toxin mittels Mais- bzw. Müsli-Matrix (die Kalibrati-
onsfunktion wurde mittels Interner Kalibration erstellt) 

 
Werden die Steigungen der Matrixkalibrationsfunktionen zwischen den in reinen Lösungsmit-
teln (Eluent) und den mit Matrix angereicherten (Müsli bzw. Mais) Toxinstandards verglichen, 
so ist deutlich zu erkennen, dass sowohl für die APCI- als auch für die ESI-
Ionisierungstechnik die in den Eluenten hergestellten Toxinstandards zu größeren Steigun-
gen führten, als die mit Matrix angereicherten. Dies deutet auf einen matrixbedingten Sup-
pressionseffekt hin. 
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Tab. 47: Regressionsgleichungen der externen Matrixkalibration für Typ B Trichothecene 

APCI ESI 
Toxin Matrix Linearität Korrel.koeff. Linearität Korrel.koeff. 

keine y = 5073·x - 2809 1,000 y = 175·x - 390 1,000 
Mais y = 4340·x + 15576 0,999 y = 139·x + 53 1,000 NIV 
Müsli y = 3967·x + 4318 0,997 y = 127·x - 242 1,000 
keine y = 1789·x – 403 1,000 y = 1870·x + 9141 0,998 
Mais y = 1106·x + 2801 1,000 y = 1412·x + 10863 0,998 DON 
Müsli y = 1241·x + 2076 0,994 y = 1374·x - 1935 0,999 
keine y = 1930·x + 559 1,000 y = 1480·x + 8209 0,999 
Mais y = 1682·x + 2164 0,999 y = 1052·x + 3893 1,000 FusX 
Müsli y = 1395·x + 20609 0,999 y = 1054·x - 1122 0,999 
keine y = 7076·x + 6097 1,000 y = 1015·x + 7276 0,997 
Mais y = 6194·x + 1865 1,000 y = 659·x - 410 1,000 3-AcDON 
Müsli y = 4984·x + 7843 0,991 y = 653·x - 1293 1,000 
keine y = 2123·x + 875 1,000 y = 823·x + 9638 1,000 
Mais y = 1859·x + 4377 1,000 y = 482·x + 9060 0,992 15-AcDON 
Müsli y = 1468·x + 22678 0,993 y = 477·x + 5518 0,998 

 
Für die Typ B Trichothecene liegen die Korrelationskoeffizienten der in Tab. 47 zusammenge-
fassten Kalibrationsfunktionen für die APCI-Ionisierungstechnik in einem Bereich von 0,993 bis 
1,000 und für die ESI-Ionisierungstechnik in einem Bereich von 0,992 bis 1,000. 
 
Weiterhin geht aus Tab. 47 hervor, dass die Steigungen der Kalibrationsfunktionen aus reinem 
Lösungsmittel hergestellten Toxin-Standards im Vergleich zu den mit Matrix (Mais bzw. Müsli) 
angereicherten Toxin-Standards größere Steigungen zu verzeichnen haben. Dies konnte sowohl 
bei der APCI- als auch bei der ESI-Ionisierungstechnik beobachtet werden.  
 
Dies lässt für die Gruppe der Typ B Trichothecene den Schluss zu, dass für das untersuchte 
Probenmaterial eine matrixbedingte Suppression vorlag. 
 
Tab. 48: Regressionsgleichungen der externen Matrixkalibration für Typ A Trichothecene 

APCI ESI 
Toxin Matrix Linearität Korrel.koeff. Linearität Korrel.koeff. 

keine y= 740·x + 1507 1,000 y= 789·x + 2993 0,997 
Mais y= 734·x + 859 1,000 y= 807·x + 1408 0,999 T-2 Toxin 
Müsli y= 601·x + 3510 0,997 y= 787·x – 525 0,997 
keine y= 1492·x + 908 1,000 y= 401·x + 257 1,000 
Mais y= 1072·x – 1169 0,999 y= 383·x + 1202 0,999 HT-2 Toxin 
Müsli y= 1209·x + 8794 0,994 y= 337·x + 1735 0,996 
keine y= 7467·x – 6339 1,000 y= 17672·x + 62022 0,999 
Mais y= 7132·x – 5255 1,000 y= 16527·x + 42485 0,999 3-AcSCP 
Müsli y= 5427·x + 3635 0,994 y= 17343·x – 9634 0,999 
keine y= 270·x + 70 0,999 - - 
Mais y= 260·x – 555 0,998 - - NEO 
Müsli y= 209·x + 1828 0,990 - - 
keine y= 3422·x + 6852 0,998 y= 1312·x + 6357 0,999 
Mais y= 3364·x – 2100 1,000 y= 1362·x -7 1,000 DAS 
Müsli y= 2602·x + 16455 0,990 y= 1428·x – 3739 0,999 
keine y= 688·x + 2026 0,999 - - 
Mais y= 662·x – 429 0,996 - - 15-AcDAS 
Müsli y= 512·x + 3376 0,997 - - 

 
Für NEO und 15-AcDAS wurde keine Matrixkalibrierung bei der ESI-Ionisierungstechnik 
durchgeführt, da beide Toxine eine zu geringe Empfindlichkeit aufwiesen. Die Korrelations-
koeffizienten der in zusammengefassten Kalibrationsfunktionen liegen für die APCI-
Ionisierungstechnik in einem Bereich von 0,990 bis 1,000 und für die ESI-Ionisierungstechnik 
in einem Bereich von 0,997 bis 1,000. 
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Wie aus Tab. 48 hervorgeht, weisen die Steigungen der Kalibrationsfunktionen aus reinem 
Lösungsmittel hergestellten Toxin-Standards im Vergleich zu den mit Maismatrix angerei-
cherten Toxin-Standards annähernd gleiche Steigungen auf. Dies konnte sowohl bei der 
APCI- als auch bei der ESI-Ionisierungstechnik beobachtet werden. Im Vergleich dazu wei-
sen die Steigungen der Kalibrationsfunktionen aus Müslimatrix angereicherten Toxin-
Standards teilweise geringere Steigungen auf. Diese Beobachtung gilt allerdings nicht für die 
ESI-Ionisierungstechnik für die Toxine 3-AcSCP und DAS. Somit konnte für dieses Proben-
material eine matrixbedingte Suppression festgestellt werden.  
 
Weiterhin wurden auf den Internen Standard d3-T-2 Toxin bezogene Kalibrationsfunktionen 
berechnet. Beispielhaft sind in den Abb. 41 (ESI; Verhältnis DON/d3-T-2 Toxin) und Abb. 43 
(APCI; Verhältnis: T-2 Toxin/d3-T-2 Toxin) diese Kalibrationsfunktionen wiedergegeben. Die 
Steigungen dieser Kalibrationsfunktionen der Typ A und Typ B Trichothecene zeigten, wie 
bei dem Einsatz von Internen Standards bei der LC-MS/MS üblich, innerhalb eines Ionisie-
rungsverfahrens keinen signifikanten Unterschied. Die berechneten Korrelationskoeffizienten 
dieser Kalibrationsfunktionen liegen für die Typ B Trichothecene in einem Bereich von 0,990 
bis 1,000 und für die Typ A Trichothecen von 0,995 bis 1,000 und sind somit als linear zu 
betrachten.  
 
Die mit Internen Kalibrationsstandard ermittelten Kalibrierfunktionen verdeutlichen die Mini-
mierung der Varianz der Steigung dieser Regressionsgeraden im Vergleich zu den mit Ex-
ternem Standard ermittelten Kalibrierfunktionen. Dies kann anhand der relativen Standard-
abweichungen der Steigungen der mit und ohne Matrix berechneten Regressionsgeraden 
verdeutlicht werden. So lagen bei den externen Kalibrierfunktionen der Typ A und Typ B Tri-
chothecene sowohl bei der ESI-Ionisierungstechnik als auch bei der APCI-
Ionisierungstechnik die relativen Standardabweichungen der Steigungen in einem Bereich 
von 10 bis 20 %. Nach Interner Kalibration lagen die relativen Standardabweichungen der 
Steigung der matrixkalibrierten Regressionsgeraden von Typ A und Typ B Trichothecenen in 
einem Bereich von 3 bis 10 %.  
 
 
6.9 Größenausschlusschromatographie – Bestimmung von Fusarientoxinen in Spei-

seöl 

Das Problem dieser Aufgabenstellung lag in der Auswahl und Optimierung eines geeigneten 
Aufreinigungsverfahrens für ZEA und weiteren Fusarientoxinen in pflanzlichen Speiseölen. 
Bislang sind in der Analytik von Fusarientoxinen wenige Veröffentlichungen bekannt, die 
über die Möglichkeit der Gelpermeationschromatographie als Probenaufarbeitung berichten. 
Die nachstehend beschriebenen Methoden zur Analytik von Mykotoxinen in Lebens- und 
Futtermitteln wurden auf der Grundlage von stärke- und faserbasierenden Getreideprodukten 
entwickelt.  
 
HAGAN UND TIETJEN (1975) entwickelten eine dünnschichtchromatographische Methode zur 
Trennung von Öl und verschiedenen Mykotoxinen. In einem ersten dünnschichtchroma-
tographischen Entwicklungsschritt wurde die Lipidfraktion abgetrennt. Erst anschließend er-
folgt die eigentliche Trennung der Mykotoxine (u.a. auch Zearalenon). MALAIYANDI UND BAR-
RETTE (1978) beschrieben eine Methode zur Bestimmung von Zearalenon in Maiskeimöl mit 
mehrmaliger Flüssig-Flüssig-Partitionierung und anschließender Aufreinigung über ein Silica-
Gel (Typ G-60). Das in Benzol gelöste Maiskeimöl wurde hierbei mit 1 %iger Natronlauge 
extrahiert, die anschließend mit Chloroform extrahiert wurde. Diese Methode wies bei einer 
Dotierungskonzentration von 250 µg/kg eine Wiederfindung von 66 % und bei einer Dotie-
rungskonzentration von 1.000 µg/kg eine Wiederfindung von 87 % auf.  
 
So entwickelten HETMANSKI UND SCUDAMORE (1989) eine Methode zur Bestimmung von 14 
unpolaren Mykotoxinen u.a. Zearalenon, Zearalenol, Ochratoxin A und Ochratoxin B und 
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Aflatoxin B1, B2, G1, G2. Diese Methode basiert auf der Extraktion von Getreideerzeugnissen 
(Lebensmittel und Tierfutter) durch Dichlormethan/Salzsäure (10/1; V/V) und einer anschlie-
ßenden Aufreinigung über eine Bio-Beads S-X3 Größenausschluss-Säule mit einem Di-
chlormethan/Ethylacetat/Ameisensäure-Eluenten (49,9/49,9/0,2; V/V/V) bei einem Durchfluss 
von 4 mL/min. Bei diesen GPC-Bedingungen eluierten die genannten Mykotoxine in einem 
Elutionsvolumen von 81 bis 130 mL. Sowohl für Zearalenon (Konzentration = 40 µg/kg) als 
auch für Zearalenol (Konzentration = 200 µg/kg) erzielte diese Methode eine mittlere Wieder-
findung (n = 3) von 84 % bei der Dotierung auf Weizenmatrix. 
 
DUNNE ET AL. (1993) beschrieben eine Aufreinigung über GPC für Zearalenon, Ochratoxin A 
und B und Aflatoxin B1, B2, G1. Dabei wurde die Extraktion und Aufreinigung vergleichbar zu 
der oben beschriebenen Methode von HETMANSKI UND SCUDAMORE (1989) durchgeführt. Die 
Wiederfindungsversuche wurden in Extrakten von Weizen-, Maiskörnern, und Palmenkernen 
vorgenommen. Dabei wurde für Zearalenon in Maiskörnern eine Wiederfindung von 49,7 %, 
in Palmenkernen von 17,2 % und in Weizenkörnern von 71,6 % ermittelt. Ebenfalls KOTAL ET 
AL. (1999) beschrieben eine Methode zur Bestimmung von sieben Trichothecenen (DON, 
NIV, T-2 Tetraol, FusX, DAS, T-2 Toxin und HT-2 Toxin) mittels GPC. Dabei erfolgte die Ex-
traktion mit einem Acetonitril/Methanol-Gemisch (1:1; V/V) bzw. Acetonitril/Wasser-Gemisch 
(1:1; V/V). Ein Extrakt-Aliquot wurde eingeengt und der Rückstand in Chloroform gelöst. An-
schließend wurde bei einem Durchfluss von 0,6 mL/min über eine Bio-Beads S-X3 Säule mit 
Dichlormethan/Ethylacetat (1/1; V/V) eluiert. Dabei wurde die erste 8 mL Fraktion verworfen, 
die folgende 7 mL Fraktion gesammelt. Die chromatographische Trennung und Detektion 
erfolgte über GC-ECD nach vorheriger Derivatisierung mittels Trifluoressigsäureanhydrid. 
Bei einer Wiederfindungskonzentration von jeweils 2 mg/kg Trichothecen konnten Wiederfin-
dungen im Bereich von 72 - 105 % bestimmt werden. Die Nachweisgrenzen der einzelnen 
Trichothecene bewegten sich im Bereich von 40 - 200 µg/kg. 
 
RADOVA ET AL. (1998) setzten die GPC-Technik für eine Multi-Toxin-Methode für Typ A und 
Typ B Trichothecene ein. Für die GPC-Trennung wurde Bio-Beads S-X3 Material verwendet 
mit Chloroform als mobiler Phase (Durchfluss = 0,6 mL/min). Die Detektion der Trichothece-
ne erfolgte mittels GC-ECD. Mit dieser GPC-Aufreinigung konnte die Matrix nur bis zu einem 
gewissen Grad entfernt werden, da nur bei einer dotierten Konzentration von 2000 µg/kg je 
Trichothecen gute Wiederfindungen (86 - 97 %) verzeichnet wurden. Durch verbleibende 
Matrixbestandteile im Injektor und am Säuleneingang wurde der routinemäßige Einsatz die-
ser Methode erschwert.  
 
RANFFT ET AL. (1990) beschrieben eine Methode zur simultanen Bestimmung von ZEA und 
OTA in Getreide nach Extraktion mit Chloroform und anschließender Aufreinigung über GPC. 
Die mittlere Wiederfindung wurde für ZEA zu 97 % in einem Konzentrationsbereich von 3,5 
bis 85 µg/kg bestimmt. 
 
Durch die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode wurden erstmals Zearalenon, des-
sen Metabolite und Typ A und Typ B Trichothecene in überwiegend lipidhaltiger Matrix nach-
gewiesen und quantifiziert. Durch geeignete Vorversuche wurde das in Abb. 14 (Abschnitt 
5.7) dargestellte Fraktionierungsbild für die Mykotoxine erhalten. 
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Abb. 43: HPLC-FLD-Overlay-Chromatogramm einer natürlich kontaminierten Maiskeimölprobe mit 
(schwarz) und ohne (rot) anschließender Aufreinigung über IAC 
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In Abb. 43 ist deutlich zu erkennen, dass nach erfolgter GPC-Aufreinigung (unteres Chroma-
togramm) und anschließender Fluoreszenz-Bestimmung für diese Detektion ein weiterer Auf-
reinigungsschritt notwendig (siehe oberes Chromatogramm) war, da die Störungen durch 
Matrixeinflüsse zu groß waren. Dies war bei einer GPC nachfolgenden LC-MS/MS-
Bestimmung nicht notwendig (Abb. 44). 
 
Abb. 44: MRM-Overlay-Chromatogramme (LC-ESI-MS/MS) einer natürlich kontaminierten Maiskeimölpro-
be mit ausschließlicher GPC-Aufreinigung (oberes Chromatogramm) und mit nachgeschalteter ZEA-IAC-
Säulen-Aufreinigung (unteres Chromatogramm) 

 
 
 
Wiederfindungsuntersuchungen 
Die Wiederfindungsuntersuchungen von ZEA wurden in Maiskeim-, Soja- und Weizenkeimöl 
durchgeführt und sind in nachfolgender Tabelle für beide eingesetzten Detektionsverfahren 
zusammengefasst.  
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Tab. 49: Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen von Zearalenon in drei verschiedenen Speise-
ölen (n = 3) 

 NWG  
[µg/kg] 

Speiseöl Konz.  
[µg/kg] 

Wdf.  
[%] 

RSD  
[%] 

Weizenkeimöl 20 85 2,6 
Sojaöl 100 90 2,9 LC-MS/MS 0,3 
Maiskeimöl 500 98 1,4 
Weizenkeimöl 20 88 5,8 
Sojaöl 100 79 2,7 HPLC-FLD 3 
Maiskeimöl 500 88 0,7 

 
Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode zur Bestimmung von ZEA in pflanzlichen 
Speiseölen zeigte für die GPC-Aufreinigung mit folgender LC-MS/MS-Bestimmung eine mitt-
lere Wiederfindung von 99,4 % über einen Konzentrationsbereich von 103. Die nacheinander 
eingesetzte Aufreinigung von GPC und IAC-Säule für die Bestimmung mittels HPLC-FLD 
zeigte eine mittlere Wiederfindung von 88,2 % über einen Konzentrationsbereich von 2 · 102. 
(Tab. 50). Die relativen Standardabweichungen beider Methoden lagen in einem Bereich von 
kleiner 10 % und erfüllen somit die Leistungskriterien gemäß Richtlinie 2005/38/EG für ZEA.  
 
In Anbetracht der Polarität der Typ A und Typ B Trichothecene wurden geringe Konzentrati-
onen in der Matrix pflanzliche Speiseöle erwartet. Die für ZEA entwickelte GPC-Methode 
wurde auf die Bestimmung von Trichothecenen in Speiseölen übertragen. Eine detaillierte 
Aufstellung der Wiederfindungsuntersuchungen ist im Anhang unter Tab. A-14 (Anhang, 
Abschnitt III) zusammengestellt. 
 
Tab. 50: Wiederfindungsfunktionen der HPLC-FLD- und der LC-MS/MS-Methoden zur Bestimmung von 
ZEA in pflanzlichem Speiseöl 

 Wiederfindungsfunktion Mittlere 
Wdf. [%] 

Korr. 
Koeff. 

LC-MS/MS y=0,994 ⋅ x – 6,941 99,4 1,000 
HPLC-FLD y=0,882 ⋅ x – 10,846 88,2 0,999 

 
Die Zusammenfassung der Wiederfindungsergebnisse zu den entsprechenden Wiederfin-
dungsfunktionen in Tab. A-16 (Anhang, Abschnitt III) zeigt, dass VOL, DON, NIV Trichothe-
cin und DAS gute mittlere Wiederfindungen in einem Bereich von 65 bis 120 % über alle un-
tersuchten Matrizes erzielten. Sowohl für die Typ B Trichothecene 3-AcDON, 15-AcDON und 
FusX als auch für die Typ A Trichothecene 3-AcSCP, 15-AcetoxyDAS, HT-2 Toxin und T-2 
Toxin konnten Wiederfindungen von 29 - 78 % bei teilweise sehr großen relativen Standard-
abweichungen bis 60 % (Tab. A-14, Anhang Abschnitt III) nachgewiesen werden. Somit be-
sitzt diese Methode einen sehr großen Streubereich. Dies kann dadurch erklärt werden, dass 
diese Methode für die Bestimmung von ZEA in Speiseölen entwickelt und optimiert wurde. 
Der Fraktionierungsbereich der GPC-Technik wurde auf ZEA optimiert und dementspre-
chend bestand die Möglichkeit, dass das resultierende Elutionsfenster in der GPC für die 
aufgeführten Trichothecene nicht im Optimum lag. Dies wird aus Abb. 15 (Abschnitt 5.7)  
ebenfalls deutlich. Trichothecene sind polare Verbindungen und somit in dieser lipidreichen 
Matrix und dem verwendeten Lösungsmittelgemisch Cyclohexan/Ethylacetat schwer löslich. 
Dieser Umstand kann dazu führen, dass wie gezeigt diese Methode zu einer höheren Streu-
ung neigt.  
 
Trotzdem konnte mit dieser Technik in Hanfölproben eine Vielzahl von Trichothecenen 
nachgewiesen werden (Abb. 45). Durch Verwendung des Internen Standards konnten die 
unbefriedigenden Wiederfindungen in der Berechnung des Gehaltes berücksichtigt werden. 
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Abb. 45: MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-APCI-MS/MS) einer natürlich kontaminierten, kaltgepressten 
Hanfölprobe 

 
 
 
6.10 Bestimmung von Typ A und Typ B Trichothecenen in Bier 

SCOTT ET AL. (1993) entwickelten eine Methode zur Bestimmung von DON, NIV, α-ZOL, β-
ZOL und ZEA in Bier mittels GC-MS nach vorheriger Heptafluorobutrlimidazol-
Derivatisierung. Wiederfindungsuntersuchungen im Konzentrationsbereich von 5 - 20 ng/mL 
lagen im Bereich von 90 bis 103 %. Die Nachweisgrenzen der Methode wurden zu 0,1 - 1,5 
ng DON/mL, 0,01 - 0,3 ng NIV/mL, 2,5 - 3ng α-ZOL und β-ZOL und 1,5 - 2 ng ZEA/mL be-
stimmt. In 29 von 50 untersuchten Bieren konnte DON nachgewiesen werden. Von den posi-
tiven Proben lagen 9 über 5 ng/mL bis hin zu 50 ng/mL. NIV konnte ebenfalls in drei Proben 
nachgewiesen werden (0,1 - 0,84 ng/mL). ZEA und dessen Derivate konnten in keiner der 
untersuchten Bierproben quantitativ bestimmt werden. SCOTT (1996) untersuchte mögliche 
Veränderungen von ZEA und DON innerhalb des Brauprozesses. Dabei konnte der Über-
gang dieser Mykotoxine aus kontaminiertem Getreide in Bier bestätigt werden. DON, das 
während des Brauprozesses erhalten bleibt, wurde mit hoher Inzidenz in kanadischen und 
europäischen Bieren nachgewiesen. 
 
Bei einem durchschnittlichen Stammwürzegehalt von 10 % und den daraus abzuleitenden 
niedrigen DON-Konzentrationen in der Biermatrix wurde für die im Rahmen dieser Arbeit 
entwickelte Methode die Technik der LC-MS/MS für einen selektiven und empfindlichen 
Nachweis von DON gewählt. In die Methodenentwicklung wurde sowohl ein einzelner Extre-
lut®-Aufreinigungsschritt als auch eine kombinierte Aufreinigung mittels Extrelut®- und IAC-
Säulen untersucht. Die Wiederfindungsuntersuchungen wurden in verschiedenen Biermatri-
zes (Hefeweizen, Ale, Vollbier Pils und Starkbier) in einem Konzentrationsbereich von 10 bis 
100 µg/L durchgeführt. 
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Tab. 51: Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchung von DON in vier unterschiedlichen Bier-Matrizes 
(n = 3) 

Matrix Konz.  
[µg/L]  

Aufreinigung Wdf.  
[%] 

RSDr  
[%] 

Extrelut® 81,4 16,7 Hefeweizen, hell 100 
Extrelut®/IAC 72,2 11,1 
Extrelut® 81,9 9,0 Ale 10 
Extrelut®/IAC 79,1 4,9 
Extrelut® 88,9 4,2 Vollbier Pils 50 
Extrelut®/IAC 74,9 1,9 
Extrelut® 80,0 3,8 Starkbier Dunkel Bock 50 
Extrelut®/IAC 72,1 6,7 

 
In Tab. 51 sind die Wiederfindungsergebnisse der Extrelut®-Aufreinigung und der kombinier-
ten Extrelut®- und IAC-Aufreinigung gegenübergestellt. Dabei weist der ausschließlich über 
Extrelut® aufgereinigte Extrakt eine höhere mittlere Wiederfindung von 81 % gegenüber einer 
mittleren Wiederfindung von 71 % bei der kombiniert eingesetzten Aufreinigung auf. Dabei 
wurde deutlich, dass der zeitintensive, zweite Aufreinigungsschritt über die DON-IAC-Säulen 
letztendlich zu sauberen Extrakten führte. Dies wurde insbesondere dadurch belegt, dass 
diese Extrakte ebenfalls mittels HPLC-UV untersucht werden konnten.  
 
Tab. 52: Mittlere Wiederfindungen der unterschiedlichen Aufreinigungsverfahren zur Bestimmung von 
DON in Bier 

 Wiederfindungs- 
funktion 

Mittlere  
Wdf. [%] 

Korrel. 
koeff. 

Extrelut® y=0,81 ⋅ x + 0,90 81,0 0,998 
Extrelut®und IAC y=0,71 ⋅ x + 0,92 71,0 1,000 

 
Für eine deutliche Darstellung der breiten Anwendungsmöglichkeit dieser effektiven Extre-
lut®-Aufreinigung wurden für eine Charakterisierung der Methode weitere Typ A und Typ B 
Trichothecene herangezogen. Für die in nachstehender Tab. 53 zusammengefassten Toxine 
wurden dabei Wiederfindungs-untersuchungen durchgeführt. 
 
Tab. 53: Wiederfindungsuntersuchungen von Typ A und Typ B Trichothecen in Bier (ohne NIV) 

 Wiederfindungsfunktion Mittlere  
Wdf. [%] 

Korrel. 
koeff. 

T-2 Toxin  y=0,72 ⋅ x - 2,83 72 0,998 
HT-2 Toxin y=0,86 ⋅ x + 0,06 86 0,998 
3 AcScirp y=0,82 ⋅ x – 3,23 82 0,999 
DAS y=0,78 ⋅ x – 5,03 78 1,000 
Trichothecin y=0,76 ⋅ x – 3,34 76 1,000 
VOL y=0,62 ⋅ x + 8,01 62 0,977 
NEO y=0,85 ⋅ x + 2,56 85 0,998 
FusX y=0,72 ⋅ x + 2,31 72 0,999 
15-AcDON y=0,70 ⋅ x + 2,84 70 1,000 
3-AcDON y=0,79 ⋅ x + 6,51 79 1,000 

 
Die Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen (Tab. 53 und Tab. A-18, Anhang, Ab-
schnitt III) zeigten überwiegend zufriedenstellende Resultate. Es wurde ein mittlerer Wieder-
findungsbereich von 62 bis 86 % der untersuchten Trichothecene bestimmt. Allein die Er-
gebnisse der Wiederfindungen für Nivalenol sind mit durchschnittlich 3,1 % unbefriedigend. 
Ein Grund kann darin liegen, dass NIV die polarste Verbindung innerhalb der Typ B Tri-
chothecene ist und während der 20-minütigen Verweildauer auf der Extrelut®-Säule sehr 
stark an das Sorbens adsorbiert und somit nicht mehr eluiert werden konnte bzw. die Eluti-
onsstärke des Lösungsmittels zum Brechen der Adsorption ungenügend war. 
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Für DON wurden Wiederfindungen im Bereich von 80,0 bis 88,9 % (nur Extrelut) und 72,1 
bis 79,1 % (Extrelut in Verbindung mit IAC-Säule) erzielt. Werden die RSDr für DON für die 
Wiederfindungsuntersuchungen betrachtet, so liegen diese im Bereich 100-500 µg/kg inner-
halb der Vorgabe von einer RSDr ≤ 20 % gemäß Richtlinie 2005/38/EG. Für T-2 Toxin wur-
den Wiederfindungen im Bereich von 57,7 bis 70,5 % und für HT-2 Toxin von 87,3 - 101,6 % 
erzielt. Betrachtet man die RSDr für die durchgeführten Wiederfindungsuntersuchungen für 
HT-2 Toxin im Konzentrationsbereich von 100 - 200 µg/kg und für T-2 Toxin im Konzentrati-
onsbereich von 50 - 250 µg/kg, so lagen diese innerhalb den genannten Vorgaben  
(RSDr ≤ 40 %) Die untersuchten und hier aufgeführten Leistungskriterien in der Analytik von 
Fusarientoxinen wurden mit dieser Methode im vollen Umfang erfüllt. 
 
Somit ist diese Methode für die gleichzeitige Bestimmung von Typ A und Typ B Trichothece-
nen, ausgenommen NIV, in Verbindung mit einem Tandem-Massenspektrometer geeignet.  
 
Abb. 46: MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-APCI-MS/MS) einer aufgestockten Schwarzbier-Probe 
(50 µg/L je Toxin) nach einfacher Extrelut Aufreinigung 

 
 
Die Bestimmung von DON konnte nach zweifacher Aufreinigung über Extrelut®-
Festphasenextraktion und anschließendem IAC-Säulen Clean-Up ebenfalls mit HPLC-UV 
durchgeführt werden. Ein entsprechendes Chromatogramm einer natürlich kontaminierten  
Probe (Hefeweizenbier) ist nachfolgend in Abb. 47 dargestellt.  
 
Wie Abb. 47 verdeutlicht, ist DON nach zweifacher Aufreinigung durch Extrelut und IAC-
Säule mittels UV-Detektion bei den Wellenlängen 218 nm und 236 nm bestimmbar. Das 
Chromatogramm derselben Biermatrix nach einer einfachen Aufreinigung über eine Extrelut 
Säule zeigte eine zu große Matrixbelastung, als dass eine routinemäßige HPLC-UV-Methode 
zu etablieren wäre. Es wurde deutlich, dass der zeitintensive, zweite Aufreinigungsschritt 
über die DON IAC-Säulen letztendlich zu saubereren Extrakten führte, die zuletzt mittels 
einfachen HPLC-UV-Systemen analysierbar wären.  
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Abb. 47: Overlay-Chromatogramm (HPLC-dual-UV) einer natürlich kontaminierten Bier-Probe (Hefewei-
zenbier, hell) nach Aufreinigung mittels Extrelut und anschließender IAC-Säule 
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Zur weiteren Charakterisierung von Leistungsparametern der Biermethode wurden Wieder-
holbarkeitsuntersuchungen anhand von natürlich kontaminiertem Starkbier durchgeführt. Die  
Ergebnisse der Validierungsdaten sind in Tab. 54 zusammengefasst. Eine statistische Aus-
wertung mittels ANOVA (Tab. A-19, Anhang, Abschnitt III) zeigt für die Standardabweichung 
unter Wiederholbedingungen ein zufriedenstellendes Ergebnis.  
 
Tab. 54: Ergebnisse der Wiederholbarkeitsuntersuchungen von DON in natürlich kontaminiertem Stark-
bier (n = 10) mittels LC-MS/MS 

 Tag 1 Tag 2 Tag 3 

33,7 34,7 34,2 
32,3 25,7 29,0 
35,8 33,8 34,8 
41,2 39,0 40,1 
32,0 37,3 34,7 
39,0 38,5 38,8 
31,7 39,3 35,5 
35,2 38,8 37,0 
30,3 31,5 30,9 

 

31,8 35,3 33,6 
Mittelwert [µg/kg] 34,9 
Median [µg/kg] 34,8 
Spannweite [µg/kg] 15,5 
STABW [µg/kg] 3,6 
VK [%] 10,2 
Grubbs Ausreißer Test Keine Ausreißer 
r [µg/kg] 10,2 
sr [µg/kg] 3,6 
RSDr [%] 10,2 
sr (Horwitz) [µg/kg] 9,3 
RSDr (Horwitz) [%]  26,5 
Hor  0,4 

 
 

DON 
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6.11 Qualitätskontrollkarten der eingesetzten Enzym-Linked-Immunosobent-Assay  

Die ELISA-Techniken wurden sowohl für Screening-Untersuchungen unterschiedlicher Le-
bensmittelkategorien als auch zur quantitativen Analyse eingesetzt. Für die Qualitätssiche-
rung der verwendeten DON- und ZEA-ELISA’s wurde bei jeder durchgeführten ELISA eine 
Qualitätskontroll-Reihe mitgeführt. Diese QC-Reihe bestand aus vier Kavitäten (siehe auch 
Methoden M1 und M2 im Anhang unter Abschnitt II). Als Matrix für die ZEA dc-ELISA wurde 
ZEA 185 und für die DON dab-ELISA DON 311 eingesetzt. Somit konnte für beide ELISA 
eine Kontrollkarte mit den in Tab. A-20 (Anhang, Abschnitt III) beschriebenen Kontrollgren-
zen eingesetzt werden. Im Zeitraum dieser Untersuchungen wurden die zur Verfügung ge-
stellten Antikörper und Antiseren für die DON- und ZEA- Untersuchungen ausschließlich aus 
einer Charge verwendet.  
 
Im Verlauf der durchgeführten DON ELISA wurden wie in Abb. 48 dargestellt die positi-
ve 3 s Kontrollgrenze einmal und die positive 2 s Kontrollgrenze fünfmal überschritten. Die 
negative 2 s Kontrollgrenze wurde einmal unterschritten. Die Stabilitätsuntersuchungen von 
DON 311 (siehe Abb. 48) zeigten über den gesamten Zeitraum keine Tendenzen. Somit ist 
die hier feststellbare abnehmende Tendenz auf methodische Umstände (Alterung der mo-
noklonalen Antikörper oder der Anti-Maus-IgG-Anitserum) zurückzuführen. Da es sich hierbei 
um eine halbquantitative Analysentechnik („Screeningverfahren“) handelt, sind die Über- 
bzw. Unterschreitungen der 2 s- und 3 s-Kontrollgrenzen aus diesem Grund als nicht gravie-
rend zu beurteilen. Die Kreuzvalidierung der ELISA-Technik mit der HPLC-UV bzw. LC-
MS/MS (siehe Abschnitt 6.12.1) zeigt indes gute Ergebnisse.  
 
Abb. 48: Qualitätskontrollkarte der DON-ELISA mit Vergleichsmaterial DON 311 
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Die ZEA-Qualitätskontrollkarte zeigt über den gesamten Verlauf der ELISA-Untersuchungen 
im Rahmen der vorgegebenen Kontrollgrenzen sehr streuende Ergebnisse. Es wurde keine 
auffällige Tendenz über diesen Zeitraum festgestellt. Somit können lagerungsbedingte Effek-
te bei den ZEA-Antikörpern und -Konjugaten ausgeschlossen werden. Aus der ZEA-
Kontrollkarte geht hervor, dass die untere 3 s Kontrollgrenze viermal und die 2 s-
Kontrollgrenze dreimal unterschritten wurde. Eine Überschreitung der oberen 2 s-
Kontrollgrenze konnte in zwei Fällen beobachtet werden. Wie bereits in Abschnitt 6.4.3 (IAC-
Säulen) diskutiert, sind neben den Isomerverbindungen von ZEA ebenfalls eine Vielzahl von 
Matrixbestandteilen für mögliche ZEA-Überbefunde verantwortlich. Da es sich hierbei um 
eine halbquantitative Analysentechnik („Screeningverfahren“) handelt, sind die Über- bzw. 
Unterschreitungen der 2 s- und 3 s-Kontrollgrenzen als nicht zu drastisch zu beurteilen, zei-
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gen aber auch die Limitierungen dieses Verfahrens. Die Kreuzvalidierung (siehe Abschnitt 
6.12.5) der HPLC-FLD und LC-MS/MS mit der ELISA zeigt durch die Steigung der Mittelwert-
linie ebenfalls die Neigung zu Überbefunden an. 
 
Abb. 49: Qualitätskontrollkarte der ZEA-ELISA mit Vergleichsmaterial ZEA 185 
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6.12 Methodenvergleich und Kreuzvalidierung 

6.12.1 Vergleich der DON-Methoden 

Im Rahmen dieses Verbundforschungsvorhabens wurde neben der routinemäßig angewand-
ten (siehe Kapitel 6.5) DON-Analytik eine neue Methode zur Bestimmung von Trichothece-
nen (siehe Kapitel 4.8) entwickelt. Für eine weitere Qualitätsabsicherung wurde an einem 
internationalen Ringversuch teilgenommen. Für einen Vergleich der beschriebenen Metho-
den wurde das bereits validierte Vergleichsmaterial DON 311 (siehe Abschnitt 6.2) herange-
zogen. 
 
DON-Ringversuch FSA 
Für eine weitere Qualitätsabsicherung wurde an einem internationalen Ringversuch (N = 14) 
der Food Standards Agency (FSA) für die Bestimmung von DON in Getreide und Getreide-
erzeugnissen teilgenommen (FSA, (2005)). Die Validierung dieser Methode erfolgte anhand 
der in Tab. 55 aufgeführten Matrizes und den deskriptiv-statistischen Leistungsparametern. 
Die Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen sind in Tab. 55 zusammengefasst.  
 
Tab. 55: Zusammenfassung der Ergebnisse des DON Ringversuchs durchgeführt von der Food Standard 
Agency (FSA, 2005) 

 Hafermehl Reismehl 1 Reismehl 2 Weizen-
mehl 

Polenta Frühstücks-
zerealien 

MW  [µg/kg] 1768,4 457,5 85,4 678,2 123,1 217,2 
n  10 11 10 12 11 12 
r [µg/kg] 153,8 83,6 33,7 113,7 22,1 80,6 
sr [µg/kg] 54,92 29,9 12,0 40,6 7,9 28,8 
RSDr [%] 3,1 6,5 14,1 6,0 6,4 13,2 
Hor  0,3 0,6 1,0 0,5 0,4 1,0 
R [µg/kg] 685,3 146,9 35,5 309,3 79,6 160,0 
sR [µg/kg] 244,76 52,5 12,7 110,5 28,4 57,1 
RSD [%] 13,8 11,5 14,8 16,3 23,1 26,3 
HoR  0,9 0,6 0,7 1,0 1,1 1,3 
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Die hier vorgestellte Methode wurde für die Bestimmung von DON in einem Konzentrations-
bereich von 100 µg/kg bis 2000 µg/kg in Getreide und Getreideprodukten in diesem Ringver-
such validiert. Diese Methode ist somit für die Überwachung von Getreide und Getreidepro-
dukten zur Einhaltung der europäischen Höchstmengen von 750 µg/kg für verarbeitetes Ge-
treide und 1250 µg/kg Rohgetreide gemäß Richtlinie 2005/38/EG anwendbar. Werden die in 
Tab. 55 aufgeführten RSDR’s und Horrat-Werte mit denen aus dem Forschungsprojekt (siehe 
Abschnitt 6.2.5) erhaltenen verglichen, so liegen diese in einem akzeptablen Bereich.  
 
Tab. 56: Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen des FSA-DON-Ringversuchs 

Matrix n Konz.  
[µg/kg] 

Wdf.  
[%] 

Mittlere 
Wdf. [%] 

Hafermehl 12 2000 30 - 90 78 
Reismehl 12 500 52 - 100 84 
Weizenmehl 12 1000 54 - 106 82 
Polenta 12 200 49 - 111 87 
Frühstückszerealien 11 500 57 - 94 74 

 
Die Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen zeigten für alle Matrizes hinreichende 
Ergebnisse bezüglich der mittleren Wiederfindung.  
 
Vergleich der eingesetzten DON-Methoden 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche Methoden zur Bestimmung von DON in 
Getreide und Getreideprodukten angewandt. Zum Vergleich der Leistungscharakteristika 
wurden vom Vergleichsmaterial DON 311 mit den jeweiligen Methoden entsprechend zwölf 
Extrakte hergestellt. Jeder dieser Extrakte wurde zweimal untersucht. 
 
Wie aus Abb. 50 hervorgeht, lieferten die vorgestellten Methoden im Rahmen der jeweiligen 
Streuung sehr gute übereinstimmende Ergebnisse. Die hier erzielten Mittelwerte von DON 
311 liegen im Streubereich des Materials. Wie aus Abschnitt 6.2.1 hervorgeht, wurde aus 
den Vorversuchen zur Homogenitäts- und Stabilitätsprüfung eine mittlere DON-
Konzentration für DON 311 von 371 µg/kg mit einem RSD von 11,2 % ermittelt. Durch die 
externe Validierung (siehe Abschnitt 6.2.3) der teilnehmenden Laboratorien des Verbundfor-
schungsvorhabens wurde eine mittlere DON-Konzentration für DON 311 von 330 µg/kg mit 
einem RSD von 4,2 % ermittelt. In der Richtlinie 2005/38/EG der Kommission wird für die 
RSDr ein Wert von ≤ 20 % gefordert. Die hier vorgestellten Methoden besitzen einen RSDr 
von 3,3 % (Ringversuch Methode), 2,3 % (Routine-Methode), und 8,4 % (ASE-Multi-
Trichothecen-Methode) und erfüllen somit die geforderten Leistungskriterien gemäß Richtli-
nie 2005/38/EG. 
 
Abb. 50: Vergleich der FSA-DON-Methode, DON-Routine-Methode und ASE-Multi-Trichothecen-Methode 
anhand des Vergleichsmaterials DON 311(n = 12) 
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6.12.2 Kreuzvalidierung der DON-Routinemethoden 

In der instrumentellen Analytik versteht man unter Kreuzvalidierung den Vergleich von analy-
tischen Methoden bzw. Detektionstechniken gegenüber einer Referenzmethode oder einem 
Referenz-Detektions-System. Hierzu wird eine lineare Regressionsanalyse durchgeführt. Der 
entscheidende Punkt bei der Kreuzvalidierung ist die Identifizierung von systematischen Feh-
lern. Die Ergebnisse aus den unterschiedlichen Systemen werden zur Berechnung der Stei-
gung a, des Abszissenabschnitts b (Offset), des Korrelationskoeffizienten r (bzw. Bestimmt-
heitsmaß r2) und der Regressionsgeraden (Regressionsgeraden: y=a ⋅ x + b) herangezogen. 
Somit kann aus den Daten der resultierenden Regressionsgeraden eine qualitative und ob-
jektive Aussage über auftretende systematische Fehler getroffen werden. Besteht eine zu 
große Abweichung von b = 0 bei dem Abszissenabschnitt, so kann dies auf ein zu großes 
Untergrundsignal (Rauschen) einer der Methoden zurückzuführen sein. Bei einer von a = 1 
stark abweichenden Steigung liegt ein systematischer Fehler bei einer der angewandten 
Methoden vor. In der Praxis werden häufig signifikante Unterschiede des Abszissenab-
schnitts von 0 und signifikante Unterschiede der Steigung von 1 festgestellt. Zur Bestimmung 
signifikanter Unterschiede wurden für a und b bei einem Vorhersageintervall von 95 % die 
jeweiligen Vertrauensgrenzen berechnet. 
 
Die Kreuzvalidierungen und die Regressionsanalyse der routinemäßig durchgeführten Ana-
lysenmethoden ELISA, HPLC-UV und LC-MS/MS für die Analytik von DON sind nachfolgend 
in Tab. 57 zusammengefasst. Die entsprechenden Regressionsgeraden sind in den Abb. A-1 
und Abb. A-2 (Anhang; Abschnitt III) hinterlegt. Zum Vergleich der angewandten Methoden 
wurde die Tandem-Massenspektrometrie als Referenzmethode zugrunde gelegt. 
 
Tab. 57: Kreuzvalidierung der DON-Bestimmung zwischen LC-MS/MS als Referenzverfahren und HPLC-
UV bzw. ELISA 

Referenz- 
verfahren 

Vergleichendes  
Verfahren n Gleichung r 

LC-MS/MS HPLC-UV 356 LC-MS/MS=20,32+091 ⋅ HPLC-UV 0,96 
LC-MS/MS ELISA 313 LC-MS/MS=24,22+090 ⋅ ELISA 0,98 

 
Ein Abszissenanschnitt von 20,32 bei der UV-Detektion und 24,22 bei der Bestimmung mit-
tels ELISA im Vergleich zur LC-MS/MS deutet auf ein leicht erhöhtes Untergrundsignal der 
UV-Detektion bzw. ELISA-Technik im Vergleich zur LC-MS/MS-Methode hin. Eine Steigung 
der Regressionsgeraden von 0,91 (UV-Detektion) bzw. 0,90 (ELISA) deutet darauf hin, dass 
keine signifikant systematischen Fehler der angewandten Analysentechniken zugrunde lie-
gen. Ein Korrelationskoeffizient von 0,893 (ELISA) bzw. 0,973 (HPLC-UV) und ein Be-
stimmtheitsmaß von 0,80 (ELISA) bzw. 0,95 (HPLC-UV) geben an, dass die verwendeten 
Methoden zur Bestimmung von DON vergleichbare Ergebnisse liefern und somit über den 
dargestellten Konzentrationsbereich linear sind. 
 
 
6.12.3 Kreuzvalidierung unterschiedlicher Massenspektrometer in der DON-Analytik 

In Abb. A-3 (Anhang; Abschnitt III) ist ein Kreuzvergleich zwischen zwei unterschiedlichen 
Generationen, an Massenspektrometer dargestellt. Dabei wurde die Regressionsgerade   
API 2000 = 0,19+1,25 · API 4000 für die jeweils eingesetzte APCI-Ionisierungstechnik ermit-
telt. Die geometrische Konstruktion der APCI-Ionisationsquellen der API 2000 bzw. der API 
4000 unterscheiden sich in Bezug auf das MS-Einlass-System in einer orthogonalen und 
einer off-axis Sprühanordnung. 
 
Ein Abszissenabschnitt (Offset) von 0,19 bei der API 4000 deutet darauf hin, dass beide Ge-
nerationen der APCI Ionisierungstechniken innerhalb dieser Methode ein vergleichbares Un-
tergrundsignal aufweisen. Dies kann auf den Einsatz der IAC-Säulen zurückzuführen sein, 
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da dadurch für die Massenspektrometrie eine größtmögliche Aufreinigung erzielt wurde. Die 
Steigung der Regressionsgeraden von 1,25 zeigt, dass die Ergebnisse der API 2000 im Ver-
gleich zur API 4000 in der Tendenz leicht überzeichnen. Ein Korrelationskoeffizient von 
0,983 und ein Bestimmtheitsmaß von 0,967 belegen, dass die eingesetzten unterschiedli-
chen Generationen an APCI Ionisierungstechniken für die Bestimmung von DON überein-
stimmende Ergebnisse liefern.  
 
 
6.12.4 Kreuzvalidierung der eingesetzten Ionisierungstechniken (APCI – ESI) 

Die Kreuzvalidierungen der eingesetzten Ionisierungstechniken wurden ausschließlich an der 
API 4000 durchgeführt. Als Grundlage für diese Untersuchung dienten die Extrakte der DON-
Routinemethode, der ASE-Multi-Trichothecen-Methode und der DON-Bier-Methode. Dem-
nach konnten diese Untersuchungen an unterschiedlichen Matrizes und Analyten (DON, NIV 
und HT-2 Toxin) durchgeführt werden. Die ermittelten Regressionsgeraden sind in Abb. A-4 
bis Abb. A-7 (Anhang, Abschnitt III) aufgeführt und in nachfolgender Tab. 58 zusammenge-
fasst.  
 
Tab. 58: Kreuzvalidierung zwischen den eingesetzten ESI- und APCI-Ionisierungstechniken für DON, NIV 
und HT-2 Toxin bei unterschiedlichen Methoden 

Analyt Methode n Gleichung r 

DON Routinemethode 42 APCI= 0,94⋅ESI+31,25 0,98 
DON Bier-Methode 126 APCI= 1,13⋅ESI+0,40 0,90 
NIV ASE-Multi-Trichothecen-Methode 74 APCI= 1,23⋅ESI+1,47 0,98 
HT-2 Toxin ASE-Multi-Trichothecen-Methode 21 APCI= 1,30⋅ESI+0,57 0,92 

 
Die Kreuzvalidierung zwischen der APCI- und ESI-Ionisierungstechniken für DON innerhalb 
der Routinemethode erzielte einen Korrelationskoeffizient von 0,98. Die Steigung der Reg-
ressionsgeraden von 0,94 veranschaulicht, dass keine systematischen Fehler in Form von 
matrixbedingten Supressions- oder Promotionseffekten der beiden Ionisierungstechniken 
durch die DON-Routniemethode über einen großen Konzentrationsbereich zu erwarten sind. 
Wird dieses Ergebnis mit der Kreuzvalidierung der DON-Bestimmung in Bier verglichen, bei 
der ein Korrelationskoeffizient von 0,90 und einer Steigung der Regressionsgeraden von 
1,13 erreicht wurde, so ist festzustellen, dass unabhängig von den jeweiligen Aufreinigungs-
schritten und somit von den Probenextrakten keine matrixbedingten Suppressions- oder 
Promotionseffekte zu erwarten sind. Die für diese Untersuchungen eingesetzten Extrakte 
resultierten aus der in Abschnitt 5.7.1 erläuterten Aufreinigungsmethode mittels einer Extre-
lut®-Säule. Dabei ist festzuhalten, dass diese Kreuzvalidierung in einem für diesen Analyten 
sehr niedrigen Konzentrationsbereich (zwischen NWG bis 30 µg/L; Absolut NWG bis 3,6 µg) 
ermittelt wurde. 
 
NIV wurde mit beiden Ionisierungstechniken im negativen Ionisierungsmodus über die Io-
nenspur m/z 311→281 detektiert. Aus Tab 58 geht hervor, dass die Kreuzvalidierung von 
NIV einen Abszissenabschnitt von 1,47 aufweisst. Dies verdeutlicht, dass unter den negati-
ven Ionisierungsbedingungen ein nur sehr geringes Untergrundsignal vorhanden war. Mit 
einem Korrelationskoeffizient von 0,98 liefern beide Ionisierungstechniken übereinstimmende 
Ergebnisse. Eine Anzahl von 21 positiven HT-2 Toxin Proben sind für eine statistisch signifi-
kante Kreuzvalidierung zu gering, so dass hierfür weitere Daten erhoben werden müssen. 
Mit einem Korrelationskoeffizient von 0,98 (Tab. 58) liefern beide Ionisierungstechniken zu-
frieden stellende Übereinstimmungen für den Konzentrationsbereich von NWG bis 20 µg/kg. 
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6.12.5 Kreuzvalidierung der ASE-Multi-Trichothecen-Methode  

Die Kreuzvalidierung der neu entwickelten ASE-Multi-Trichothecen-Methode gegenüber der 
routinemäßig angewandten DON-Analytik belegt durch die Regressionsgerade  
ASE-Multi-Trichothecen-Methode = 0,75 Routinemethode + 3,05 anhand von natürlich 
kontaminierten Matrizes die Anwendbarkeit dieser Methode (siehe Abb. A-8 Anhang; Ab-
schnitt III). Bei der Kreuzvalidierung zwischen der routinemäßigen DON-Bestimmung und der 
neu entwickelten ASE-Multi-Trichothecen-Methode wurden ein Bestimmtheitsmaß von 0,97 
und ein Korrelationskoeffizient von 0,98 erzielt. Hier kann von einer sehr guten Korrelation 
gesprochen werden. Die Steigung der Regressionsgeraden von 0,75 deutet an, dass die 
routinemäßig eingesetzte DON-Methode im Vergleich zu der ASE-Multi-Trichothecen-
Methode zu leichten Überbefunden tendiert. Dieser Befund wird aufgrund der höheren Selek-
tivität des Massenspektrometers erklärt. Durch die Kreuzvalidierung mit natürlich kontami-
nierten Matrizes, über einen Konzentrationsbereich von der Nachweisgrenze bis zu 
1500 µg/kg wurde die Linearität beider Verfahren bestätigt. Sie liefern im Rahmen des Vor-
hersageintervalls annähernd gleiche Ergebnisse. 
 
 
6.12.6 Kreuzvalidierung der Zearalenon-Routinemethoden 

Nachfolgend sind die Kreuzvalidierungen und die Regressionsanalyse der routinemäßig 
durchgeführten Analysenmethoden ELISA, HPLC-UV und LC-MS/MS für die Analytik von 
ZEA in Tab. 59 zusammengefasst. Die zu Grunde liegenden Abbildungen sind im Anhang, 
Abschnitt III unter Abb. A-9 und Abb. A-10 hinterlegt. Als Referenzmethode wurde die Tan-
dem-Massenspektrometrie der ELISA-Methode und der Routine HPLC-FLD-Methode ge-
genüber. 
 
Tab. 59: Kreuzvalidierung der HPLC-Routinemethode gegenüber der ELISA-Technik und der Referenzde-
tektion LC-MS/MS 

Referenzverfahren Vergleichendes  
Verfahren 

n Gleichung Korr. 
koeff. 

LC-ESI-MS/MS HPLC-FLD 200 LC-MS/MS=2,69+1,05⋅FLD 0,98 
LC-ESI-MS/MS ELISA 71 LC-MS/MS=21,57+0,90⋅ELISA 0,93 

 
Ein Abszissenanschnitt (Offset) von 2,69 bei der FLD-Detektion im Vergleich zur LC-MS/MS 
deutet darauf hin, dass die Untergrundsignale beider Methoden im Rahmen der Konfi-
denzgrenzen annähernd vergleichbar sind. Wird die Bestimmung von ZEA mittels ELISA und 
LC-MS/MS verglichen, so resultiert ein Abszissenabschnitt (Offset) von 21,57. Dies deutet 
auf ein leicht erhöhtes Untergrundsignal bzw. Rauschen der ELISA-Technik hin. Eine Stei-
gung von 1,05 in Bezug auf die FLD-Detektion bzw. von 0,90 in Bezug auf die ELISA-
Technik deutet an, dass keine signifikanten systematischen Fehler der angewandten Analy-
sentechniken zugrunde liegen. 
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6.13 Massenspektrometrie und Fragmentierung von Fusarientoxinen 

Tandem-Massenspektrometer als Detektionstechnik erlauben neben einer empfindlichen 
quantitativen Detektion die gleichzeitige selektive Identifizierung von Fusarientoxinen.  
 
Zuerst erfolgte das Einmessen (Tuning) der zu detektierenden Substanzen. Hierfür wurden 
konzentrierte Tuninglösungen (Fusarientoxine gelöst in Acetonitril/Wasser unter Zusatz von 
Ammoniumacetat und Ameisensäure) der Typ A und Typ B Trichothecene bzw. Zearalenon 
und Derivaten (~5 µg/mL) durch eine Spritzenpumpe direkt in die Turboionsprayquelle ein-
gebracht. Von diesen Ionen wurden Vorläuferionenspektren aufgezeichnet, in denen das 
Quasimolekülion stets als stärkstes Signal ermittelt wurde, wobei hierfür die einzelnen Opti-
ken des Massenspektrometers jeweils optimiert wurden. Um eine höhere Spezifität zu errei-
chen, wurden beim Tandem-Massenspektrometer durch schonende Fragmentierung im CID-
Quadrupol (LINAC® Zelle) charakteristische Fragmente des Moleküls gebildet. So wurden 
vom Quasimolekülion durch CID (Collison induced dissoziation) die entsprechenden Produk-
tionen erzeugt und diese im Produktionenscan aufgezeichnet.  
 
 
6.13.1 Massenspektrometrie von Trichothecenen 

Die in Tab. 60 beispielhaft zusammengefassten Fragmentierungsmuster von Trichothecenen 
gehen auf Daten von NIELSEN UND SMEDSGAARD (2003) (dunkelgrau unterlegt), BERGER ET 
AL. (1999) (hellgrau unterlegt) und den in Rahmen dieser Arbeit (nicht unterlegt) ermittelten 
Fragmentierungen zurück. Dabei wird neben den ermittelten Fragmenten auch die zugehöri-
gere relative Fragmentierungshäufigkeit in Bezug auf das dominierende Fragment (100 %) 
dargestellt. Eine vollständige Zusammenfassung aller untersuchten Trichothecene befindet 
sich im Anhang, Abschnitt III, Tab. A-21. 
 
Tab. 60: Vergleich der Fragmentierungsmuster ausgewählter Trichothecene anhand von Literaturdaten 
und den im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Fragmentierungen 

Verbindung  
(Molekulare 
Masse) 

Ionisierung Basis-Peak 
[100 %] 

Monoisotopen-Ionen (m/z) in %  
des Basis-Peaks  

ESI, positiv 231 249 (95), 297 (60), 203 (55) 
APCI, positiv 297 231 (5), 249 (25), 261 (10), 267 (15), 279 (20) 

DON 
(296) 

ESI, positiv 249 279 (93), 261 (47), 231 (50), 203 (33) 
ESI, positiv 263 245 (60), 215 (55), 442 (30), 197(30) 
APCI, positiv 425 245 (5), 263 (10), 323 (10), 355 (10), 442 (20) HT-2 Toxin 

(424) 
ESI, positiv 425 407 (32), 365 (6), 323 (9), 289 (20), 263 (43), 245 (22), 233 

(24), 215 (36) 
ESI, positiv 489 215 (55), 305 (45), 484 (38), 245 (35) 

APCI, positiv 335 197 (5), 215 (15), 227 (5), 245 (20), 257 (5), 275 (10), 287 (5), 
305 (45), 337 (40), 365 (50), 397 (35), 467 (65), 484 (40) 

T-2 Toxin 
(466) 

ESI, positiv 305 467 (48), 449 (9), 407 (7), 365 (27), 275 (17), 257 (30), 245 
(68), 215 (51), 197 (19), 185 (24) 

d3-T-2 Toxin 
(470) 

ESI, positiv 308 471 (62), 453 (12), 368 (26), 275 (16),  
245 (84), 227 (18), 215 (53), 197 (26) 

Dunkelgrau: NIELSEN UND SMEDSGAARD (2003); Hellgrau: BERGER ET AL. (1999); Farblos: inhouse 

 
Fragmentierung von T-2 Toxin und des deuterierten Analogon.  
Aus der Produktspezifikation der Fa. SIGMA-ALDRICH® geht die Strukturformel von d3-T-2 
Toxin (Abb. 51) hervor. Demnach sind die drei Deuteriumatome an der Acetyleinheit des 15 
C-Atoms der Trichothecen-Grundstruktur lokalisiert. 
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Abb. 51: Strukturformel von d3-T-2 Toxin entsprechend den Produktspezifikation der Fa. Sigma-Aldrich®. 
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In den folgenden Abb. 52 und Abb. 53 sind die Produkt-Ionen-Spektren von T-2 Toxin und 
d3-T-2 Toxin gegenübergestellt. 
 
Abb. 52: Massenspektrum von d3-T-2 Toxin erstellt im Product-Ionen-Scan-Modus 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Die markierten Fragment-Ionen m/z 407 und m/z 305 in Abb. 52 verdeutlichen, dass neben 
den d3-T-2 Toxin Fragmenten m/z 410 bzw. m/z 308 ebenfalls diese T-2 Toxin Fragmente 
auftraten. Die markierten Fragment-Ionen m/z 260 und m/z 278 in Abb. 52 verdeutlichen im 
Vergleich mit Abb. 53, dass ebenfalls in dem typischen Fragmentierungsbereich (m/z 185 bis 
m/z 275) der Typ A Trichothecene, unter Anwendung des dreifach deuterierten T-2 Toxins 
(Abb. 52), Fragment-Ionen mit dieser Deuterium-Gruppe resultieren. 
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Abb. 53: Massenspektrum von T-2 Toxin erstellt im Product-Ionen-Scan-Modus 

 
 
Werden die erhaltenen Massenspektren verglichen, so fällt auf, dass ausgehend von dem 
Molekülion m/z 467 bis zu dem Fragment m/z 245 im Massenspektrum von d3-T-2 Toxin alle 
drei Deuteriumatome eine Verschiebung um drei Masseneinheiten verursachen. Das bedeu-
tet, dass die Fragment-Ionen m/z 452, m/z 410, m/z 368 und m/z 308 jeweils die drei Deute-
riumionen besitzen. Unterhalb von m/z 245 treten nur noch die für Trichothecene typischen 
Fragmentmuster (siehe Tab. 60) auf. Vergleicht man die Massenspektren von T2-Toxin und 
d3-T2-Toxin, so ist in dem Massenbereich von m/z 300 bis m/z 470 bei den Fragmenten m/z 
449 bzw. m/z 453, m/z 407 bzw. m/z 410, m/z 365 bzw. m/z 368 und m/z 305 bzw. m/z 308 
jeweils ein um 3 amu verschobener Fragmentierungsmechanismus. Das lässt darauf schlie-
ßen, dass sich die drei Deuterium-Atome zusammen an einem Kohlenstoff-Atom befinden. In 
dem Massenbereich von 180 bis 300 werden hingegen ausschließlich die für die Gruppe der 
Trichothecene typischen, übereinstimmenden Fragmente (m/z 275, m/z 257, m/z 245, m/z 
227, m/z 215, m/z 197, m/z 185) gefunden.  
 
Fragmentierung von HT-2 Toxin  
Für HT-2 Toxin (Abb. 54) ergibt sich ein ähnliches Fragmentierungsmuster wie bei T-2 Toxin 
(Abb. 53). Dies wird durch die Massenverluste von ∆ m/z 18, ∆ m/z 60, ∆ m/z 102 und ∆ m/z 
162 deutlich. Weiterhin konnten im Massenbereich von m/z 200 bis 300 die für die Gruppe 
der Trichothecene typischen Fragment-Ionen 215, 227, 233, 245, 263, 289 bestimmt werden. 
Diese beispielhaft dargestellten Produkt-Ionen-Spektren bestätigen die oben erwähnten Da-
ten von KOSTIAINEN (1988) und BURROWS (1994). 
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Abb. 54: Massenspektrum von HT-2 Toxin erstellt im Product-Ionen-Scan-Modus 

 
 
 
6.13.2 Massenspektrometrie von Zearalenon und dessen Derivaten  

Ein Überblick über die Fragmentierungen von Zearalenon und dessen Metabolite ist in nach-
folgender Tab. 61 zusammengefasst. Darin werden die  Daten von NIELSEN UND SMEDS-
GAARD (2003) (dunkelgrau unterlegt) und LAGANA ET AL. (2001) (hellgrau unterlegt) und den 
in dieser Arbeit (nicht unterlegt) ermittelten Fragmenten gegenübergestellt. Eine ausführliche 
Zusammenstellung der Fragmentierung der Zearalenon-Derivate befindet sich im Anhang 
unter Abschnitt III (Tab. A-22).  
 
Tab. 61: Fragmentierung von Zearalenon und Derivaten 

Verbindung/  
(Molekulare Masse) 

Ionisierung Basis-Peak 
[100 %] 

Monoisotopen-Ionen (m/z) in % des Basis Peaks  

ESI, positiv 303 321 (22), 277 (5) 
APCI, negativ  161 319 (20), 275 (30), 233 (26), 205 (90),189 (20), 

149 (38), 137 (54), 107 (86) 
Zearalanon 
(320) 

ESI, positiv 302 321 (3), 285 (3), 207 (16), 189 (22) 
Dunkelgrau: Nielsen und Smedsgaard (2003); Hellgrau: Lagana et al. (2001); farblos: inhouse 

 
Fragmentierung von Zearalenon und den Derivaten 
Bei ZEA handelt es sich um eine makrozyklische Verbindung bestehend aus einem aliphati-
schen Ring mit Lactongruppe und einem aromatischen Kern. Für die Fragmentierung kann 
daraus abgeleitet werden, dass resultierende Peaks im Massenbereich von 50 bis 150 amu 
aus dem aliphatischen Teil des Moleküls stammen, während im Massenbereich von 160 amu 
bis [M+H]+ die resultierenden Fragmente den aromatischen Ring beinhalten.  
 
In dem Massenbereich zwischen 260 bis 180 amu kann eine sogenannte „Lattenzaun“-
Peakserie (213-215-217) in allen Massenspektren von Zearalenon und dessen Isomeren 
beobachtet werden (Abb. 55 bis Abb. 57). Diese Peak-Gruppen liegen jeweils 14 Massen-
einheiten auseinander. Diese homolge Ionenserie lässt sich auf eine an einem Phenyl-Rest 
gebundene Alkylkette zurückführen, was für die Fragmentation bedeutet, dass bei der vorlie-
genden Resorcylsäure-Lacton-Grundstrukturen zuvor ein Ringbruch erfolgen musste. 
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Abb. 55: Massenspektrum von ZEA erstellt im Product-Ionen-Scan-Modus 

 
 
Für eine differenzierte Betrachtung des Fragmentierungsverhaltens wurden die Verbindun-
gen d4-β-Zearalenol (Abb. 56) und β-Zearalenol (Abb. 57) gegenübergestellt.  
 
Abb. 56: Massenspektrum von d4-β-Zearalenol erstellt im Product-Ionen-Scan-Modus 

 
 
Vergleicht man die Fragmentierungsmuster ausgehend von dem Quasimolekülion der jewei-
ligen Verbindung, so wird deutlich, dass bei dem Internen Standard d4-β-Zearalenol 
(Abb. 56) die Wasserabspaltung zu m/z 307 ein Massenverlust von 18 amu, aber die folgen-
den Wasserabspaltungen zu m/z 288 und m/z 270 einen Massenverlust von 19 amu beinhal-
ten. Dies bedeutet, dass bei der Fragmentierung von β-Zearalenol (Abb. 57) im Massenbe-
reich von m/z 270 bis m/z 325 lediglich ein Deuteriumatom in Form von Wasser von der 
Grundstruktur des Resorcylsäure-Lactons abstrahiert wurde.  
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Abb. 57: Massenspektrum von β-Zearalenol erstellt im Product-Ionen-Scan-Modus 
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6.13.3 Absicherungsverfahren in der Tandem-Massenspektrometrie 

Das Absicherungsverfahren basiert auf der Auswertung der erfassten Ionen-Übergänge, die 
während eines chromatographischen Laufes aufgenommen werden. Wie Tab. 17 und Tab. 
18 verdeutlichen, werden bei den angewandten massenspektrometrischen Methoden für 
jeden Analyten ein Quantifizierungs- und ein Bestätigungs-Ionenübergang (ein Vorläufer-Ion 
mit zwei Produkt-Ionen) aufgezeichnet. Der Ionenpaar-Quotient aus beiden Übergängen ist 
ein analytspezifischer Parameter wie die Retentionszeit und kann nach Vergleich von Posi-
tivbefunden mit aus Kalibrationen (in reinem Lösemittel) gewonnenen Daten als weitere Be 
stätigung eingesetzt werden. 
 
In einem Tandem-Massenspektrometer entstehen die aufgezeichneten Ionenübergänge 
durch kollisionsinduzierte Fragmentierung. Die absolute Intensität eines Analyten ist von dem 
Gasdruck in der Kollisionszelle (hier Linac®-Zelle), der Geometrie der Kollisionszelle und der 
Aufenthaltszeit in der Zelle abhängig. Aus diesen gerätespezifisch bedingten Gründen kann 
die Fragmentierung der Analyten leichten Schwankungen unterliegen. Somit ist das Ionen-
Verhältnis für jeden Analyten für jedes Gerät (auch bei gleichen Geräten) zu bestimmen und 
sollte für jede Messung ermittelt werden, um diesen Parameter optimal zu nutzen. 
 
Die aus den Kalibrationsstandards über einen Konzentrationsbereich von 103 ermittelten 
Verhältnisse wurden statistisch ausgewertet und Daten aus Wiederfindungsuntersuchungen 
gegenübergestellt, wie in Tab. 62 dargestellt. 
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Tab. 62: Verhältnis zwischen Quantifizierungs- und Bestätigungs-Ionenübergang für Kalibrationsdaten 
und Wiederfindungsuntersuchungen 

Kalibrationsdaten (n = 9) Wiederfindung (n = 3)  
Mittelwert STABW Mittelwert STABW 

ZEA 0,30 8 0,29 7 
DON 0,25 4 0,28 4 
Fus X 0,58 2 0,56 5 
15-AcDON 0,85 3 0,80 6 
3-AcDON 0,013 10 0,010 11 
VOL 1,80 16 1,71 7 
DAS 0,50 12 0,52 9 
3-α-AcDAS 3,11 3 3,18 3 
HT-2 Toxin 3,16 13 2,90 4 
T-2 Toxin 1,12 10 1,16 3 

 
Werden die berechneten Ionen-Verhältnisse (Tab. 62) zwischen den Kalibrationsdaten und 
den Daten aus den Wiederfindungsuntersuchungen verglichen, so ist festzustellen, dass die 
Abweichung der jeweiligen Mittelwerte zwischen 2 % (3-α-AcDAS ) bis 23 % (3-AcDON) lag. 
Innerhalb einer Datenreihe wurden Standardabweichungen von 2 - 16 % (Kalibrierungsda-
ten) bzw. 3 - 11 % (Daten aus Wiederfindungsuntersuchungen) ermittelt. Diese Daten zei-
gen, dass positive Befunde durch dieses erweiterte Absicherungsverfahren zusätzlich bestä-
tigt werden können. Dieses analytspezifische Ionen-Verhältnis kann demnach als Leistungs-
kriterium in der Tandem-Massenspektrometrie eingesetzt werden und die Leistungskriterien 
bezüglich der Absicherung von massenspektrometrischen Analysen gemäß der Entschei-
dung der Kommission (2002/657/EG) ergänzen. 
 
 
6.14 Belastung der Lebensmittel mit Fusarientoxinen 

Neben der Entwicklung und Validierung neuer Analysenmethoden wurde ein beträchtlicher 
Teil an Marktproben im Rahmen dieser Arbeit analysiert. Ausgehend von insgesamt 
938 Lebensmittelproben wurden 809 auf DON und 722 auf ZEA untersucht. Dieser Proben-
umfang stellte einen Beitrag für den im Verbundforschungsvorhaben erzielten Gesamtpro-
benumfang von 5.212 Proben dar. Davon entfielen 4.965 auf DON und 4.826 auf ZEA. Das 
nachweisliche Vorkommen der Toxine wurde für DON mit 75 % und für ZEA mit 18 % Pro-
ben größer als die NWG bestimmt. Weiterhin verteilte sich der gesamte Probenumfang auf 
16,6 % ökologisch und 82,6 % konventionell angebaute Lebensmittel. 
 
Für DON waren demnach Getreide, Getreidemehle und -grieße, Biere, Teigwaren und 
Frühstückszerealien Untersuchungsschwerpunkte. Für Zearalenon wurden schwerpunktmä-
ßig Getreidemehle und -grieße (hauptsächlich Maisprodukte), pflanzliche Speiseöle sowie 
Säuglings- und Kleinkindernahrung untersucht. Die Auswertung der Gesamtdaten erfolgte 
auf Grundlage des ZEBS-Warencodes (Version 1.03 vom 05.07.2001). Eine ausführliche 
Darstellung der Gesamtergebnisse wurde im Abschlussbericht des Verbundforschungsvor-
habens 00HS 055 dargestellt. Ausgehend von diesen Einteilungen werden im Folgenden die 
im Rahmen dieser Arbeit hauptsächlich untersuchten Lebensmittelgruppen diskutiert. 
 
 
6.14.1 DON-Belastung von verschiedenen Lebensmittelgruppen 

Seit Februar 2004 gilt gemäß der Mykotoxin-Höchstmengenverordnung für DON in Getrei-
deerzeugnissen (Getreidekörner zum direkten Verzehr und verarbeitete Getreideerzeugnis-
se), ausgenommen Hartweizenerzeugnisse, eine Höchstmenge von 500 µg/kg, für Brot, 
Kleingebäck und Feine Backwaren eine Höchstmenge von 350 µg/kg und für Getreideer-
zeugnisse (Getreidekörner zum direkten Verzehr und verarbeitete Getreideerzeugnisse), die 
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zur Herstellung von diätetischen Lebensmitteln für Säuglinge oder Kleinkinder verwendet 
werden, eine Höchstmenge von 100 µg/kg.  
 
Bereits im SCOOP-Task 3.2.10 wurden für die einzelnen Getreidearten das Vorkommen und 
die Belastung von DON beschrieben. Elf EU-Mitgliedsstaaten lieferten für das Vorkommen 
und die Belastung von DON in Weizen und Weizenmehlen 6.358 Proben. Von diesen lagen 
61 % oberhalb der Nachweisgrenze und wiesen eine Spannweite in einem Bereich von 2 bis 
5000 µg/kg auf. Die gewichteten Mittelwerte der einzelnen Mitgliedsstaaten reichten von 
8 µg/kg (Belgien) bis 1.427 µg/kg (Schweden). Von 520 untersuchten Maisprodukten lagen 
89 % oberhalb der Nachweisgrenze. Die dabei nachgewiesenen Mittelwerte lagen zwischen 
19 bis 1.056 µg/kg. 
 
 
6.14.2 DON-Belastung von Bier 

MOLTO ET AL. (2000) untersuchten 50 Biere mittels GC-ECD auf den Gehalt an DON, NIV, 
3-AcDON, 15-AcDON, NEO und DAS. Dabei wurde in 44 % der Proben DON nachgewiesen. 
Hiervon waren 18 % der Proben mit mehr als 20 ng DON/mL Bier kontaminiert. Die Spann-
weite der positiven Proben lag bei 4 ng/mL bis 221 ng/mL. Weitere Trichothecene konnten 
nicht nachgewiesen werden.  
 
RUPRICH und OSTRY (1995) untersuchten 77 handelsübliche Bierproben mittels ELISA. In 
23 % der Bierproben wurde kein DON nachgewiesen (LOD = 6 µg DON/L Bier). Die anderen 
Proben enthielten Konzentrationen im Bereich von 7 µg/L bis 70 µg/L. Der Median wurde zu 
12,6 µg/L bestimmt.  
 
Abb. 58: DON-Belastung in Bieren 
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Das Vorkommen von DON in 797 untersuchten Bieren lag bei 77 % (größer als die NWG). 
Werden die in Abb. 58 dargestellten DON-Konzentrationen (Median bei 6 µg/L bis 9 µg/L) mit 
den Untersuchungen von MOLTO ET AL. (2000) verglichen, so wird deutlich, dass die einge-
setzten analytischen Verfahren und damit die Nachweisgrenzen einen wichtigen Einfluss bei 
der  Expositionsabschätzung darstellten. Auch konnten die dort beschriebenen Konzentrati-
onen von 221 ng/mL in den hier vorliegenden Untersuchungen nicht bestätigt werden. Hin-
gegen sind die Ergebnisse von RUPRICH UND OSTRY (1995) mit den hier vorliegenden Befun-
den vergleichbar. So fanden die Autoren ebenfalls eine Inzidenz von 77 %. Der Median lag 

n: 733 484 150 
n positiv: 608 383 132 
 % positiv: 83 79 88 
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allerdings bei 12,6 µg/L, was gleichermaßen auf eine für diesen Konzentrationsbereich rela-
tiv hohe Nachweisgrenze von 6 µg DON/L Bier zurückzuführen war.  
 
 
6.14.3 DON-Belastung von Getreide- und Getreideprodukten 

RASMUSSEN ET AL. (2003) untersuchten dänische Getreide und Getreideprodukte. In den 
Jahren 1998 bis 2001 wurden 190 Proben auf DON, NIV, T-2 Toxin und HT-2 Toxin in Wei-
zen, Durum-Weizen und Roggen untersucht. Für DON wurde eine Inzidenz von 78 % über 
diese Jahre festgestellt. Die größten DON-Konzentrationen wurden in Weizen und Roggen 
aus dem Erntejahr 1998 festgestellt. Für DON wurde eine mittlere Belastung von 191 µg/kg 
in Weizen und 99 µg/kg in Roggen ermittelt. Für Durum-Weizen wurde über den gesamten 
Zeitraum die höchste DON-Konzentration mit einem Mittelwert und Median von über 
1100 µg/kg nachgewiesen. Dabei lagen 70 % der untersuchten Durum-Weizen-Proben ober-
halb von 500 µg/kg. 
 
LORI ET AL. (2003) untersuchten Durum-Weizen-Proben aus Argentinien in zwei aufeinander 
folgenden Erntejahren. Im ersten Erntejahr zeigten von 40 untersuchten Proben 55 % eine 
DON-Kontamination und 10 % lagen oberhalb von 2000 µg/kg (Richtlinien der USA und Ka-
nada). Im zweiten Erntejahr wurde in 47 von 60 (78 %) untersuchten Proben DON nachge-
wiesen. 31 % dieser Proben zeigten Konzentrationen über 2000 µg/kg. 
 
MANTHEY ET AL. (2004) untersuchten die Durum-Weizen-Ernte 2001. Dabei wurden DON-
Konzentrationen in einem Bereich von der NWG bis 23 µg/g bestimmt. 
 
CIRILLO ET AL. (2003) untersuchten das Vorkommen von DON im italienischen Einzelhandel. 
Von 202 untersuchten Proben (Brot, Teigwaren, Frühstückszerealien, Biskuit, Säuglings- und 
Kleinkindernahrung) wiesen 84 % eine DON-Kontamination auf. Die Konzentrationen reich-
ten von 7 bis 930 µg/kg bei einem Median von 65 µg/kg. Weiterhin wurde in vielen Säug-
lings- und Kleinkindernahrungsproben eine DON-Konzentration von 7 bis 16,6 µg/kg be-
stimmt. 
 
Abb. 59: DON-Belastung in verschiedenem Getreide 
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n: 22 101 23 19 12 
n positiv: 22 65 12 8 7 
% positiv:  100 64 52 42 58 
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Weitere Getreidekörner wie Buchweizen, Gerste, Reis, Dinkel und Hirse weisen ebenfalls 
sehr geringe Belastungen auf. Insgesamt besitzt die Produktgruppe Getreidekörner eine In-
zidenz von 49 %. In Abb. 59 wird deutlich, dass die Durum-Hartweizen-Körner sowohl im 
Mittelwert als auch im Median eine Belastung von über 500 µg/kg aufweisen. Diese Produkt-
gruppe ist in der Mykotoxin-Höchstmengenverordnung ausgenommen. 
 
Abb. 60: DON-Belastung in verschiedenen Getreidemehlen und -grießen 
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n: 151 55 336 78 34 13 66 46 
n positiv: 125 44 302 51 30 11 44 29 
% positiv: 83 80 90 65 88 85 67 63 

 
Auch in Abb. 60 wird abermals die besondere Stellung der Produktgruppe Hartweizen deut-
lich. Dabei weist diese Produktgruppe im Median eine doppelt so hohe Belastung auf wie die 
weiteren aufgeführten Produktgruppen. Wird der Hartweizengrieß mit den in Abb. 59 aufge-
führten Hartweizenkörnern direkt verglichen, so wird ersichtlich, dass die durchgeführten 
Getreidereinigungschritte (Schwarz- und Weißreinigung) eine offensichtliche Reduzierung 
der DON-Kontamination um den Faktor 2 bewirken.  
 
In Bezug auf beide Produktgruppen Getreidekörner und Getreidemehle und -grieße wurde 
deutlich, dass die Höchstmenge von 500 µg/kg nur im 90sten Perzentil von Maismehl über-
schritten wurde. Dies bedeutet, dass ca. 10 % der untersuchten Maismehle eine DON-
Konzentration oberhalb von 500 µg/kg aufweisen.  
 
SCHOLLENBERGER ET AL. (1999) untersuchten 237 Getreideprodukte wie Brot, Teigwaren, 
Frühstückszerealien und Säuglings- und Kleinkindernahrung in den ersten sechs Monaten 
des Jahres 1998. Dabei wurde eine Inzidenz für DON von 71 %, HT-2 Toxin von 18 %, T-2 
Toxin von 4 %, für 3-AcDON und 15-AcDON zu je 4 %, und zu 2 % bestimmt bei einer mittle-
ren Belastung von 103, 16, 14, 17, 24 und 109 µg/kg der positiven Proben. 
 
SCHOLLENBERGER ET AL. (2002) untersuchten Weizenmehlproben von Getreidemühlen und 
aus dem Einzelhandel. Die Untersuchungen von DON, NIV, 3- und 15-AcDON, HT-2 Toxin, 
T-2 Toxin und FusX wurden sowohl in Vollkorngetreidemehl als auch in Weißmehl durchge-
führt. In allen untersuchten Mehltypen wurde DON als das am häufigsten auftretende Toxin 
nachgewiesen. Bei der Gruppe der Frühstückzerealien ist die Trichothecen-Belastung über-
aus abhängig von der eingesetzten Getreideart und deren Verarbeitungsprozess.  
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Abb. 61: DON-Belastung in Zerealien 
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Die in Abb. 61 dargestellten Produkte weisen eine Median-Belastung von 23 µg/kg bis 
34 µg/kg auf. Auch die 90sten Perzentilen liegen deutlich unter der Höchstmenge von 
500 µg/kg. 
 
 
6.14.4 DON-Belastung von Teigwaren 

BOCKHORN ET AL. (2001) untersuchten 29 Teigwaren auf deren DON-Gehalt. Dabei lagen 
90 % der Proben unter 500 µg/kg. Weiterhin wurde der DON-Verlust während des Kochpro-
zesses untersucht. In diesen Untersuchungen wurde eine 60 - 80 %ige DON-Verringerung in 
der fertig zubereiteten Angebotsform bestimmt.  
 
VISCONTI ET AL. (2004) untersuchten die DON-Veränderung in Durum-Weizen während des 
Herstellungs- und Verarbeitungsprozesses von Spaghetti. Dazu wurde natürlich kontaminier-
ter Durum-Weizen mit Konzentrationen von 0,3 bis 13,1 µg/g verwendet. Im Verlauf der ge-
nannten Prozesse wurde eine fortlaufende DON-Reduktion beobachtet. In Bezug auf den 
nicht gereinigten Weizen pendelt sich das Mittel von DON bei 77 % in gereinigten Weizen, 
37 % in Grieß, 33 % in Spaghetti und 20 % in gekochten Spaghetti ein. Weiterhin wurde be-
obachtet, dass eine erhöhte DON-Verteilung in das Kochwasser bei einem höheren „Wasser 
zu Spaghetti-Verhältnis“ stattfand. Bezüglich der Belastungssituation von Nudeln des deut-
schen Marktes legten MAJERUS ET. AL. (2002) in einer Pilotstudie erste Ergebnisse vor. Sie 
berichteten, dass bei 44 Proben 64 % nachweislich mit DON belastet waren. Bei den Nudeln 
lag die mittlere Belastung bei 472 µg/kg DON, bei einem Median von 297 µg/kg und einem 
Maximum bei 3.020 µg/kg. 
 

n: 120 20 74 156 
n positiv: 72 11 50 118 
% positiv : 60 55 68 76 

______Linear (Höchstmenge) 
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Abb. 62: DON-Belastung in verschiedenen Teigwaren 
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Die Gruppe der Teigwaren stellt im Rahmen des Verbundforschungsvorhabens eine beson-
dere Produktgruppe dar, da diese nicht in der verzehrsfertigen Angebotsform (im gekochten 
Zustand) untersucht wurden.  
 
Von insgesamt 554 untersuchten Teigwaren lagen 86 % oberhalb der NWG bei einem Medi-
an von 164 µg/kg. Aus Abb. 62 wird deutlich, dass die vorgebrühten Teigwaren im Vergleich 
zu den Teigwaren und Vollkornteigwaren im Median eine zwei- bis dreifach geringere DON-
Belastung zeigten. Diese Tatsache bestätigen die Ergebnisse von BOCKHORN ET AL. (2001) 
und VISCONTI ET AL. (2004).  
 
 
6.15 Abschätzung der DON-Aufnahme durch den deutschen Verbraucher 

LINDTER ET AL. (2005) errechneten auf Grundlagen der im Verbundforschungsvorhaben er-
hobenen DON-Gehalte in Lebensmitteln eine verteilungsbasierte Expositionsabschätzung 
der Aufnahme von DON durch den deutschen Verbraucher. Damit ließen sich aus der Expo-
sitionsschätzung auch Ansätze zur Risikokommunikation und Optionen für ein Risikomana-
gement ableiten. 
 
Methodik 
Für die Modellierung der Aufnahmeabschätzung wurde das Produkt aus Verzehrsmenge und 
Konzentration der Fusarientoxine im Lebensmittel gebildet und auf das Körpergewicht bezo-
gen. Die Resorptionsrate wurde dabei mit 100 % angesetzt, was einem Worst-Case-Ansatz 
für diesen Parameter entsprach. Die Parameter „Verzehrsmenge“ und „Konzentration“ wur-
den dabei auf die entsprechenden Lebensmittelkategorien definiert. Für jede Lebensmittelka-
tegorie wurde eine Verteilung der Verzehrsdaten und der Kontaminationsdaten simuliert und 
mit Hilfe des Programmes @Risk für Excel miteinander verknüpft. Die Verzehrsmenge wurde 
als mittlere lebenslange Aufnahmemenge modelliert. Dies bedeutet, dass die intraindividuelle 
Variabilität über Wochentage, saisonale Schwankungen u. a. nicht berücksichtigt und auf 
individueller Ebene der Mittelwert über alle Protokolltage inklusive Nichtverzehrstage gebildet 
wurde. 
 
Das Körpergewicht wurde nicht als separater dritter Parameter in die Simulation einbezogen, 
sondern auf individueller Ebene mit den Verzehrsmengen verknüpft.  

n: 554 40 12 12 
n positiv: 475 32 5 11 
% positiv:  86 80 42 92 
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Verzehrsdaten 
Für die Ermittlung der Verzehrsmengen wurde auf die Daten der Nationalen Verzehrsstudie 
(NVS) zurückgegriffen. Mit der Erhebungsmethode eines 7-Tage-Wiegeprotokolls steht ein 
geeignetes Instrument zur Verfügung, um langfristige Expositionen zu berechnen. Aufgrund 
der betrachteten Lebensmittelgruppen ist der Effekt von seltener als einmal pro Woche ver-
zehrten Lebensmitteln als gering einzustufen. 
 
Körpergewicht und soziodemografische Merkmale 
Angaben über das Körpergewicht wurden ebenfalls der NVS entnommen und auf individuel-
ler Ebene mit den Verzehrsmengen in Beziehung gesetzt. Aufgrund der Stichprobengröße 
der NVS von 23.209 Befragten wurde von einer repräsentativen Verteilung hinsichtlich des 
Körpergewichtes in der Stichprobe für die deutsche Bevölkerung ausgegangen. Die Mediane 
und die 95sten Perzentile der jeweiligen Bevölkerungsgruppen hinsichtlich des Alters sind in 
Abb. 63 dargestellt. 
 
Aus Abb. 63 wird zunächst eine altersbezogene DON-Aufnahme innerhalb der verschiede-
nen Altersgruppen deutlich. Hier wird evident, dass der Durchschnittsverbraucher in keiner 
der betrachteten Altersgruppen den TDI von 1 µg/kg KG und Tag überschreitet, wohingegen 
in nahezu allen Untergruppen und der Gesamtbevölkerung mehr als 5 % der Bevölkerung 
den TDI überschreiten.  
 
Diese, aus dem Verbundforschungsvorhaben erhaltene Risikoabschätzung unterstreicht so-
mit die eingangs diskutierten Daten von PIETERS ET AL. (2002), ERIKSEN (1998) und der JEC-
FA (2001). Aus dem SCOOP-Task 3.2.10 ging in Bezug auf einen TDI von 1 µg/kg KG her-
vor, dass bei einer mittleren, nahrungsbedingten Aufnahme von DON in den unterschied-
lichsten Bevölkerungsgruppen die Exposition unterhalb des TDI´s lag. Die Gruppe der Säug-
linge und Kleinkinder stellt eine Ausnahme dar, da hier der TDI nahezu ausgeschöpft wurde.  
 
Bei den DON-Hochverzehrern (95stes Perzentil) wird bei der Gruppe der Kleinkinder der TDI 
überschritten. Für die Gruppe der 13- bis 18-jährigen liegt die Aufnahme im Bereich des 
TDI’s. PIETERS ET AL. (2002; 2004) diskutieren ebenfalls auf dieser Grundlage eine erhöhte 
Exposition von Kleinkindern an DON zwischen 1 und 4 Jahren. Dabei überschritten 80 % der 
Einjährigen den einfachen tTDI und 20 % davon den zweifachen TDI. Die Aufnahme des 
95 %sten Perzentils der Einjährigen beträgt dabei 3 µg/kg KG. In dieser Abschätzung stellt 
Brot sowohl für diese Gruppe als auch für Erwachsene den größten Beitrag der täglichen 
Aufnahme. 
 
In den skandinavischen Ländern wurde die Aufnahme von DON durch Getreide in einem 
Bereich von 0,3 bis 0,5 µg/kg KG/Tag abgeschätzt. Für Verbraucher mit einer erhöhten Ver-
zehrsmenge wurde der doppelte Bereich eingeräumt. Für die mittlere Bieraufnahme wurde 
ein Bereich von 0,1 bis 0,2 µg/kg KG/Tag abgeschätzt. Aufgrund dieser Beurteilung war eine 
Überschreitung des vorgeschlagenen tTDI´s durch Konsumenten mit erhöhtem Verzehr an 
Getreide, Getreideprodukten und Bier möglich.   
 
Die JECFA (2000) berechnete unter Berücksichtigung der GEMS/European Food regional 
diets Daten für DON eine Gesamtaufnahme von 1,4 µg/kg KG/Tag. Die wichtigste Aufnah-
mequelle für die DON-Belastung stellte dabei Weizen dar. In dem bereits genannten Report 
(Safety evaluation of certain mycotoxins in food) wurden weitere Risikoabschätzungen zur 
nahrungsbedingten Aufnahme von DON aus Argentinien, Schweden, Norwegen, Großbri-
tannien und den USA dargelegt. Aus diesen Daten wurde deutlich, dass Säuglinge und 
Kleinkinder (1,5 bis 12 Jahren) die Personengruppe mit den höchsten DON-Belastungen 
darstellten.  
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Abb. 63: Aufnahmemenge von DON durch den deutschen Verbraucher 
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6.16 ZEA-Belastung von Lebensmitteln 

Seit Februar 2004 gilt gemäß der Mykotoxin-Höchstmengenverordnung für ZEA in Getreide- 
und Getreideerzeugnissen (Getreidekörner zum direkten Verzehr und verarbeitete Getreide-
erzeugnisse) eine Höchstmenge von 50 µg/kg und für Getreideerzeugnisse (Getreidekörner 
zum direkten Verzehr und verarbeitete Getreideerzeugnisse), die zur Herstellung von diäteti-
schen Lebensmitteln für Säuglinge oder Kleinkinder dienen, eine Höchstmenge von 
20 µg/kg. 
 
Im SCOOP-Task 3.2.10 wurden 5.018 Stichproben auf ZEA untersucht. Von diesen lagen 
1.594 oberhalb der Nachweisgrenze (32 % positiv). Beispielhaft sind im Folgenden Daten für 
Mais, Hafer und daraus hergestellten Produkten dargestellt und diskutiert. Sieben Länder 
lieferten Daten über Maisprodukte mit einer analysierten Gesamtzahl von 1.265 Proben. Von 
824 untersuchten Maiskörnern lagen 79 % oberhalb der Nachweisgrenze und die Mittelwerte 
erstreckten sich von 5,2 µg/kg (Österreich) bis zu 627 µg/kg (Italien). Unterschiedliche Mais-
Fraktionen wie Maiskleber, Maisstärke, Maismehl und Maisgrieß lieferten mittlere Konzentra-
tionen von 0,83 µg/kg (Frankreich) bis zu 1.328 µg/kg (Italien). Cornflakes, Polenta, Mais-
brot, Popcorn und süßer Mais wurden zur Produktgruppe der auf Mais basierenden Lebens-
mittel zusammengefasst. Für diese lieferten vier Länder Daten. Von 246 Stichproben waren 
53 % positiv, bei einem Mittelwert zwischen 0,83 µg/kg (Frankreich) und 26,8 µg/kg (Verei-
nigtes Königreich). Somit waren Mais und Maisprodukte die Lebensmittel mit der höchsten 
ZEA-Inzidenz und -Belastung. Vier europäische Länder lieferten Daten über das Vorkommen 
und die Belastungssituation von ZEA in Hafer und Haferprodukten. Von insgesamt 377 un-
tersuchten Produkten lagen 20 % oberhalb der Nachweisgrenze. Die resultierten Mittelwerte 
reichten von 1,4 µg/kg (Norwegen) bis zu 640 µg/kg (Finnland).  
 
Im Rahmen des Verbundforschungsvorhabens wurden vergleichsweise geringe positive 
ZEA-Befunde festgestellt. Dies geht aus dem Abschlussbericht des Verbundforschungsvor-
habens 00 HS055 hervor. 
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6.16.1 ZEA-Belastung von Getreideprodukten 

In Abb. 64 ist die Zearalenon-Belastung der untersuchten Getreidemehle dargestellt. 
 
Abb. 64: ZEA-Belastung in Getreidemehl 
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n: 66 334 76 46 32 148 77 
n positiv: 28 95 57 11 1 12 37 
% positiv:  42 28 75 24 3 8 48 

 
Aus Abb. 64 wird deutlich, dass lediglich Maismehl mit einer Inzidenz von 75 % und einem 
90sten Perzentil von 46 µg/kg gegenüber den anderen aufgeführten Getreidemehlen auffällig 
war. Die Höchstmenge von 20 µg/kg wird im Median und 90sten Perzentil in allen relevanten 
Lebensmittelgruppen nicht überschritten. Diese Ergebnisse bezüglich Maismehl- und -grieß 
decken sich mit den Untersuchungen von USLEBER ET AL. (1998). Bei dieser zwar nicht re-
präsentativen Studie waren bei 10 Proben 80 % ZEA positiv, wobei aber die Belastungen im 
Mittel von 530 µg/kg sehr viel höher lagen. SCUDAMORE (2004) berichtete bei einer Untersu-
chung von Zearalenon in Handelsprodukten des Marktes in Großbritannien von einer Inzi-
denz von 3 % bei Mehlen (Spannweite 8,7 - 23,4 µg/kg) und bei Maisgrieße von 25 % (Po-
lentagrieße, Spannweite 19,5 - 99,0 µg/kg ZEA). 
 
 
6.16.2 ZEA-Belastung von pflanzlichen Speiseölen 

Berichten von LAUREN UND RINGROSE (1997) und BENNETT UND ANDERSON (1978) zufolge, 
konnten deutliche Mengen an ZEA nach der Nassvermahlung von Mais innerhalb der resul-
tierenden Keimlings-Fraktion nachgewiesen werden. In weiterführenden Untersuchungen 
produzierten LAUREN UND RINGROSE (1997) ausgehend von der Keimlings-Fraktion Mais-
keimöl und bestimmten eine zwei- bis dreifach höhere ZEA-Konzentration als im Rohstoff 
Mais. Weiterführende Daten über die Belastung und das Vorkommen von ZEA in pflanzli-
chen Speiseölen waren bislang nicht belegt.  
 
Durch die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten konnte erstmals die Belastungssituati-
on von ZEA in pflanzlichen Speiseölen (Abb. 65) ermittelt werden.  
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Abb. 65: ZEA-Belastung in pflanzlichen Speiseölen 
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Hinsichtlich der ZEA-Belastung in pflanzlichen Ölen ergab sich ein deutlicher Befund. Dabei 
lagen 96 % der Maiskeimöle, 73 % der Sojaöle und 92 % der Weizenkeimöle oberhalb der 
NWG. Besondere Auffälligkeit zeigte die Gruppe der Maiskeimöle. Hier lag der Median mit 
46 µg/kg sehr nahe an der ZEA-Höchstmenge von 50 µg/kg. Somit überschritten annähernd 
50 % der untersuchten Maiskeimöle diese Höchstmenge. Das 90ste Perzentil von 691 µg/kg 
verdeutlicht, dass in einzelnen Maiskeimölen sehr hohe ZEA-Belastungen vorlagen. Diese 
konnten den ökologisch hergestellten Maiskeimölen zugeordnet werden. Weitere pflanzliche 
Speiseöle wie Sonnenblumenöl zeigten keine Belstung mit Zearalenon.  
Aus dem Scoop-Task 3.2.10 geht weiterhin hervor, dass das französische Gesundheitsmi-
nisterium (CSHPF) im Jahr 1999 eine Empfehlung für ZEA in pflanzlichen Speiseölen mit 
einer Höchstmenge von 200 µg/kg aussprach. Das CSHPF empfahl, weitere Daten zu erfas-
sen, um ein mögliches Risiko genauer abschätzen zu können.  
 
Ausgehend von dieser Empfehlung von 200 µg/kg konnte festgestellt werden, dass 25 % 
(75stes Perzentil) der untersuchten Maiskeimöle oberhalb dieser Konzentration lagen. 
 
 
6.16.3 ZEA-Belastung von Säuglings- und Kleinkindernahrung 

LOMBAERT ET AL. (2003) untersuchten 363 Säuglings- und Kleinkindernahrungsproben auf 
Getreidebasis. Die Stichproben schlossen Getreide wie Hafer, Gerste, Soja und Reis, Ge-
treidemischungen für die Säuglingsernährung, Kekse und Fertiggerichte ein. Dabei wurden 
die Mykotoxine DON, NIV, HT-2 Toxin, ZEA, OTA, Fumonisine B1 und B2 und fünf Mutter-
kornalkaloide analysiert. Auf Sojabasis hergestellte Getreideerzeugnisse (diese enthalten in 
der Regel Mais) besaßen die höchsten Inzidenzen von DON (100 %), ZEA (46 %) und Fu-
monisinen (75 %). Insgesamt wurde DON in 63 % aller analysierten Proben (einschließlich 
maishaltiger Produkte) gefunden. Diese Untersuchungsergebnisse demonstrieren das ubi-
quitäre Vorkommen von synchron auftretenden Mykotoxinen in getreidebasierter Säuglings- 
und Kleinkindernahrung. 
 
CIRILLO ET AL. (2003) beschrieben ein erhöhtes Vorkommen von DON in Säuglings- und 
Kleinkindernahrung in einem  Konzentrationsbereich von 0,007 - 0,166 µg/kg.  

n: 49 22 13 9 
n positiv: 47 16 12 0 
% positiv: 96 73 92 0 
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SCHOLLENBERGER ET AL. (1998) untersuchten 237 handelsübliche Getreideprodukte auf den 
Gehalt an Trichothecenen (DON, 3- AcDON und 15-AcDON, NIV, FusX, T-2 Toxin und HT-2 
Toxin) mittels GC-MS, unter anderem auch in Säuglings- und Kleinkindernahrung. Dabei 
wurden das geringste Vorkommen und die niedrigsten Konzentrationen in Säuglings- und 
Kleinkindernahrung festgestellt. ZEA, α-ZOL, und β-ZOL wurden in keiner der untersuchten 
Säuglings- und Kleinkindernahrung nachgewiesen.  
 
Abb. 66: ZEA-Belastung von Säuglings- und Kleinkindernahrung bezogen auf die handelsübliche Ange-
botsform 
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Aus Abb. 66 wird deutlich, dass im Vergleich zu 58 % positiven Fertigmenü-Proben die wei-
teren untersuchten Säuglins- und Kleinkindernahrungen mit einer Inzidenz von 2 % bzw. mit 
7 % deutlich geringer ausfallen.  
 
Abb. 67: ZEA-Belastung von Säuglings- und Kleinkindernahrung bezogen auf die Trockenmasse 
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Für eine einheitliche Darstellung der Ergebnisse für Säuglings- und Kleinkindernahrung wur-
den diese Datensätze auf die jeweilige Trockenmasse gemäß SANCO/0023/2004 – rev. 1 
bezogen. Den Fertigmenüs wurde ein Trockenmassen-Faktor von 5 (mittlere Trockenmasse 
in Gläschenware 20 %) zugrunde gelegt. Somit kann neben der festgestellten erhöhten Inzi-
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denz von 58 % weiterhin ein deutlich höherer Median von 7 µg/kg und 90stes Perzentil von 
18 µg/kg festgestellt werden.  
 
 
6.17 Nivalenol-Belastung von Lebensmitteln 

Die ASE-Multi-Trichothecen-Methode lieferte für 76 untersuchte 61 positive Proben oberhalb 
der Nachweisgrenze. Die resultierenden deskriptiv-statistischen Lagemaße sind in Tab. 63 
zusammengefasst.  
 
Tab. 63: NIV-Belastung der untersuchten Getreideprodukte (n = 76) 

 NIV  
[µg/kg] 

Mittelwert 19,2 
Median 3,7 
90stes Perzentil 41,8 
Max 374,8 

 
Im Vergleich zu DON wurde ein relativ geringes Belastungsniveau der untersuchten Le-
bensmittel für NIV bei einem Median von 3,7 µg/kg festgestellt. Ein NIV-Vorkommen von 
80 % bei 76 untersuchten Getreideprodukten weist jedoch eine Analogie zu der Inzidenz von 
DON auf. 
 
Im bereits erwähnten Scoop-Task 3.2.10 wurden 4.166 Proben auf NIV untersucht. Davon 
lagen 16 % oberhalb der Nachweisgrenze. Von 2.166 Weizenproben lagen 303 (14 %) ober-
halb der Nachweisgrenze. Diese Daten wurden von sieben Mitgliedsstaaten geliefert. Die 
Mittelwerte reichten von 1,7 µg/kg (Vereinigtes Königreich) bis 199 µg/kg (Finnland) bei ei-
nem gewichteten Mittelwert von 24 µg/kg. Vier Mitgliedsstaaten lieferten einen Umfang von 
insgesamt 545 Haferproben. Davon lagen 21 % der untersuchten Haferprodukte über der 
Nachweisgrenze. Die Mittelwerte reichten von 10 µg/kg (Schweden und Norwegen) bis zu 
197,2 µg/kg (Österreich). Der gewichtete Mittelwert lag hier bei 56 µg/kg. 
 
6.18 T-2 Toxin- und HT-2 Toxin-Belastung von Lebensmitteln 

Für die Bewertung der Typ A Trichothecene T-2 Toxin und HT-2 Toxin wurden die Toxinkon-
zentrationen aus der ASE-Multi-Trichothecen-Methode für stärke- und faserbasierende Ge-
treideprodukte und der GPC-Methode für lipidreiche Getreideprodukte herangezogen. Die 
Abb. 68 und Abb. 69 veranschaulichen die T-2 Toxin-Belastung der untersuchten Proben. 
 
Wie aus den Abb. 68 und Abb. 69 hervorgeht, sind die eher unpolaren Typ A Trichothecene 
T-2 Toxin und HT-2 Toxin auch in pflanzlichen Speiseölen quantifizierbar. Hier waren vor 
allem die Hanföle besonders in den Blickpunkt einer Toxinbelastung geraten. Allerdings dürf-
te diese Produktgruppe hinsichtlich einer Expositionsabschätzung von Typ A Trichothecen 
eher als gering einzustufen sein. 
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Abb. 68: T-2 Toxin-Belastung ausgewählter Lebensmittelgruppen 
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Abb. 69: HT-2 Toxin-Belastung ausgewählter Lebensmittelgruppen 
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Einen zusammenfassenden Überblick der deskriptiv statistischen Daten bezüglich der T-2 
Toxin- und HT-2 Toxin-Belastung der 115 untersuchten Proben zeigt Tab. 64. 
 
Tab. 64: T-2 Toxin- und HT-2 Toxin-Belastung der untersuchten Getreideprodukte (n = 115) 

 HT-2 Toxin  
[µg/kg] 

T-2 Toxin  
[µg/kg] 

n > NWG 54 34 
% positiv 47 30 
Mittelwert 2,7 1,3 
Median 0,5 0,5 
Maximalwert 20,4 18,9 
90stes Perzentil 7,3 2,6 

 
Die genannten Toxine wiesen in Haferflocken den höchsten Median auf, zeigten aber eben-
falls für T-2 Toxin mit einem Median von 5,1 µg/kg in der Produktgruppe Teigwaren die be-
sondere Stellung von Hartweizen. Sowohl der SCOOP-Task 3.2.10 als auch die JECFA be-
stätigen das vermehrte Vorkommen dieser Toxine in Haferprodukten. Werden die untersuch-
ten Proben betrachtet, so liegt der Median bei 0,5 µg/kg (halbe Nachweisgrenze). Daraus 
wird ersichtlich, dass die zu bestimmenden Konzentrationen im unteren µg/kg-Bereich lie-
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gen. Somit muss für eine abschließende Risikobewertung eine Analytik mit möglichst niedri-
gen Nachweisgrenzen (hier 1 µg/kg) entwickelt werden.  
 
Im SCOOP-Task 3.2.10 wurde darauf hingewiesen, dass die übermittelten Belastungsdaten 
der Lebensmittel aus nicht ausreichend empfindlichen Methoden (Nachweisgrenzen im Be-
reich von 10 bis 30 µg/kg) stammten. Die Anzahl der Proben, die oberhalb der Nachweis-
grenze lagen, betrug ca. 20 %. Somit war die Berechnungsgrundlage für eine Risikoabschät-
zung stark von der Methode bzw. Nachweisgrenze abhängig. 
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7 Schlussfolgerung und Ausblick 

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit lag in der Erarbeitung und Etablierung von geeigne-
ten Analysen-Methoden für Typ A und Typ B Trichothecene bzw. Zearalenon und dessen 
Derivate in unterschiedlichen Matrizes. Darüber hinaus sollten diese validierten Methoden 
zur Ermittlung von einzelnen Belastungsdaten der unterschiedlichen Lebensmittelgruppen 
herangezogen werden. 
  
In der Mykotoxinanalytik stellen die Probennahme und die Inhomogenität der Labor-
Teilprobe einen großen Fehleranteil dar. Durch falsche Probennahme oder durch die Ent-
nahme inhomogener und nicht repräsentativer Labor-Teilproben können Fehler von 50-
200 % auftreten. Die für die analytische Bestimmung notwendige Labor-Teilprobe muss 
demnach eine größtmögliche Homogenität aufweisen, um diesen Fehler gering zu halten. 
Infolgedessen nahmen die ersten Untersuchungen Bezug auf die Verteilung der Partikelgrö-
ßen der zerkleinerten und homogenisierten Labor-Teilproben. Dabei konnte bei den durchge-
führten Siebuntersuchungen zusammenfassend belegt werden, dass nach Vermahlung mit-
tels Zentrifugalmühle durch ein Distanz-Ringsieb mit einer Lochweite von 1.000 µm eine zu-
friedenstellende Homogenität erreicht wurde. Dies konnte durch die Untersuchung anhand 
unterschiedlicher Matrizes wie Vollkorn-Teigwaren und Maisgrieß belegt werden.  
 
In der modernen Mykotoxinanalytik werden häufig immunologische Verfahren angewandt. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurden die eingesetzten IAC-Säulen auf deren Fähigkeit der Ana-
lytspezifiät bzw. deren Fähigkeit, Kreuzreaktion mit weiteren strukturverwandten Verbindun-
gen einzugehen, getestet. Dafür wurden die zum Zeitpunkt dieser Arbeit kommerziell verfüg-
baren DON, T-2 Toxin und ZEA-IAC-Säulen herangezogen. Zum Zeitpunkt der Untersu-
chungen lagen von den Firmen Biopharm® und VICAM® DON-IAC-Säulen vor. Die in den 
jeweiligen Produktspezifikationen beschriebenen Wiederfindungen der entsprechenden  
Zielanalyten wurden in diesen Untersuchungen bestätigt. Die Kreuzreaktivitätsuntersuchun-
gen zeigten, dass die DON-IAC-Säulen aller Hersteller mit weiteren Typ B Trichothecenen 
keine zufriedenstellenden Ergebnisse lieferten. Die eingesetzten Biopharm® DON IAC-
Säulen zeigten eine deutliche Kreuzreaktiviät gegenüber dem DON Metabolit Deepoxy-
Deoxynivalenol (DOM-1). Somit bestand die Möglichkeit, diese Verbindung als Internen 
Standard für die Biopharm® IAC-Säulen gestützte DON-Analytik einzusetzen.  
 
Die T-2 Toxin IAC-Säulen der Fa. VICAM® zeigten für HT-2 Toxin und d3-T-2 Toxin zufrie-
denstellende Wiederfindungen. Somit konnte für diese Verbindungen die Kreuzreaktivität der 
eingesetzten Antikörper belegt werden. Weitere Typ A Trichothecene zeigten keine ausrei-
chenden Wiederfindungen. Demzufolge ermöglichten die VICAM® T-2 Toxin IAC-Säulen nur 
die gleichzeitige, selektive Aufreinigung von T-2 Toxin und HT-2 Toxin in einem Verfahrens-
schritt.   
 
Die ZEA-IAC-Säulen der Fa. VICAM®, RedRabbit® und Biopharm® zeigten für ZEA und die 
Gruppe der ZEA-Metabolite zufriedenstellende Wiederfindungen. Die Kreuzreaktivität der 
ZEA-IAC-Säulen wurde für die Einführung eines Internen Standards für die Bestimmung von 
ZEA in Konsummilch bzw. pflanzlichen Speiseölen genutzt.  
 
Die Validierung von analytischen Methoden in der Rückstands- und Spurenanalytik kann 
unter Zuhilfenahme von zertifizierten Referenzmaterialien (certified reference materials – 
CRM) oder hausintern validierten Vergleichsmaterialien durchgeführt werden. Im Zeitraum 
des Verbundforschungsvorhabens stand ein solches CRM bzw. Vergleichsmaterial für die 
genannten Fusarientoxine nicht zur Verfügung. Aufgrund dieser Tatsache wurden im Rah-
men dieser Arbeit Vergleichsmaterialien für DON und ZEA hergestellt. Dabei wurden der 
Belastungssituation entsprechende, analyttypische Matrizes ausgewählt. Für DON wurde 
eine Vollkorn-Hartweizengrieß-Teigware und für ZEA sogenannte Knusperflakes (extrudier-
tes Maisgrieß) herangezogen. Nachdem die Homogenität der Vergleichsmaterialien belegt 
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wurde, konnte über einen Zeitraum von 17 Monaten die Stabilität dieser Materialien kontrol-
liert und festgestellt werden. Weiterhin wurde eine externe Validierung der Vergleichsmateri-
alien durch die am Verbundforschungsvorhaben beteiligten Laboratorien durchgeführt. Der 
Befund dieser Untersuchungen zeigte für beide Vergleichsmaterialien im Rahmen der Mate-
rialstreuung zufriedenstellende Ergebnisse. Dies konnte durch einen Horrat-Wert von 1,2 
(ZEA-Vergleichsmaterial) und 0,8 (DON-Vergleichsmaterial) belegt werden. Die Vergleichs-
materialien dienten ferner als Grundlage zur Methodenentwicklung und Optimierung. So 
wurde das DON-Vergleichsmaterial für einen Methodenvergleich zwischen der ASE-Multi-
Trichothecen-Methode, der DON-Routinemethode und der FSA-Ringversuchs Methode he-
rangezogen. Durch dieses Vorgehen konnte belegt werden, dass unter Berücksichtigung der 
Streuung des Materials die aufgeführten Methoden annähernd gleiche Ergebnisse lieferten.  
 
Zur Durchführung des Verbundforschungsvorhabens und dem damit einhergehenden hohen 
Probenaufkommen wurden für Deoxynivalenol und Zearalenon routinetaugliche Analysen-
methoden weiterentwickelt und validiert.  
 
Für die Bestimmung von Deoxynivalenol mittels HPLC-UV wurde neben der empfindlichen 
Hauptwellenlänge (218 nm) eine zweite selektivere Bestätigungswellenlänge (236 nm) ein-
geführt. Dieses analytspezifische Verhältnis bzw. Responsefaktor wurde sowohl an einem 
UV/VIS-Detektor als auch an einem DAD-Detektor untersucht und in einem Bereich von 0,71 
bis 0,74 bestimmt. Durch die Verhältnisbildung über den gesamten kalibrierten Konzentrati-
onsbereich (25 - 2000 µg/kg) der aufgezeichneten Wellenlängen konnte eine zusätzliche 
Absicherung der Ergebnisse erfolgen. Weiterhin wurde zur Gewährleistung eines großen 
Probendurchsatzes eine LC-MS/MS-Methode mit einer Chromatographiezeit von zehn Minu-
ten entwickelt. 
 
Für die Bestimmung von Zearalenon wurde die validierte § 35 LMBG-Methode „Bestimmung 
von Zearalenon in Getreide und Getreideerzeugnisse“ dahingehend optimiert, dass durch 
eine Gradientenelution die Trennung von Zearalenon, Zearalanon und den Diastereomeren 
α- und β-Zearalenol und α- und β-Zearalanol erzielt wurde. Somit konnten die für die Mas-
senspektrometrie eingesetzten deuterierten Internen Standards d4-α- und d4-β-Zearalenol als 
orginäre Interne Standards α-und β-Zearalenol in der Fluoreszenz-Detektion genutzt werden. 
 
Abgeleitet von einem durchschnittlichen Stammwürzegehalt von 10 % in Bier wurden niedri-
ge Konzentrationen an Deoxynivalenol und weiteren Typ A und Typ B Trichothecenen in 
dieser Matrix erwartet. Für die Matrix Bier wurde ebenfalls das empfindliche und selektive 
LC-MS/MS-Verfahren zur Detektion herangezogen. Dadurch wurde eine einfache und 
schnelle durchführbare Bestimmung der genannten Toxine in Bier und bierähnlichen Produk-
ten möglich. Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode beruhte dabei auf einer Fest-
phasenextraktion der Toxine mittels Ethylacetat an einer Extrelut®-Säule nach vorherigem 
Entgasen der Biermatrix. Die Validierungsparameter der Methode erfüllten sowohl für Typ A 
Trichothecen als auch für Typ B Trichothecene, mit Ausnahme von NIV, die Leistungskrite-
rien gemäß der Richtlinie 2005/38/EG. 
 
Bisher bestand die Analytik von Typ A und Typ B Trichothecenen grundsätzlich aus den zwei 
aufeinander folgenden Verfahrenschritten Extraktion und Aufreinigung.  
 
Aufgrund dieser Tatsache wurde im Rahmen dieser Arbeit ein automatisiert-kombiniertes 
Probenextraktions- und Aufreinigungsverfahren auf Grundlage der Accelerated Solvent 
Extraction (ASE) Extraktionstechnik entwickelt und optimiert. Durch die Implementierung 
eines Aktivkohlefilters in das ASE-Extraktionssystem wurde erstmals eine Methode etabliert, 
die sehr gute Wiederfindungsergebnisse (RSD < 20 %) über ein breites Trichothecen-
Spektrum von dem polarsten Typ B Trichothecen NIV bis hin zu den weniger polaren Typ A 
Trichothecen T-2 Toxin lieferten. Dabei wurden die aufgeführten Trichothecene spezifisch 
über einen breiten Konzentrationsbereich mit der notwendigen Empfindlichkeit mittels LC-
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MS/MS nachgewiesen und quantifiziert. Abb. 70 veranschaulicht schematisch die bisher an-
gewandten Arbeitsschritte einer konventionellen Trichothecen-Analytik und stellt diese der 
neu entwickelten ASE-Multi-Trichothecen-Analytik gegenüber. 
 
Abb. 70: Schematischer Vergleich zwischen der konventionellen Trichothecen-Analytik und der neu ent-
wickelten ASE-Multi-Trichothecen-Analytik 
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Dieser schematische Vergleich (Abb. 70) zwischen den bisher angewandten Analysentech-
niken und der hier etablierten ASE-Multi-Trichothecen-Methode veranschaulicht, dass die 
Extraktion und die Probenaufreinigung in einem Arbeitsschritt durchführbar sind. Dieser 
kombiniert-automatisierte Analysenschritt bedeutet eine wesentliche zeitliche Verkürzung der 
Probenaufarbeitung (Extraktions- und Aufreinigungszeit von 35 Minuten) und Reduktion der 
Kosten der Einzelanalyse (Verbrauchsmaterialkosten, Personalkosten). Neben Aktivkohle 
und Diatomeenerde wurden keine weiteren kostenintensiven Verbrauchsmaterialien wie IAC-
Säulen, Mycosep®-Säulen oder SPE-Kartuschen benötigt.  
 
Die ASE-Multi-Trichothecen-Methode bedingt allerdings eine leistungsfähige chroma-
tographische Trennung und eine selektive und empfindliche Detektion mit der Tandem-
Massenspektrometrie. Inwieweit diese Aufarbeitungstechnik in Verbindung mit einer GC-MS-
Methode einsatzfähig ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.  
 
Die heutzutage für die instrumentelle Spuren- und Rückstandsanalytik verfügbaren Kopp-
lungstechniken zwischen HPLC und Tandem-Massenspektrometrie wurden herangezogen, 
um selektive, empfindliche und schnelle Detektions-Systeme zu entwickeln. Die selektive 
Trennung der Typ A und Typ B Trichothecene, charakterisiert durch die Trennung der Stel-
lungsisomere 3-AcDON und 15-AcDON, wurde dabei auf einer Phenyl-Hexyl-Mischphasen-



 
 
150 Bundesinstitut für Risikobewertung 

Säule durchgeführt. Die selektive Trennung von Zearalenon und dessen Derivate, insbeson-
dere durch die Trennung der Diastereomere α- und β-ZOL bzw. α- und β-ZAL wurde an einer 
RP-C18-HPLC-Säule durchgeführt. Die massenspezifische Detektion der Analyten wurde 
durch empfindliche Quantifizierungsübergänge und durch ein selektives Bestätigungsionen-
paar durchgeführt.  
 
Im Vergleich zu den übrigen Systemen zeichnete sich dieses System durch sehr niedrige 
Nachweisgrenzen sowohl für die Trichothecene als auch Zearalenon und dessen Derivaten 
aus. Die oft in der Literatur für LC-MS beschriebene Matrixsuppression wurde durch eine 
Matrixkalibrierung der Trichothecene überprüft. Diese Untersuchungen beruhten auf den 
Extrakten der ASE-Multi-Trichothecen-Methode. Bei den durchgeführten Messungen konn-
ten nur geringe Suppressionswirkungen in den Matrizes Maisgrieß und Müsli beobachtet 
werden. Wie gezeigt, konnten diese geringfügigen matrixbedingten Suppressionen durch 
den Einsatz des Internen Standards d3-T2-Toxin weitgehend beseitigt werden. 
 
Weiterhin wurden die Quantifizierungs- und die Bestätigungsübergänge für ein erweitertes 
Absicherungsverfahren herangezogen. Dieses basiert auf der Auswertung der erfassten Io-
nenpaar-Übergänge die während eines chromatographischen Laufes aufgenommen werden. 
Der Ionenpaar-Quotient aus beiden Übergängen ist ein analytspezifischer Parameter. Damit 
können Positivbefunde mit aus Kalibrations-Daten (in reinem Lösemittel) gewonnenen mittle-
ren Ionenpaar-Quotient verglichen und abgesichert werden. In der vorliegenden Arbeit wur-
den die aus den Kalibrationsstandards (Konzentrationsbereich 10P3P) ermittelten Verhältnis-
se statistisch ausgewertet und Daten aus Wiederfindungsuntersuchungen gegenübergestellt. 
Der Vergleich zeigt, dass positive Befunde durch dieses erweiterte Absicherungsverfahren 
zusätzlich bestätigt werden können. Dieses analytspezifische Ionen-Verhältnis kann dem-
nach als Leistungskriterium in der Tandem-Massenspektrometrie eingesetzt werden und die 
Leistungskriterien bezüglich der Absicherung von massenspektrometrischen Analysen, ge-
mäß der Entscheidung der Kommission (2002/657/EG), ergänzen. 
 
Den bisherigen Mittelpunkt in den Untersuchungen von Fusarientoxin belasteten Getreideer-
zeugnissen bildeten die stärke- und faserbasierenden Produktgruppen. Untersuchungen auf 
die Belastungshäufigkeit und -höhe in pflanzlichen Speiseölen wurden bisher nur in gerin-
gem Umfang durchgeführt. Aufgrund dieser Tatsache wurde im Rahmen dieser Arbeit die 
Technik der Gelpermeationschromatographie (GPC) als Probenvorbereitungs- und Aufreini-
gungstechnik in die Analytik der Fusarientoxine eingeführt. Dabei standen pflanzliche Spei-
seöle im Mittelpunkt der Untersuchungen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ZEA nach 
erfolgter GPC-Aufreinigung ohne weitere Aufreinigungsschritte direkt mittels LC-ESI-MS/MS 
quantifiziert werden konnte. Im Vergleich dazu, konnte mit diesen Extrakten nur nach einer 
IAC-Aufreinigung die Quantifizierung von ZEA mittels HPLC-FLD erfolgen. Im Rahmen des 
Verbundforschungsvorhabens konnte durch die neu entwickelte GPC-Methode erstmals eine 
umfassende ZEA-Belastung von pflanzlichen Speiseölen und hier speziell von Maiskeimöl 
dokumentiert werden. Dabei wurde deutlich, dass sowohl Belastungshäufigkeit und Belas-
tungshöhe in Speiseölen im Vergleich zu den stärke- und faserbasierenden Produktgruppen 
sich auffällig zeigte. Des Weiteren wurde gezeigt, dass eine Exposition von T-2 Toxin und 
HT-2 Toxin ebenfalls durch pflanzliche Speiseöle, und hier hauptsächlich Hanföl, vorhanden 
war.  
 
In weiterführenden Untersuchungen könnte unter zu Hilfenahme der Gelpermeationschroma-
tographie geprüft werden, inwieweit weitere Mykotoxine das Belastungs-Spektrum von 
pflanzlichen Speiseölen charakterisieren. Insbesondere gilt dies für Fumonisine, die haupt-
sächlich in Mais nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen sollten ebenfalls die li-
pophilen Mykotoxine der Ochratoxin- und Aflatoxin-Gruppe einschließen.  
 
Die durchgeführten Kreuzvalidierungen der entwickelten Methoden dienten der Identifizie-
rung von systematischen Fehlern der neu entwickelten Methoden bzw. den unterschiedli-
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chen Detektionssystemen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die erarbeiteten LC-MS/MS-
Referenzverfahren sowohl für DON als auch für ZEA gegenüber den routinemäßig einge-
setzten HPLC-UV- bzw. HPLC-FLD-Verfahren und den immunologischen Verfahren (ELISA) 
sehr gute Korrelationen aufzeigten. Weiterhin konnte für die DON-Analytik gezeigt werden, 
dass unterschiedliche Generationen an Massenspektrometern und Ionisierungstechniken 
ebenfalls sehr gute Korrelationen aufwiesen. Anhand von DON, NIV und HT-2 Toxin konnte 
gezeigt werden, dass die ESI- und APCI-Ionisierungstechniken ebenfalls durch zufrieden-
stellende Korrelationen im Rahmen der gegebenen Vertrauensbereiche vergleichbare Er-
gebnisse lieferten und somit die Analytunabhängigkeit in der Ionisierungstechnik dargelegt 
wurde. Diese Tatsache konnte durch die ASE-Multi-Trichothecen-Methode und Bier-
Trichothecen-Methode für DON über einen großen Konzentrationsbereich unterstrichen wer-
den. Die Kreuzvalidierungen für die Gruppe der Trichothecene und für Zearalenon zeigten 
eine sehr gute Leistungsfähigkeit der entwickelten Systeme.  
 
Neben den analytischen Fragestellungen wurden mit den im Rahmen dieser Arbeit validier-
ten Methoden zwischen Oktober 2001 und Juli 2004 insgesamt 938 Proben aus dem Berliner 
Raum untersucht. Davon wurden 809 auf DON und 722 auf ZEA untersucht. Dieser Proben-
umfang stellte einen wichtigen Beitrag für den im Verbundforschungsvorhaben „Analytik und 
Vorkommen wichtiger Fusarientoxine (Deoxynivalenol und Zearalenon) sowie Aufnahme 
dieser Toxine durch den deutschen Verbraucher“ erzielten Gesamtprobenumfang von 5.212 
Proben dar. Die höchsten ZEA-Belastungen wurden in Mais und Maiserzeugnissen wie 
Maisgrieß festgestellt. Dabei stellte Maiskeimöl hinsichtlich Belastungshäufigkeit (96 %) und 
Belastungshöhe (Median 46 µg/kg; 90stes Perzentil 691 µg/kg) eine besonders auffällige 
Produktgruppe dar. Hierbei lagen die Belastungswerte im Median im Bereich der Höchst-
menge von 50 µg/kg und das 90ste Perzentil überschritt die Höchstmengen um den Faktor 
13. Weitere augenfällige Belastungsdaten bezüglich Zearalenon wurden in Säuglings- und 
Kleinkinderfertignahrung beobachtet. Dabei wurde durch eine Evidenzprüfung untersucht, 
welche möglichen Zearalenon-Eintragsquellen vorhanden waren. Die primäre Zearalenon 
eintragende Zutat wurde dabei als Maiskeimöl identifiziert und die Belastungshöhe der zuge-
setzten Maiskeimöle wurde als problematisch hinsichtlich der Höchstmenge von 20 µg Zea-
ralenon/kg Zutat erachtet. 
 
Die höchsten Belastungen an Deoxynivalenol wurden in der Warengruppe Hartweizen und 
den daraus hergestellten Produkten wie Hartweizengrieß und Teigwaren bestimmt. Hartwei-
zenerzeugnisse wie Weizengrieß zeigten für Deoxynivalenol eine Median-Belastung von 
216 µg/kg (90stes Perzentil bei 1 010 µg/kg). Für Teigwaren wurde eine Median-Belastung 
im Bereich von 16 - 246 µg/kg (90stes Perzentil im Bereich von 125 µg/kg bis 1077 µg/kg) 
belegt. Die Produktgruppe Bier und bierähnliche Erzeugnisse zeigte eine Median-Belastung 
im Bereich von 6 µg/kg bis 11 µg/kg und lag, durch einen durchschnittlichen Stammwürze-
gehalt von 10 %, circa um den Faktor acht bis zehn unterhalb der Belastungssituation von 
Speisegetreide und Getreideerzeugnissen.  
 
Da die Ergebnisse der ZEA-Belastungssituation deutlich zeigten, dass kein erhöhtes Risiko 
für den Verbraucher bestand, wurde in Zusammenarbeit mit der Fachgruppe „Expositions-
schätzung und -standardisierung“ nur eine verteilungsbasierte Abschätzung der Aufnahme 
von Deoxynivalenol durch den deutschen Verbraucher vorgenommen.  
 
Für die Modellierung der Aufnahmeabschätzung des deutschen Verbrauchers wurde das 
Produkt aus Verzehrsmenge und Konzentration an Deoxynivalenol im Lebensmittel gebildet 
und auf das Körpergewicht bezogen. Für die Ermittlung der Verzehrsmengen wurde auf die 
Daten der Nationalen Verzehrsstudie zurückgegriffen. Daraus leitete sich für Deoxynivalenol 
eine alterskorrelierende Toxinaufnahme des deutschen Verbrauchers ab. 
 
Dabei wurde deutlich, dass die Median-Belastung der 4- bis 6-Jährigen, 7- bis 9- Jährigen 
und 10- bis 14-Jährigen den TDI von 1 µg/kg KG und Tag nicht überschritten, diesen aber in 
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einem Bereich von 40 bis 80 % ausschöpften. Wird eine Worst-case-Belastung (95stes Per-
zentil) hingegen zugrunde gelegt, so überschritten in nahezu allen untersuchten Altersgrup-
pen mehr als 5 % der Bevölkerung den TDI in einem Bereich von 110 - 210 %. Die dafür 
verantwortlichen Lebensmittelgruppen wurden als Brot und Brötchen sowie Teigwaren identi-
fiziert, da diese, neben einer hohen Verzehrsmenge in den dargelegten Altersgruppen eben-
falls eine hohe Belastungshäufigkeit und Belastungshöhe an Deoxynivalenol aufwiesen.  
 
Weiterführende Untersuchungen bezüglich T-2 Toxin und HT-2 Toxin sollten eine orientie-
rende Belastungssituation dieser Toxine dokumentieren. Die Ergebnisse zeigten, dass diese 
überwiegend in Hafer und Haferprodukten nachzuweisen sind. Weiterhin wurde die besonde-
re Stellung von Hartweizengrieß in Bezug auf eine Gesamt-Trichothecen-Belastung durch 
einen Median für T-2 Toxin von 5,1 µg/kg in der Produktgruppe Teigwaren deutlich. Somit 
untermauern die hier vorliegenden Ergebnisse den Befund aus dem SCOOP-Task 3.2.10, 
dass in weiteren Forschungsprojekten spezifische und empfindliche analytische Methoden 
für diese Typ A Trichothecene entwickelt werden müssen.  
 
T-2 Toxin und HT-2 Toxin konnte erstmals auch in pflanzlichen Speiseölen quantifiziert wer-
den. Diese Befunde zeigen, dass zukünftige Untersuchungen hinsichtlich der Belastungssi-
tuation von Lebensmittel auch auf diese Produktgruppe ausgeweitet werden müssen. 
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9 Anhang 

9.1 Abschnitt I 

Tab. A-1: Nomenklatur von Typ B Trichothecenen (nach Cole ET AL. 2003) 

 
 
Tab. A-2: Nomenklatur von Typ A Trichothecene n (nach Cole ET AL. 2003) 

 
 

Name IUPAC R 1 R 2 R 3 R 4 MG 
DON 3α,7α,15-Trihydroxy-12,13-

epoxytrichothec-9-en-8-on 
OH H OH OH 296,126 

3-AcDON 3α-Acetoxy-7α,15-dihydroxy-12,13,-
epoxytrichothec-9-en-8-on 

OCOCH3 H OH OH 338,137 

15-AcDON 15-Acetoxy-3α,7α–dihydroxy-12,13,-
epoxytrichothec-9-en-8-on 

OH H OCOCH3 OH 338,137 

NIV 3α,4β,7α,15-Tetrahydroxy-12,13-
epoxytrichothec-9-en-8-on 

OH OH OH OH 312,121 

FusX 4β-Acetoxy-3α,7α,15α-Trihydroxy-
12,13-epoxytrichothec-9-en-8-on 

OH OCOCH3 OH OH 354,121 

VOL 4β,15-Dihydroxy-12,13,-
epoxytrichothec-9-en 

H H H H 266,152 

Name IUPAC R 1 R 2 R 3 R 4 R 5 MW 
T-2 Tetraol 3α,4β,8α,15-Tetrahydroxy-12,13-

epoxytrichothec-9-en 
OH OH OH H OH 298,142 

T-2 Toxin 3α-Hydroxy-4β,15-diacetoxy-8α-
[3-methylbutyryloxy]- 12,13-
epoxytrichothec-9-en 

OH OCOCH3 OCOCH3 H OCOCH2 

CH(CH3) 
466,220 

HT-2 Toxin 3α,4β-Dihydroxy-15-acetoxy-8α-
[3-methylbutyryloxy]- 12,13-
epoxytrichothec-9-en 

OH OH OCOCH3 H OCOCH2 

CH(CH3) 
424,210 

NEO 4β,15α-Diacetoxy-3α,8α-
dihydroxy-12,13,-
epoxytrichothec-9-en 

OH OCOCH3 OCOCH3 H OH 382,163 

DAS 4β,15 Diacetyl-3α-hydroxy -
12,13-epoxytrichothec-9-en-8-on 

OH OCOCH3 OCOCH3 H H 366,168 

15-AcSCP 15-Acetoxy-3α,4β-dihydroxy-
12,13-epoxytrichothec-9-en-8-on 

OH OH OCOCH3 H H 324,157 

T T-2 Triol 3α, 4β, 15-Trihydroxy-8α-[3-
methylbutyryloxy]-12,13-
epoxytrichothec-9-en 

OH OH OH H OCOCH2 

CH(CH3) 
382,199 
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Tab. A-3: Gaschromatographische Methoden in der Trichothecen-Analytik 

Toxine Derivatisierung Detektion  Literatur 
DON; NIV; 
3-AcDON; 
15-AcDON; Fus-X 

Sylon BTZ GC-ECD WEINGAERTNER ET AL. 
(1997) 

DON; NIV; 
Fus-X: 3 und 15-AcDON; 
HT-2 Toxin; T-2 Toxin 

TFAA Derivate GC-MS SCHOLLENBERGER ET AL. (1998) 

DON; NIV; 3-AcDON; DAS; Fus-X; 
NEO; 
HT-2 Toxin ; T-2 Toxin  

TMS Derivate GC-FID SCHOTHHORST UND JEKEL (2001) 

DON; NIV; 
Fus-X; 3 und 15-AcDON; 
HT-2 Toxin; T-2 Toxin 

TFA Derivate GC-MS SCHWADORF UND MÜLLER (1991) 

DON; 3-AcDON; 
NIV; FusX; T-2 Toxin; 
NEO; DAS; (ZEA) 

TMSI-/TMCS- 
ethylacetat 

GC-MS TAKANA ET AL. (2000) 

DON; 3-AcDON; 
FusX; DAS; 15 MAS; T-2 Toxin; 
Scirpentriol  

– 
GC-MS ONJI ET AL. (1998) 

DON; NIV; FusX;  
HT-2 Toxin; T-2 Toxin; DAS; T-2 
Tetraol  

TFA Derivate GC-ECD KOTAL ET AL. (1999) 

DON; NIV; 
3 und 15-AcDON 

DMAP Derivate GC-ECD WALKER UND MEIER (1998) 

DON; NIV; FusX;  
HT-2 Toxin; T-2 Toxin; DAS; T-2 
Tetraol; T-2 Triol; NEO; 15 Aceto-
xyscirpenol;  
4-Acetoxyscirpentriol 

PFPF Derivate GC-EI-MS/MS; 
GC-NICI-
MS/MS 

NIELSEN UND THRANE (2001) 

 
 
Tab. A-4: HPLC-MS Methoden in der Trichothecen-Analytik 

Toxine Extraktion Aufreinigung Detektion  Literatur 
DON; DAS; HT-2 
Toxin; T2-Toxin 

ACN Entfetten mit n-
Hexan; SPE Bond 
Elute NH2  

LC-MS, pos RAJAKYLÄ ET 

AL.(1987) 

DON ACN/Wasser (1/1; 
V/V) 

MycoSepTM 225 
Säule 

LC-APCI-MS;  
pos und neg 
LC-ESI-MS; neg 

PLATTNER (1999) 

DON ; FusX ;  
3-AcDON 

ACN/Wasser 
(84/16; V/V) 

MycoSepTM LC-MS, pos BERGER ET AL. 
(2000)  

T-2 Toxin; HT-2 
Toxin; DAS 

ACN/Wasser 
(84/16; V/V) 

MycoSepTM LC-ESI-MSD; pos THIMM ET AL. (2001) 

DON; NIV;  
3-AcDON; FusX 

ACN/Wasser 
(84/16; V/V) 

Carbograph-4 SPE  LC-TISP-MS/MS;  
pos und neg 
LC-APCI-MS/MS;  
pos und neg 

LAGANA ET AL. 
(2003) 

DON; NIV;  
3-AcDON;  
15-AcDON; Fus X; 
DOM-1 

ACN/Wasser 
(84/16; V/V) 

MycoSepTM 227 
Säule 

LC-APCI-MS, neg 
 

RAZZAZI-FAZELI 
ET AL. (2003) 

DON; T-2 Toxin 
HT-2 Toxin; ZEA;  

ACN/Wasser 
(85/15; V/V) 

Trichothecene/ZEA 
MycoSepTM 

LC-ESI-MS/MS; 
Pos und neg  

BISELLI und HUM-

MERT (2005) 
NIV; DON;  
3-AcDON;  
15-AcDON; FusX; 
DAS; T-2 Toxin; 
HT-2 Toxin und 
ZEA 

ACN/Wasser 
(84/16; V/V) 

MycoSepTM 226 
Säule 

LC-Q-Trap-
MS/MS ; 
Neg/pos/neg 

SCHUMACHER ET AL. 
(2005) 
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Tab. A-5: Analytik von Zearalenon in Getreide und Getreideprodukten 

Extraktion Aufreinigung Trennung und Detektion Literatur 
CHCl3/ 
Wasser 

Flüssig/Flüssig-
Verteilung; CHCl3 

TLC; 
kurzwelliges UV-Licht 

Epply (1968) 

CHCl3/ 
Wasser 

Flüssig/Flüssig-
Verteilung; Hexan und 
CHCl3 

TLC; 
Bis-diazo-Benzidin 

Malaiyandi et al. (1976) 

MeOH Flüssig/Flüssig-
Verteilung; CHCl3 

GLC-MS; 
Trimethylsil.-Derivat 

Scott et al. (1978) 

CHCI3 
Wasser 

Flüssig/Flüssig-
Verteilung; Benzol 

RP HPLC-FLD Ware und Thorpe (1978) 

CHClB3B/ 
Wasser 

Flüssig/Flüssig-
Verteilung CHCl3 

RP HPLC-FLD Bagneris et al. (1986) 

ACN/ 
Wasser 

IAC-Säulen RP HPLC-FLD Visconti und Pascale (1998) 

ACN IAC-Säulen RP HPLC-FLD Schuhmacher et al. (1998) 
ACN/ 
Wasser 

MycoSep® 224 RP HPLC-FLD Silva und Vargas (2001) 

MeOH/ 
Wasser 

IAC-Säulen RP HPLC-FLD Fazekas und Tar (2001) 

ACN/ 
Wasser 

ASPEC 
IAC-Säulen 

RP HPLC-FLD Eskola et al. (2002) 

 
 
Tab. A-6: Analytik von Zearalenon und Derivaten mittels LC-MS bzw. LC-MS/MS 

Toxin Matrix Aufreinigung  Detektion Literatur 
ZEA; α-ZOL; 
β -ZOL; ZAN;  
α-ZAL; β-ZAL 

Kläranlagen 
Abwasser  

CB18-SPE B Kartusche LC-APCI-MS/MS;  
negative Ionisierung 

Lagana et al. 
(2001) 

ZEA Lebensmittel, 
Futtermittel 

IAC - Säule;  
CB18-SPE Kartusche 

LC-APCI-MS  
positive Ionisierung 

Rosenberg et al. 
(1998) 

ZEA; ZAN Getreide IAC - Säule;  
C18-SPE Kartusche 

LC-APCI-MS/MS;  
negative Ionisierung 

Zöllner et al. 
(1999) 

α- und β-
Trenbolon; 
Zeranol 

Rindermuskel 
und Leber 

OASIS® HLB LC-ESI-MS  
positive und negative 
Ionisierung 

Hori und Nakazwa 
(2000) 

ZEA; α-ZOL; 
β-ZOL; ZAN;  
α-ZAL; β-ZAL 

Schweineurin 
und -gewebe  

CB18-SPE B Kartusche LC-APCI-MS/MS;  
negative Ionisierung 

Zöllner et al. 
(2002) 

ZEA; α-ZOL; 
β-ZOL 

Fischgewebe CB18-SPE B Kartusche LC-TISP-MS/MS; 
negative Ionisierung 

Lagana et al. 
(2003) 

ZEA; α-ZOL; 
β-ZOL 

Rinderurin  CB18-SPE Kartusche LC-ESI-MS/MS 
negative Ionisierung 

Launay et al. 
(2004) 
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9.2 Abschnitt II 

9.2.1 Bestimmung von DON mittels dab-ELISA 

Chemikalien 
• dest. Wasser oder bidest. Wasser geeigneter Qualität 
• Casein für biochem. Zwecke 
• Natriumcarbonat (Na2CO3) z. A. 
• Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) z. A. 
• Natriumchlorid (NaCl) z. A. 
• Tween 20 (Sorbitanfettsäureester) 
• di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) z. A. 
• Anti-Maus IgG (Rb a Mo Immunoglobulin) 10 µg/mL in Bicarbonatpuffer verdünnt 
• DON-Antiserum (monoklonaler Antikörper) MAK DON 1H8 (in PBS mit 0,1 % Natriuma-

zid); Konzentration 240 µg/mL; Volumen 2 mL, Lagerung im Kühlschrank bei 4 °C 
Arbeitskonzentration: 60 ng/mL (entspricht einer Verdünnung von 1:4 000) 

• DON-HS-HRP vom 20.06.2002 (1:35 000 in 1 % Casein/PBS-Lsg.): Lagerung bei -18 °C 
• Kalium-di-hydrogenphosphat (KH2 PO4) z. A. 
• Citronensäure-Monohydrat z. A. 
• 1,0 molare Kalilauge (1 mol/L KOH) 
• Perhydrol bzw. Wasserstoffperoxid (30 %ig) z. A. 
• 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin z. A. 
• Aceton z. A. 
• Methanol z. A. 
• 1,0 molare Schwefelsäure (1,0 mol/L H2SO4) 
 
 
Puffer und Lösungen 
a) Bicarbonatpuffer: pH 9,6 (9,4 - 9,8) 
  1,59 g Natriumcarbonat 
 + 2,93 g Natriumhydrogencarbonat  

ad 1 000 mL mit dest. Wasser 
Haltbarkeit: bei 4 °C ca. 1 Monat 

b) Waschlösung: NaCl/Tween 20 
  8,55 g Natriumchlorid 
 + 0,25 mL Tween 20  

ad 1 000 mL mit dest. Wasser 
Haltbarkeit: bei 4 °C ca. 6 Monate 

c) Phosphatpuffer (PBS) pH 7,0 - 7,5 
  6,79 g Natriumchlorid 
 + 1,47 g di-Natriumhydrogenphosphat  
 + 0,43 g Kalium-di-hydrogenphosphat 

ad 1 000 mL mit dest. Wasser 
Haltbarkeit: bei 4 °C ca.1 Monat 

d) Wasserstoffperoxidpuffer (H2O2-Puffer): pH 3,9 - 4,0 
  8,81 g Citronensäure-Monohydrat 
 + 40 mL 1M KOH 
 + 160 mL dest. Wasser 

werden mit 1M KOH auf pH 3,9 - 4,0 eingestellt 
 + 65 µL H2O2 

 Haltbarkeit: Im Dunkeln bei 25 °C ca. 2 Wochen 
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e) 4%ige Caseinat-Lösung 
4,00 g Casein werden in 100 mL Wasser aufgeschlämmt und unter Rühren bei  
40–50 °C 3 h gelöst. Zur vollständigen Lösung wird über Nacht weitergerührt.  
(1 Tablette KOH zusetzen und warten bis das Casein gelöst ist. Anschließend mit 
85%iger Phosphorsäure neutralisieren).  
Haltbarkeit: im Dunkeln bei 4 °C ca. 3 Wochen 

f) 1%ige Caseinat-/PBS-Lösung 
Die 4%ige Caseinlösung wird mit PBS 1 : 2 verdünnt. 
(10 mL Caseinlösung + 10 mL mit Wasser auffüllen) 
Haltbarkeit: bei 4 °C max. 3 - 4 Tage; vorzugsweise sollte die Lösung stets frisch herge-
stellt werden. 

g) 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin-Lösung 
  50,4 mg 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin 
 + 1,0 mL Aceton 
 + 9,0 mL Methanol 

Haltbarkeit: Im Dunkeln bei 25 °C ca. 3 Wochen 

h) DON-Konjugat: DON-HS-HRP vom 20.06.2002 
In 250 µL dest. Wasser lösen 
1 : 100 Verdünnung in PBS (10 µL + 990 µL) 
Haltbarkeit: im Dunkeln und bei 4 °C ca. 4 Wochen 
17,2 µL davon in 1 % Casein/PBS-Lsg 

 
Reagenzien 
Hinweis: Bei allen Reagenzien ist eine längere Haltbarkeit nicht gegeben. Daher müssen 
diese Lösungen immer frisch angesetzt werden! 

a) Anti-Maus IgG (DAKO), für 10 µg/mL Plattenbelegung: 
Konzentration im Anti-Maus-IgG von DAKO 2,7 mg/mL 
Für 6 Platten: 222 µL Anti-Maus-IgG in 60 mL Bicarbonatpuffer verdünnen 

b) Antikörperlösung (für Platten) 
5 µL DON MAK DON1H8 werden in 20 mL Bicarbonatpuffer gegeben und durch Be-
handlung mittels Vortexer homogen verteilt. 
Endverdünnung: 1 : 4 000 

c) Absättigungslösung (2 % Caseinat-Lösung) 
gleiche Teile der 4 %igen Caseinlösung  und des PBS-Puffers werden gemischt.  
(je 10 mL Lösung) 

d) Konjugatlösung 
10 µL des vorverdünnten Konjugates vom 07.02.2002 werden in 15 mL der 1 %igen Ca-
seinat/PBS-Lösung gegeben und durch Behandlung mittels Vortexer homogen verteilt. 
Endverdünnung: 1 : 150 000 

e) Substratlösung 
 20 Teile [10 mL] Wasserstoffperoxidpuffer 

+ 1 Teil [0,5 mL] 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin-Lösung 

f) Extraktionslösung 
50 mL; 10 % Methanol/PBS 

g) Verdünnungslösung für die Standards/Proben 
 10 % Methanol/PBS 
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Hilfs- und Messmittel 
• Kolbenhubpipetten (Firma Eppendorf) verschiedene Größen  
• Multikanalkolbenhubpipette (12 Kanal) 
• ELISA-Platten mit 96 Kavitäten von Greiner oder Nunc [Cert. Maxisorp Fa 6 Bestell-Nr. 

439454] 
• ELISA-Reader Dynatech MR 5000 mit Auswertesofware und 450 nm Filter 
• Taumler mit Feuchtkammer 
• Vortexer z. B. Ikamag 
• Beckmann Zentrifuge mit Einsätzen und Zentrifugengefäßen 
• Filter (Schleicher & Schüll Faltenfilter 595, Durchmesser 10 cm) 
 
Durchführung 
Beschichtung der Platte mit Anti-Maus-IgG und Absättigung 
Die Platte wird mit 100 µL/Kavität Anti-Maus-IgG belegt und über Nacht bei ca. 25 - 28 PoPC 
im Taumler inkubiert (die so vorbereiteten Platten können bei 4 °C abgedeckt bis zu 2 Wo-
chen gelagert werden).  
 
Belegung der ELISA-Platten mit Antikörpern  
Die mit Anti-Maus-IgG vorbereiteten Platten werden auf Raumtemperatur gebracht und gut 
ausgeschlagen. Es erfolgt kein Waschschritt! 
 
Zum Absättigen werden 2 %ige Caseinat-PBS-Lösung 200 µL/Kavität verwendet und 30 Mi-
nuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgt ein drei- bis viermaliges Waschen 
der Platte und anschließendes Ausschlagen. Die Antikörperlösungen werden wie oben be-
schrieben hergestellt. Von dieser Lösung werden in jede Kavität 100 µL gegeben. Die so 
beschichtete Platte wird bei Raumtemperatur für 1 h lichtgeschützt in einer feuchten Kammer 
inkubiert. Nach der Inkubierung wird die Platte drei- bis viermal gewaschen und ausgeschla-
gen. Anschließend werden alle Kavitäten dreimal mit Waschlösung gespült und durch Aus-
schlagen gut getrocknet.  
 
Herstellung der Probelösung 
5 g Probe werden auf 1 mg genau in einen Jodzahlkolben eingewogen, mit 50 mL Extrakti-
onslösung versetzt, der Kolben verschlossen und mindestens 30 Minuten auf dem 
Magnetrührer extrahiert. Das Homogenat wird möglichst vollständig in einen Zentrifugenbe-
cher überführt und 15 Minuten bei 3000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wird 
dekantiert und durch einen 595-Faltenfilter filtriert. Dieses Filtrat wird unverdünnt eingesetzt 
(Faktor 10). Ausgehend von dem vorliegenden Filtrat werden: in der ersten Verdünnungsstu-
fe 80 µL Filtrat mit 320 µL 10 % MeOH/PBS versetzt (Faktor 50) und in der zweiten Verdün-
nungsstufe 80 µL Filtrat  mit 720 µL 10 % MeOH/PBS versetzt (Faktor 100). 
 
Diese Lösungen können zur Bestimmung direkt eingesetzt werden.  
 
Standardlösungen 
Der Deoxynivalenol-Standard (ca. 1 mg) wird so gelöst, dass sich eine Konzentration von 
1,0 ng/mL ergibt (z. B. werden 1 mg Deoxynivalenol mittels Acetonitril in einen 50 mL Kolben 
überführt und zur Marke aufgefüllt. [ $= 20 µg/mL]; davon werden 50 µL auf 100 mL verdünnt 
[ $= 10 ng/mL]). Für den ELISA wird die Kalibrationskurve ausgehend von einer ca. 30 µg/mL 
Arbeitslösung in Methanol hergestellt. Diese Lösung ist bei 4 °C ca. 6 Monate haltbar. Es 
werden 100 µL dieser Arbeitslösung mit 900 µL 10 % MeOH/PBS verdünnt. Diese Verdün-
nung (1 : 10) stellt den ersten Kalibrationsstandard (St 1) mit einer Konzentration von ca. 
100 ng/mL dar. Daraus werden die folgenden Standards durch 1 : 3 Verdünnung (300 µL + 
600 µL) hergestellt: Die Herstellung der DON ELISA-Stammlösung (31,2 µg/mL) ist in nach-
stehender Tabelle zusammengefasst: 
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Standard  Verdünnung Gehalt  
[ng/mL] 

St 1 33 µL (V 1 : 10) auf 1 mL 10 % MeOH/PBS Unverdünnt 103,0 
St 2 300 µL St 1 + 600 µL 10 % MeOH/PBS 1 : 3 34,3 
St 3 300 µL St 2 + 600 µL 10 % MeOH/PBS 1 : 9 11,4 
St 4 300 µL St 3 + 600 µL 10 % MeOH/PBS 1 : 27 3,8 
St 5 300 µL St 4 + 600 µL 10 % MeOH/PBS 1 : 81 1,3 
St 6 300 µL St 5 + 600 µL 10 % MeOH/PBS 1 : 243 0,4 

 
Ausgehend von dieser Tabelle werden die Standards (St 1 bis St 6) mit je 50 µL/Kavität auf 
die Platte gebracht. Hier erfolgt pro Standard eine vierfache Bestimmung. 
 
Durchführung der Immunreaktion 
Auf die vorbereitete ELISA-Platte werden jeweils 50 µL Blindwert, Standardverdünnungen 
und Probenverdünnungen aufgebracht, wobei für jeden Wert mindestens eine Vierfachbe-
stimmung durchzuführen ist. Anschließend werden die Kavitäten mit je 50 µL Konjugatlösung 
versetzt, abgedeckt und die so beschickte Platte für mind. 2 h lichtgeschützt und unter leich-
ter Bewegung bei 28 - 30 PoPC inkubiert. Anschließend werden die Kavitäten dreimal mit 
Waschlösung gründlich gewaschen und sehr sorgfältig ausgeschlagen. 
 
Farbreaktion und Messung 
In die getrockneten Kavitäten werden jeweils 100 µL Substratlösung gegeben und zur voll-
ständigen Farbentwicklung für ca. 30 Minuten lichtgeschützt und unter leichter Bewegung 
entwickelt. Nach ausreichender Farbentwicklung wird die Reaktion mit je 100 µL einer ein-
molaren Schwefelsäure pro Kavität gestoppt, wobei darauf zu achten ist, dass das Stoppen 
der Reaktion in gleicher Reihenfolge erfolgt wie die Zugabe des Substrats! Nach 3-
minütigem Mischen wird die Platte im ELISA-Reader bei 450 nm vermessen und mittels zu-
gehöriger Software ausgewertet. 
 
Belegungsplan für die ELISA-Platten 
 
  Auftragsrichtung Standards 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Leer St1 St2 St3 St4 St5 St6 Blind Probe  Probe Probe Leer 
B Leer St1 St2 St3 St4 St5 St6 Blind Probe Probe Probe Leer 
C Leer St1 St2 St3 St4 St5 St6 Blind Probe Probe Probe Leer 
D Leer St1 St2 St3 St4 St5 St6 Blind Probe Probe Probe Leer 
E Leer Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Leer Leer 
F Leer Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Leer Leer 
G Leer Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Leer Leer 
H Leer Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Leer Leer 

 
    Auftragsrichtung Proben  
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9.2.2 Bestimmung von ZEA mittels dc-ELISA  

Chemikalien 
• dest. Wasser  
• Casein für biochem. Zwecke 
• Natriumcarbonat (Na2CO3) z. A. 
• Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) z. A. 
• Natriumchlorid (NaCl) z. A. 
• Tween 20 (Sorbitanfettsäureester) 
• di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) z. A. 
• Kalium-di-hydrogenphosphat (KH2 PO4) z. A. 
• Citronensäure-Monohydrat z. A. 
• 1,0 molare Kalilauge (1mol/L KOH) 
• Perhydrol bzw. Wasserstoffperoxid (30 %ig) z. A. 
• 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin z. A. 
• Aceton z. A. 
• Methanol z. A. 1,0 molare Schwefelsäure (1,0 mol/L H2SO4) 
• ZEA-Antiserum B37 gefällt (1mL) 

Lagerung bei < 18 °C 
portioniern in 100 µL Aliquote 
häufiges Einfrieren und Auftauen vermeiden  
1 : 10 Zwischenverdünnung (Kühlschrank mind. 4-6 Wochen haltbar) 
Arbeitskonzentration: 1 : 4 000 in Bicarbonat verdünnt  

• ZEA-Oxim-HRP vom 07.02.2002 (1:50 000 in 1 % Caseinat-/PBS-Lösung):  
Lagerung bei -18 °C 

 
 
Puffer und Lösungen 
a) Bicarbonatpuffer: pH 9,6 (9,4 - 9,8) 
  1,59 g Natriumcarbonat 

+ 2,93 g Natriumhydrogencarbonat  
 ad 1 000 mL mit dest. Wasser 
 Haltbarkeit: bei 4 °C ca. 1 Monat 

b) Waschlösung: NaCl/Tween 20 
  8,55 g Natriumchlorid 

+ 0,25 mL Tween 20  
 ad 1 000 mL mit dest. Wasser 
 Haltbarkeit: bei 4 °C ca. 6 Monate 

c) Phosphatpuffer (PBS) pH 7,0 - 7,5 
 6,79 g Natriumchlorid 

+ 1,47 g di-Natriumhydrogenphosphat  
+ 0,43 g Kalium-di-hydrogenphosphat 

 ad 1 000 mL mit dest. Wasser 
 Haltbarkeit: bei 4 °C ca. 1 Monat 

d) Wasserstoffperoxidpuffer (H2O2-Puffer): pH 3,9 - 4,0 
 8,81 g Citronensäure-Monohydrat 

+ 40 mL 1M KOH 
+ 160 mL dest. Wasser 

 werden mit 1M KOH auf pH 3,9 - 4,0 eingestellt 
+ 65 µL H2O2 

 Haltbarkeit: im Dunkeln bei 25 °C ca. 2 Wochen 
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e) 4%ige Caseinat-Lösung 
4,0 g Casein werden in 100 mL Wasser aufgeschlämmt und unter Rühren bei 40 - 50 °C 
3 h gelöst. Zur vollständigen Lösung wird über Nacht weitergerührt.  
(1 Tablette KOH zusetzen und warten bis das Casein gelöst ist. Anschließend mit 
85 %iger Phosphorsäure neutralisieren).  
Haltbarkeit: Im Dunkeln bei 4 °C ca. 3 Wochen 

f) 1%ige Caseinat-/PBS-Lösung 
Die 4 %ige Caseinat-Lösung wird mit PBS-Puffer 1 : 2 verdünnt. 
(10 mL Caseinlösung + 10 mL mit Wasser auffüllen) 
Haltbarkeit: bei 4 °C max. 3 - 4 Tage; vorzugsweise sollte die Lösung stets frisch herge-
stellt werden. 

g) 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin-Lösung 
  50,4 mg 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin 
 + 1,0 mL Aceton 
 + 9,0 mL Methanol 

Haltbarkeit: Im Dunkeln bei 25 °C ca. 3 Wochen 

h) ZEA-Konjugat: ZEA-Oxim-HRP vom 07.02.2002 
In 250 µL Aqau dest. lösen 
1 : 100 Verdünnung in PBS  
Haltbarkeit: dunkel und bei 4 °C ca. 1 Woche 
(10 µL + 990 µL) 
10 µL in 1 % Casein/PBS-Lsg 

 
 
Reagenzien 
Hinweis: Bei allen Reagenzien ist eine längere Haltbarkeit nicht gegeben. Daher müssen 
diese Lösungen immer frisch angesetzt werden! 

i) Antikörperlösung (für 2 Platten) 
5 µL ZEA Antiserum B 37 werden in 20 mL Bicarbonatpuffer gegeben und durch Be-
handlung mittels Vortexer homogen verteilt. 
Endverdünnung: 1 : 4 000 

a) Absättigungslösung (2 % Caseinat-Lösung) 
gleiche Teile der 4 %igen Caseinat-Lösung und des PBS-Puffers werden gemischt. 
(je 10 mL Lösung) 

a) Konjugatlösung 
10 µL des vorverdünnten Konjugates vom 07.02.2002 werden in 15 mL der 1 %igen Ca-
seinat/PBS-Lösung gegeben und durch Behandlung mittels Vortexer homogen verteilt. 
Endverdünnung: 1 : 150 000 

b) Substratlösung 
  20 Teile [10 mL] Wasserstoffperoxidpuffer 
 +   1 Teil [0,5 mL] 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin-Lösung 
c) Extraktionslösung 

25 mL 84 % Acetonitril, 16 % dest. Wasser 
d) Verdünnungslösung für die Standards/Proben 

in 5 % Acetonitril/PBS verdünnt 
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Hilfs- und Messmittel 

• Kolbenhubpipetten (Firma Eppendorf) verschiedene Größen  
• Multikanalkolbenhubpipette (12 Kanal) 
• ELISA-Platten mit 96 Kavitäten von Greiner oder Nunc [Cert. Maxisorp Fa 6 Bestell-Nr. 

439454] 
• ELISA-Reader Dynatech MR 5000 mit Auswertesoftware und 450 nm Filter 
• Taumler mit Feuchtkammer 
• Vortexer z. B. Ikamag 
• Beckmann Zentrifuge mit Einsätzen und Zentrifugenbechern 
• Filter (Schleicher & Schüll Faltenfilter 595, Durchmesser 10 cm) 

Durchführung 

Belegung der ELISA-Platten mit Antikörpern und Absättigung 
Gemäß den Angaben wird eine Antikörperlösung hergestellt. Von dieser Lösung werden in 
jede Kavität 100 µL gegeben. Die so beschickte Platte wird bei Raumtemperatur über Nacht 
oder für mind. 3 h bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert (die so vorbereiteten Platten 
können bei 4 °C abgedeckt bis zu zwei Wochen gelagert werden). 
 
Nach der Inkubierung wird die Platte sorgfältig ausgeschlagen (es erfolgt kein Waschschritt), 
mit Absättigungslösung (je 200 µL/Kavität) beschichtet und weitere 30 Minuten im Taumler 
mit feuchter Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend werden alle Kavitäten 
dreimal mit Waschlösung gespült und durch Ausschlagen gut getrocknet.  
 
Herstellung der Probelösung 
5 g Probe werden auf 1 mg genau in einen Jodzahlkolben eingewogen, mit 25 mL Extrakti-
onslösung versetzt, der Kolben verschlossen und mindestens 45 Minuten auf dem 
Magnetrührer extrahiert (Verdünnung 1 : 5). Das Homogenat wird möglichst vollständig in 
einen Zentrifugenbecher überführt und 15 Minuten bei 3000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Der 
Überstand wird dekantiert und durch einen 595-Faltenfilter filtriert. In der ersten Verdün-
nungsstufe werden 100 µL Filtrat mit 1580 µL PBS versetzt. Dies wird als „unverdünnter“ 
Extrakt (Faktor 84) eingesetzt. Davon ausgehend werden folgende Verdünnungen herge-
stellt: 
 
100 µL der ersten Verdünnung werden mit 300 µL 5 % Acetonitril/PBS versetzt (Verdünnung 
1 : 4) und durch Behandlung mittels Vortexer homogen verteilt (Faktor 336). Von dieser Lö-
sung werden abermals 100 µL entnommen und mit 300 µL 5 % Acetonitril/PBS versetzt und 
geschüttelt (Verdünnung 1 : 4; Faktor 1344). 
Diese Lösungen können direkt zur Bestimmung eingesetzt werden.  
 
Standardlösungen 
Der Zearalenon Standard (ca. 1 mg) wird so gelöst, dass sich eine Konzentration von 
1,0 ng/mL ergibt (z. B. werden 1 mg Zearalenon mittels Acetonitril in einen 50 mL Kolben 
überführt und zur Marke aufgefüllt. [ $=  20 µg/mL]; davon werden 50 µL auf 100 mL verdünnt 
[ $=  10 ng/mL]. Diese Lösung ist bei 4 °C ca. 6 Monate haltbar. 
 
Aus dieser Stammlösung werden folgende Standards durch 1 : 3 Verdünnung (200 µL + 
400 µL) hergestellt: 
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Standard Verdünnung Gehalt  
[pg/mL] 

St 1 unverdünnt 1 000 
St 2 1 : 3 333,3 
St 3 1 : 9 111,1 
St 4 1 : 27 37,0 
St 5 1 : 81 12,3 
St 6 1 : 243 4,1 

 
Ergänzung: Soll als Standard der HPLC-Standard Zearalenon (1940 ng/mL) verwendet wer-
den, so muß im ersten Schritt eine Verdünnung in 5 % Acetonitril/PBS hergestellt werden 
(52 µL auf 10 mL). Diese Lösung hat einen Gehalt von 10,088 µg/mL und ist bei 4 °C 6 Mo-
nate haltbar. Aus dieser Lösung wird immer frisch eine 1 : 10 Verdünnung (100 µL + 900 µL 
5 % Acetonitril/PBS) hergestellt. Diese Lösung hat einen Gehalt von 1008,8 pg/mL. Aus die-
ser wird dann gemäß Tabelle immer im Verhältnis 1 : 3 (200 µL Standard + 400 µL 5 % Ace-
tonitril/PBS) verdünnt. 
 
Durchführung der Immunreaktion 
Auf die vorbereitete ELISA-Platte werden jeweils 50 µL Blindwert, Standardverdünnungen 
und Probenverdünnungen aufgebracht, wobei für jeden Wert mindestens eine Vierfachbe-
stimmung durchzuführen ist. Anschließend werden die Kavitäten mit je 50 µL Konjugatlösung 
versetzt, abgedeckt, und die so beschickte Platte für mind. 2 h lichtgeschützt und unter leich-
ter Bewegung bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend werden die Kavitäten dreimal mit 
Waschlösung gründlich gewaschen und sehr sorgfältig ausgeschlagen. 
 
Farbreaktion und Messung 
In die getrockneten Kavitäten werden jeweils 100 µL Substratlösung gegeben und zur voll-
ständigen Farbentwicklung für 20 Minuten lichtgeschützt und unter leichter Bewegung entwi-
ckelt. Nach ausreichender Farbentwicklung wird die Reaktion mit je 100 µL einer ein molaren 
Schwefelsäure pro Kavität gestoppt, wobei darauf zu achten ist, dass das Stoppen der Reak-
tion in gleicher Reihenfolge erfolgt wie die Zugabe des Substrats! (z. B. bei beiden Zugaben 
von der Reihe A nach H). 
 
Nach dreiminütigem Mischen wird die Platte im ELISA-Reader bei 450 nm vermessen und 
mittels zugehöriger Software die Bestimmung ausgewertet.  
 
Belegungsplan für die ELISA-Platten 
 
    Auftragsrichtung Standards 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Leer St1 St2 St3 St4 St5 St6 Blind Probe  Probe Probe Leer 
B Leer St1 St2 St3 St4 St5 St6 Blind Probe Probe Probe Leer 
C Leer St1 St2 St3 St4 St5 St6 Blind Probe Probe Probe Leer 
D Leer St1 St2 St3 St4 St5 St6 Blind Probe Probe Probe Leer 
E Leer Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Leer Leer 
F Leer Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Leer Leer 
G Leer Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Leer Leer 
H Leer Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Leer Leer 

 
Auftragsrichtung Proben 
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9.3 Abschnitt III 

Tab. A-7: Zusammenfassung der Ergebnisse der durchgeführten Laborvergleichsuntersuchungen für DON 

  Vollkorn-
weizenmehl 

Vollkorn-
weizenmehl 

Weizenmehl  
Typ 405 

Nudeln Kinderkeks Nudeln Weizenmehl  
Typ 405 

Vollkorn- 
nudeln 

Vollkorn- 
weizenmehl 

n  6 6 6 6 6 6 6 6 7 
Mittelwert [µg/kg] 106 108 257 231 285 155 398 890 1040 
Median [µg/kg] 108,5 115 272 231,5 258 144 368 895,4 1010,5 
S [µg/kg] 19,6 18,5 48,3 35,6 91,9 52,7 80,6 231,8 126,7 
RSDR [%] 18,5 17,1 18,8 15,4 32,2 34 20,2 26 12,2 
Dixon Ausreißer Test  Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine 
Grubbs Ausreißer Test  Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine 
r  [µg/kg] 27,7 37,9 49,5 94 166,7 92 117,7 361,4 208,6 
sr  [µg/kg] 9,8 13,4 17,5 33,2 58,9 32,5 41,6 127,7 73,7 
RSDr  [%] 9,2 12,4 6,8 14,4 20,7 21 10,5 14,3 7,1 
R  [µg/kg] 60 58,6 162,2 116 257,5 153,4 190,5 723,6 390,8 
sR  [µg/kg] 21,2 20,7 57,3 41 91 54,2 67,3 255,7 138,1 
RSDR [%] 20 19,2 22,3 17,7 31,9 35 16,9 28,7 13,3 
sR (Horwitz) [µg/kg] 24,63 50,66 45,61 46,72 63,28 39,87 74,6 150 165,36 
RSDR (Horwitz) [ %] 22,29 19,62 19,98 19,9 18,86 20,47 18,32 16,18 15,91 
HoR  0,9 0,8 1,1 0,9 1,4 1,4 0,9 1,7 0,8 
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Tab. A-8: Zusammenfassung der Ergebnisse der durchgeführten Laborvergleichsuntersuchungen für ZEA 

 Maischips Maismehl Vollkorn-
weizenmehl 

Vollkorn-
weizenmehl 

Weizenmehl 
Typ 405 

Müsli Maisgrieß Knusper- 
flakes 

n  6 6 6 6 6 6 6 6 
Mittelwert [µg/kg] 40,9 13,2 22,9 55,3 3,1 3,4 19,0 36,7 
Median [µg/kg] 45,0 9,9 23,5 56,5 3,2 2,5 20,4 38,6 
STABW [µg/kg] 11,6 6,7 3,2 9 0,3 4,3 8,3 1,9 
RSDR [%] 28,2 50,8 14 16,3 10,5 22,8 22,5 31,8 
Dixon Ausreißer Test Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine 
Grubbs Ausreißer Test Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine 
r  [µg/kg] 11,9 7,1 4,5 11,9 0,8 3,4 9,6 3,7 
sr    [µg/kg] 4,2 2,5 1,6 4,2 0,3 1,2 3,4 1,3 
RSDr   [%] 10,3 18,9 7 7,6 9,7 6,3 9,3 21,7 
R  [µg/kg] 32,8 21,5 9,3 26,6 3,1 12,4 23,8 5,7 
sR  [µg/kg] 11,6 7,6 3,3 9,4 1,1 4,4 8,4 2 
RSDR [%] 28,7 57,6 14,4 17 35,5 23,2 22,9 33,3 
sR (Horwitz) [µg/kg] 10,6 4,26 6,46 13,68 1,32 5,7 9,73 2,16 
RSDR (Horwitz) [%] 25,89 30,42 28,26 24,74 37,44 28,89 26,28 34,32 
HoR   1,1 1,6 0,5 0,7 0,9 0,7 0,9 0,9 
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Tab. A-9: Zusammenfassung der Ringversuchsergebnisse für die § 35 Methode „Bestimmung von Zeara-
lenon in Getreidemehl“ 

Roggenmehl Weizenmehl  
20 µg/kg 50 µg/kg 70 µg/kg 20 µg/kg 50 µg/kg 70 µg/kg 

MW  [µg/kg] 24,4 56,3 83,6 25,9 57,0 107,3 
n  15 16 15 15 15 16 
Grubbs Ausreißer Test Keine Keine Keine Keine Keine Keine 
ni  15 16 15 15 15 16 
r [µg/kg] 7,2 16,8 33,5 6,9 6,5 29,0 
sr [µg/kg] 2,6 6,0 12,0 2,5 2,3 10,4 
RSDr [%] 10,7 10,7 14,4 9,6 4,0 9,6 
R [µg/kg] 12,2 32,2 48,4 15,0 33,6 56,6 
sR [µg/kg] 4,3 11,5 17,3 5,4 12,0 23,4 
RSDR [%] 17,6 20,4 20,7 20,8 21,0 21,8 
sR (Horwitz) [µg/kg] 6,82 13,88 19,08 7,19 24,02 14,04 
RSDR (Horwitz) [ %] 27,99 24,67 23,32 27,72 22,39 24,62 
HoR  0,6 0,8 0,9 0,8 0,9 1,0 

 
 
Tab. A-10: Wiederfindungsuntersuchungen der HPLC-FLD-Methode von Zearalenon und den Isomeren in 
Maisprodukten (n=2) 

Maisgrieß Maismehl  Konz. 
[µg/kg] Wdf. [ %] RSDr [ %] Wdf. [ %] RSDr [ %] 

10 84,7 7,2 123,7 37,4 
50 85,3 6,6 86,3 15,5 

ZEA 

200 100,9 32,5 68,7 8,7 
10 64,8 7,0 49,5 10,5 
50 67,6 4,7 55,9 12,0 

ZAN 

200 55 2,5 52,3 13,4 
10 137,3 6,1 131,1 4,0 
50 91,3 1,4 76,5 4,4 

α-ZAL 

200 80,3 19,3 63,5 6,1 
10 163 4,7 146,5 9,1 
50 98,6 0,9 82,6 6,8 

β- ZAL 

200 70,8 0,4 70,1 12,0 
10 199,7 0,7 201,4 11,4 
50 107,7 1,4 99,2 3,0 

α-ZOL 

200 91,5 26,5 70,0 6,1 
10 161,7 2,6 148,7 6,3 
50 108,8 4,7 76,4 7,3 

β-ZOL 

200 95,7 25,5 79,0   11,5 
 
 
Tab. A-11: Wiederfindungsuntersuchungen von Zearalenon in unterschiedlichen Konsum- und Säuglings-
folgemilch Proben (n=2) 

Matrix Konzentration 
[µg/L] 

HPLC-FLD LC-MS/MS 

Kinderfolgemilch 10 82,5 87,0 
Haltbare Vollmilch; 3,5 % Fett 10 103,0 125,0 
Fettarme Frischmilch 50 81,6 84,9 
HaltbareVollmilch; 1,5 % Fett 50 80,4 84,6 
Frische Vollmilch  100 78,4 85,7 
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Tab. A-12: Wiederfindungsergebnisse der ASE-Multi-Trichothecen-Methode für die Typ B Trichothecene 
(n=3) 

 Matrix Konzentration 
[µg/kg] 

Wdf. 
[%] 

RSDr  
[%] 

Weizen 500 90,0 1,1 
Vollkorn-Haferflocken 250 109,5 4,1 
Maisgrieß 50 74,0 12,2 

DON 

Weizenmehl Typ 550 25 124,5 8,4 
Weizen 500 88,5 1,7 
Vollkorn-Haferflocken 250 96,5 0,57 
Maisgrieß 50 88,5 2,87 

NIV 

Weizenmehl Typ 550 25 89,5 0,6 
Weizen 500 93,0 1,1 
Vollkorn-Haferflocken 250 104,5 1,4 
Maisgrieß 50 90,5 1,7 

Fus X 

Weizenmehl Typ 550 25 115,0 0 
Weizen 500 97,0 2,1 
Vollkorn-Haferflocken 250 103,0 0,9 
Maisgrieß 50 84,5 1,7 

3-AcDON 

Weizenmehl Typ 550 25 114,5 2,1 
Weizen 500 108,5 0,4 
Vollkorn-Haferflocken 250 110,5 4,0 
Maisgrieß 50 85,5 1,7 

15-AcDON 

Weizenmehl Typ 550 25 99,0 1,0 
Vollkorn-Haferflocken 100 105,5 1,3 DOM-1 
Maisgrieß 100 102,5 1,5 

 
 
Tab. A-13: Wiederfindungsergebnisse der ASE-Multi-Trichothecen-Methode für die Typ A Trichothecene 
(n=3) 

 Matrix Konzentration 
[µg/kg] 

Wdf.  
[%] 

RSDr 
[%] 

Weizen 500 79,8 6,0 
Vollkorn-Haferflocken 100 95,6 2,9 

T2-Toxin 

Maisgrieß 50 118,5 6,0 
Weizen 500 89 4,3 
Vollkorn-Haferflocken 100 88 0,6 

HT-2 Toxin 

Maisgrieß 50 91,2 0,9 
Weizen 500 86,5 1,5 
Vollkorn-Haferflocken 100 89,6 0,1 

DAS 

Maisgrieß 50 111,8 3,0 
Weizen 500 98,2 1,6 
Vollkorn-Haferflocken 100 97,0 0,4 

VOL 

Maisgrieß 50 99,9 3,9 
Weizen 500 115,9 6,5 
Vollkorn-Haferflocken 100 100,9 1,1 

15-AcSCP 

Maisgrieß 50 149,8 2,0 
Weizen 500 128,3 4,1 
Vollkorn-Haferflocken 100 114 4,3 

NEO 

Maisgrieß 50 138 10,1 
Weizen 500 87,3 4,5 
Vollkorn-Haferflocken 100 93,5 2,8 

3-AcDAS 

Maisgrieß 50 103,8 2,1 
Weizen 500 101,5 2,9 
Vollkorn-Haferflocken 100 100,4 7,6 

T-2 Triol 

Maisgrieß 50 105,7 2,0 
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Tab. A-14: Wiederfindungsuntersuchungen von Typ A und Typ B Trichothecenen in unterschiedlichen 
Speiseölen (n = 3) 

Maiskeimöl Weizenkeimöl Sojaöl  Konz. 
[µg/kg] Wdf. [%] RSD [%] Wdf. [%] RSD [%] Wdf. [%] RSD [%] 

50 122,1 1,5 77,4 5,8 100,5 4,7 
250 104,9 10,3 85,7 5,1 91,0 10,4 

VOL 

500 106,4 30,4 84,1 3,2 93,4 6,9 
50 166,4 5,9 68,9 0,1 164,3 20,3 

250 124,0 3,6 37,7 10,1 102,7 4,0 
DON 

500 122,0 6,5 64,6 45,8 108,3 17,8 
50 141,2 5,0 96,8 8,6 166,2 17,4 

250 114,1 3,0 100,2 6,2 114,9 6,1 
NIV 

500 121,8 15,3 90,4 12,8 98,7 11,6 
50 144,9 3,2 122,6 9,9 139,1 8,2 

250 60,7 6,3 83,3 1,9 68,0 2,6 
15-AcSCP 

500 59,2 7,7 82,7 2,5 66,0 10,2 
50 94,8 6,2 71,1 8,7 46,8 8,8 

250 58,3 8,6 69,9 15,7 67,5 12,5 
Trichothecin 

500 71,7 15,5 81,6 18,2 83,1 19,2 
50 59,5 8,5 56,4 17,1 50,1 76,2 

250 53,3 10,9 52,1 26,0 56,6 48,7 
3-AcDON 

500 37,5 64,8 61,1 49,7 60,1 53,4 
50 32,8 8,2 35,1 5,0 53,7 2,8 

250 44,9 33,3 30,1 30,5 45,6 32,8 
15-AcDON 

500 21,5 69,8 31,2 13,7 49,8 34,1 
50 59,2 13,0 41,8 1,2 57,4 47,3 

250 52,7 25,4 46,3 11,3 66,2 16,2 
FusX 

500 35,8 42,5 46,3 8,4 61,2 20,1 
50 110,3 6,9 130,4 6,2 140,5 20,7 

250 93,9 5,8 108,3 16,8 110,6 18,4 
DAS 

500 87,0 2,5 95,0 31,9 93,6 5,3 
50 106,0 8,8 99,2 5,1 112,3 31,6 

250 101,8 32,3 49,7 13,8 66,3 41,0 
3-AcDAS 

500 90,5 55,2 39,4 53,0 61,7 42,0 
50 43,1 0,7 44,1 3,9 48,8 1,8 

250 37,4 15,8 31,2 1,3 32,4 10,7 
HT-2 Toxin 

500 34,4 32,0 32,0 12,2 31,0 4,8 
50 60,8 4,2 69,9 2,3 74,6 13,5 

250 49,2 26,3 43,7 3,8 49,4 15,5 
T-2 Toxin 

500 44,3 9,0 36,6 24,9 44,5 6,1 
 
 
Tab. A-15: Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen von Typ A und Typ B Trichothecenen in 
pflanzlichen Speiseölen (Maiskeimöl, Weizenkeimöl und Sojaöl; n = 3) 

Toxin Matrix Wiederfindungs-
funktion 

Mittlere 
Wdf. [%] 

Korrel. 
koeff. 

Maiskeimöl y= 1,048·x + 5,7 105 1,000 
Weizenkeimöl y= 0,847·x - 1,5 85 1,000 

VOL 

Sojaöl y= 0,927·x + 0,9 93 1,000 
Maiskeimöl y= 1,172·x + 21,9 117 1,000 
Weizenkeimöl y= 0,652·x - 23,4 65 0,966 

DON 

Sojaöl y= 1,026·x + 20,0 103 0,997 
Maiskeimöl y= 1,200·x + 1,5 120 0,999 
Weizenkeimöl y= 0,893·x + 12,1 89 0,998 

NIV 

Sojaöl y= 0,908·x + 45,7 91 0,998 
Maiskeimöl y= 0,500·x + 40,0 50 0,995 
Weizenkeimöl y= 0,784·x + 18,6 78 1,000 

15-AcSCP 

Sojaöl y= 0,581·x + 34,8 58 0,998 
Maiskeimöl y= 0,698·x - 2,2 70 0,989 
Weizenkeimöl y= 0,832·x - 15,8 83 0,997 

Trichothecin 

Sojaöl y= 0,876·x - 31,1 88 0,996 
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Fortsetzung Tab. A-15: Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen von Typ A und Typ B Trichothe-
cenen in pflanzlichen Speiseölen (Maiskeimöl, Weizenkeimöl und Sojaöl; n = 3) 

Toxin Matrix Wiederfindungs-
funktion 

Mittlere 
Wdf. [%] 

Korrel. 
koeff. 

Maiskeimöl y= 0,345·x + 24,8 35 0,971 
Weizenkeimöl y= 0,620·x - 10,6 62 0,996 

3-AcDON 

Sojaöl y= 0,613·x - 7,8 61 1,000 
Maiskeimöl y= 0,193·x + 27,2 19 0,807 
Weizenkeimöl y= 0,308·x + 0,7 31 0,999 

15-AcDON 

Sojaöl y= 0,496·x - 2,2 50 0,998 
Maiskeimöl y= 0,326·x + 26,5 33 0,963 
Weizenkeimöl y= 0,468·x - 2,0 47 1,000 

FusX 

Sojaöl y= 0,614·x + 3,0 61 0,998 
Maiskeimöl y= 0,842·x + 17,0 84 0,999 
Weizenkeimöl y= 0,907·x + 28,5 91 0,998 

DAS 

Sojaöl y= 0,879·x + 37,2 88 0,996 
Maiskeimöl y= 0,884·x + 17,6 88 0,998 
Weizenkeimöl y= 0,326·x + 36,7 33 0,997 

3-AcDAS 

Sojaöl y= 0,561·x + 27,1 56 1,000 
Maiskeimöl y= 0,334·x + 6,8 33 0,999 
Weizenkeimöl y= 0,307·x + 4,7 31 0,999 

HT-2 Toxin 

Sojaöl y= 0,290·x + 9,3 29 1,000 
Maiskeimöl y= 0,423·x + 12,1 42 0,999 
Weizenkeimöl y= 0,328·x + 21,7 33 0,998 

T-2 Toxin 

Sojaöl y= 0,411·x + 18,2 41 1,000 
 

Tab. A-16: Wiederfindungsuntersuchungen der Typ A und Typ B Trichothecene in Bier (n = 3) 

 Matrix Konz.  
[µg/L] 

Wdf.  
[%] 

RSD  
[%] 

Pils 10 57,7 9,2 
Schwarzbier 50 61,6 12,6 

T-2 Toxin  

Weißbier  100 70,5 2,4 
Pils 10 101,6 6,8 
Schwarzbier 50 80,8 15,9 

HT-2 Toxin 

Weißbier  100 87,3 4,4 
Pils 10 61,4 13,4 
Schwarzbier 50 70,9 10,2 

3-AcDAS 

Weißbier  100 79,4 1,1 
Pils 10 21,7 15,4 
Schwarzbier 50 70,7 18,9 

DAS 

Weißbier  100 72,9 6,4 
Pils 10 48,1 29,6 
Schwarzbier 50 66,7 12,4 

Trichothecin 

Weißbier  100 72,7 5,2 
Pils 10 103,3 6,6 
Schwarzbier 50 91,7 18,5 

VOL 

Weißbier  100 66,7 11,2 
Pils 10 94,7 1,41 
Schwarzbier 50 95,4 7,65 

NEO 

Weißbier  100 86,0 8,97 
Pils 10 87,8 6,4 
Schwarzbier 50 79,1 6,4 

FusX 

Weißbier  100 73,6 11,4 
Pils 10 92,5 4,9 
Schwarzbier 50 77,9 4,7 

15-AcDON 

Weißbier  100 72,4 7,4 
Vollbier Pils 10 140,8 1,8 
Schwarzbier 50 93,3 5,4 

3-AcDON 

Weißbier  100 85,3 6,8 
Pils 10 3,3 0,0 
Schwarzbier 50 3,0 9,1 

NIV 

Weißbier  100 2,9 7,2 
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Tab. A-17: ANOVA-Berechnung Bieruntersuchung 

Ergebnis der ANOVA-Aalyse für die Einzeltage 
Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz 
Tag 1 10 343 34,3 12,38 
Tag 2 10 353,9 35,39 18,37 
Tag 3 10 348,6 34,86 11,12 

 
ANOVA 

Streuungs-
ursache 

Quadrat-
summen  
(SS) 

Freiheits-
grade  
(df) 

Mittlere Quad-
ratsumme  
(MS) 

Prüfgröße  
(F) 

P-Wert kritischer  
F-Wert 

Unterschiede 
zwischen den 
Gruppen 

5,942 2 2,971 0,21290533 0,80957656 3,354131195 

Innerhalb der 
Gruppen 

376,773 27 13,9545556    

Gesamt 382,715 29     
 
 
Tab. A-18: Vorperioden für die DON- und ZEA-ELISA-Qualitätskontrollkarten 

  DON 311  
[µg/kg] 

ZEA 185  
[µg/kg] 

n  14 12 
Mittelwert  326,6 36,3 
Median  303,2 35,4 
sr [µg/kg] 85,8 5,5 
2 s Bereich  171,6 11,0 
3 s Bereich  256,5 16,5 
r [µg/kg] 242,7 15,5 
RSDr [%] 26,3 15,2 
sr (Horwitz) [µg/kg] 61,8 9,57 
RSDr (Horwitz) [%] 18,9 26,36 
Hor  1,4 0,6 
 
 
Abb. A-1: Kreuzvalidierung für die DON-Bestimmung zwischen LC-MS/MS und HPLC-UV mit einem Vor-
hersageintervall von 95 % (LC–MS/MS=20,32+091⋅⋅⋅⋅HPLC–UV) 
 

 
 
n = 356 Regressionsgerade Untere 95 % Obere 95 % 
Abszissenabschnitt 20,32 15,26 25,40 
Steigung 0,91 0,88 0,93 
Korrelationskoeffizient: 0,97 Bestimmtheitsmaß: 0,95 
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Abb. A-2: Kreuzvalidierung für die DON-Bestimmung zwischen ELISA und LC-MS/MS mit einem Vorher-
sageintervall von 95 % 

 
 
 

n =313 Regressionsgerade Untere 95 % Obere 95 % 
Abszissenabschnitt 24,22 13,11 35,34 
Steigung 0,90 0,85 0,95 
Korrelationskoeffizient: 0,89 Bestimmtheitsmaß: 0,80 

 
 
Abb. A-3: Kreuzvalidierung für die DON-Bestimmung mittels LC-APCI-MS/MS zwischen API 2000 und 
API 4000 mit einem Vorhersageintervall von 95 % API2000=0,19+1,25⋅⋅⋅⋅API4000 
 

 
 
 

n = 194 Regressionsgerade Untere 95 % Obere 95 % 
Abszissenabschnitt 0,19 -8,67 9,05 
Steigung 1,25 1,21 1,28 
Korrelationskoeffizient: 0,98 Bestimmtheitsmaß: 0,97 
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Abb. A-4: Kreuzvalidierung für die DON-LC-MS/MS-Bestimmung der ASE-Multi-Trichothecen-Methode 
mittels den ESI- und APCI-Ionisierungstechniken mit einem Vorhersageintervall von 95 % 
 

 
 
 

n = 43 Regressionsgerade Untere 95 % Obere 95 % 
Abszissenabschnitt 31,25 2,24 60,26 
Steigung 0,94 0,88 1,00 
Korrelationskoeffizient: 0,98 Bestimmtheitsmaß: 0,96 

 
 
Abb. A-5: Kreuzvalidierung für die DON LC-MS/MS-Bestimmung in Bier zwischen der ESI- und der APCI-
Ionisierungstechnik bei einem Vorhersageintervall von 95 %. APCI=1,13 ESI+040 

 

 
 
 

n = 126 Regressionsgerade Untere 95 % Obere 95 % 
Abszissenabschnitt 0,40 -0,158 0,959 
Steigung 1,13 1,028 1,226 
Korrelationskoeffizient: 0,90 Bestimmtheitsmaß: 0,81 
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Abb. A-6: Kreuzvalidierung für die NIV LC-MS/MS-Bestimmung zwischen der ESI- und der APCI-
Ionisierungstechnik bei einem Vorhersageintervall von 95 %. APCI=1,23⋅⋅⋅⋅ESI+1,47 

 
 
 
n = 74 Regressionsgerade Untere 95 % Obere 95 % 
Abszissenabschnitt 1,47 -0,27 3,20 
Steigung 1,23 1,17 1,29 
Korrelationskoeffizient: 0,98 Bestimmtheitsmaß: 0,96 
 
 
Abb. A-7: Kreuzvalidierung für die HT-2 Toxin LC-MS/MS-Bestimmung zwischen der ESI und APCI-
Ionisierungstechnik bei einem Vorhersageintervall von 95 %. APCI=1,30⋅⋅⋅⋅ESI+0,57 
 

 
 
 
n = 21 Regressionsgerade Untere 95 % Obere 95 % 
Abszissenabschnitt 0,23 -0,28 0,74 
Steigung 1,30 1,19 1,40 
Korrelationskoeffizient: 0,98 Bestimmtheitsmaß: 0,95 



 
 
204 Bundesinstitut für Risikobewertung 

Abb. A-8: Kreuzvalidierung für die DON LC-MS/MS-Bestimmung zwischen der DON Routineanalytik und 
der ASE-Multi-Trichothecen-Methode bei einem Vorhersageintervall von 95 % 

 
 
 
n = 79 Regressionsgerade Untere 95 % Obere 95 % 
Abszissenabschnitt 3,05 -7,97 14,06 
Steigung 0,75 0,71 0,77 
Korrelationskoeffizient: 0,98 Bestimmtheitsmaß: 0,97 

 
 
Abb. A-9: Kreuzvalidierung für die ZEA-Bestimmung zwischen HPLC-FLD und LC-ESI-MS/MS (API 4000) 
bei einem Vorhersageintervall von 95 %. LC–MS/MS=2,69+1,05⋅⋅⋅⋅FLD 

 
 
 
n = 200 Regressionsgerade Untere 95 % Obere 95 % 
Abszissenabschnitt 2,69 0,03 5,34 
Steigung 1,05 1,03 1,07 
Korrelationskoeffizient: 0,99 Bestimmtheitsmaß: 0,98 
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Abb. A-10: Kreuzvalidierung für die ZEA-Bestimmung zwischen ELISA und LC-MS/MS bei einem Vorher-
sageintervall von 95 % LC–MS/MS=21,57+0,90⋅⋅⋅⋅ELISA 

 
 
n = 71 Regressionsgerade Untere 95 % Obere 95 % 
Abszissenabschnitt 21,57 14,89 28,25 
Steigung 0,90 0,84 0,96 
Korrelationskoeffizient: 0,96 Bestimmtheitsmaß: 0,93 
 
 
Tab. A-19: Fragmentierung von Typ A und Typ B Trichothecenen 

Verbindung  
Mono  
Isotopenmasse 

Ionisierung Basis- 
Peak  
[100 %] 

Vorherrschende Monoisotopen Ion in % des Basis Peaks  
 

ESI, positiv 336 247 (40), 381 (30), 189 (30), 277 (30) 

APCI, positiv 313 205 (5), 247 (50), 253 (20), 265 (30), 277 (15), 283 (20), 
295 (65), 309 (10), 327 (35) NIV 

312,121 
ESI, positiv 
ESI, negativ 

205 
281 

313 (59), 295 (14), 277(21), 265 (22), 247 (57), 229 (60), 
175 (89), 125 (64) 
311 (61), 263 (5), 243 (10), 205 (7), 187 (7), 175 (31) 

ESI, positiv 247 229 (70), 205 (70), 337 (70), 355 (70), 418 (70) 
APCI, positiv 355 307 (5), 325 (5), 337 (15), 

FusX 
354,132 ESI, positiv 

ESI, negativ 
175 
353 

355 (32), 337 (21), 319 (6), 295 (12), 277 (33), 247 (86), 
229 (86), 205 (76), 201 (61), 137 (43) 
331 (6), 293 (10), 263 (65), 245 (9), 233 (9), 215 (7), 205 
(24) 

ESI, positiv 231 249 (95), 297 (60), 203 (55) 
APCI, positiv 297 231 (5), 249 (25), 261 (10), 267 (15), 279 (20) 

DON 
296,126 

ESI, positiv 249 279 (93), 261 (47), 231 (50), 203 (33) 
DOM-1 
280,135 

ESI, positiv 233 281 (64), 263 (17), 245 (34), 227 (36), 215 (85), 199 (44), 
137 (61), 109 (66) 

ESI, positiv 231 213 (75), 203 (55), 175 (50), 279 (40), 137 (38) 
APCI, positiv 339 279 (10), 311 (10), 321 (5) 3-AcDON 

338,137 ESI, positiv ESI, 
negativ 

231 
307 

339 (39), 321 (10), 291 (26), 279 (23), 261 (23), 249 (17), 
213 (33), 203 (59) 
337 (80), 295 (6), 277 (18), 247 (26), 217 (19), 173 (50) 

15-AcDON 
338,137 ESI, positiv 261  361(50),321(48),231(42),361(40) 

APCI, positiv 339 231 (5), 249 (10), 261 (90), 279 (20), 291 (10), 321 (45), 
356 (15) 

 
ESI, positiv ESI, 
negativ 

261 

113 

339 (18), 321 (98), 297 (38), 279 (33), 249 (31), 231 (61), 
213 (23), 203 (37), 137 (88) 

337 (63), 319 (6), 307 (8), 291 (5), 277 (15), 135 (14) 

ESI, positiv 306 229(65),107(30),247(30) 15-AcSCP 

324,157 ESI, positiv 325 343 (5), 307 (11), 279 (4), 265 (71), 247 (5) 
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Fortsetzung Tab. A-19: Fragmentierung von Typ A und Typ B Trichothecenen 

Verbindung  
Mono  
Isotopenmasse 

Ionisierung Basis- 
Peak  
[100 %] 

Vorherrschende Monoisotopen Ion in % des Basis Peaks  
 

ESI, positiv 307 289 (90), 247 (60), 299 (55), 349 (52) 

APCI, positiv 367 307 (10), 349 (45), 384 (30) 
DAS 

366,167 
ESI, positiv 367 349 (45), 307 (48), 289 (8), 247 (16), 229 (10), 201 (6) 
ESI, positiv 431 229 (50), 247 (38), 201 (30),289 (20) 3-AcDAS 

408,178 ESI, positiv 349 409 (24), 391 (4), 367 (17), 307 (40), 289 (54), 247 (94), 
229 (53), 211 (17), 201 (38) 

ESI, positiv 405 245 (90), 400 (60), 215 (60), 395 (45) 

APCI, positiv 335 197(5), 215 (15), 245 (15), 275 (15), 287 (5), 293(5), 305 
(45), 323 (10), 337 (35), 365 (40), 383 (15), 397 (15), 

NEO 
382,162 

ESI, positiv 383 365 (33), 323 (29), 305 (18), 275 (9), 245 (17), 215 (8) 
ESI, positiv 145 215(98), 400(45), 169(75),159(72),187(70) 
APCI, positiv 383 215 (5), 233 (5), 281 (5) T-2 Triol 

382,199 
ESI, positiv 383 315 (64), 301 (43), 285 (16), 247 ( 77), 233 (52), 215 (16), 

165 (30) 
ESI, positiv 263 245(60),215(55),442(30),197(30) 
APCI, positiv 425 245 (5), 263 (10), 323 (10), 355 (10), 442 (20) HT-2 Toxin 

424,209 
ESI, positiv 425 407 (32), 365 (6), 323 (9), 289 (20), 263 (43), 245 (22), 

233 (24), 215 (36) 
ESI, positiv 489 215 (55), 305 (45), 484 (38), 245(35) 

APCI, positiv 335 
197 (5), 215 (15), 227 (5), 245 (20), 257 (5), 275 (10), 287 
(5), 305 (45), 337 (40), 365 (50), 397 (35), 467 (65), 
484(40) 

T-2 Toxin 
466,220 

ESI, positiv 305 467 (48), 449 (9), 407 (7), 365 (27), 275 (17), 257 (30), 
245 (68), 215 (51), 197 (19), 185 (24) 

d3-T2-Toxin 
470,5 ESI, positiv 308 471 (62), 453 (12), 368 (26), 275 (16), 245 (84), 227 (18), 

215 (53), 197 (26) 
T2-Tetraol 
298,141 ESI, positiv 299 281 (23), 263 (20), 251 (10), 245 (9), 233 (13), 215 (17) 

ESI, positiv 231 159 (70), 249 (70), 185 (70), 330 (30), 308 (25) 
APCI, positiv 299 219 (5), 231 (5), 249 (45), 267 (35), 281 (40) VOL 

266,151 
 267 249 (55), 237 (4), 231 (24), 219 (14), 213 (7), 203 (5), 185 

(4)  
ESI, positiv 211 229 (70), 201(65), 159 (60), 333 (20) 

Trichothecin 
332,162 ESI, positiv ESI, 

negativ 
333 
135 

247 (52), 229 (69), 217 (6), 211 (67), 203 (22), 201 (31) 
331 (4), 263 (29), 245 (24), 215 (37), 201 (17), 189 (86), 
187 (13)  
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Tab. A-20: Fragmentierung von Zearalenon, Zearalanon,  α-/β-Zearalanol, α-/β-Zearalenol und d4 -β-
Zearalenol 

Verbindung  
Mono Isotopen-
masse 

Ionisierung Basis- 
Peak 
[100 %] 

Vorherrschende Monoisotopen Ion in % des Basis Peaks 

ESI, positiv 305 287 (30), 261 (10), 207 (8) 

APCI, negativ 277 321 (35), 259 (36), 205 (41), 189 (53), 177 (30), 161 (92), 
145 (38),135 (76), 122 (50),107 (68) 

α-ZAL 
322,178 

ESI, positiv 305 323 (4), 287 (59), 277 (29), 269 (19), 261 (17), 207 (24), 
167 (44) 

ESI, positiv 305 287 (28), 167( 10), 277 (10) 

APCI, negativ  161 321 (22), 277 (58), 259 (30), 205 (48),189 (50),175 
(30), 145 (44),133 (98),122 (76),107 (89) 

β-ZAL 
322,178 

ESI, positiv 305 323 (1), 287 (61), 277 (47), 269 (21), 261 (9), 207 (28), 
167 (41) 

ESI, positiv 303 321 (22), 277 (5) 

APCI, negativ  161 319 (20), 275 (30), 233 (26), 205 (90),189 (20), 149 (38), 
137 (54), 107 (86) 

ZAN 
320,162 

ESI, positiv 302 321 (3), 285 (3), 207 (16), 189 (22) 

ESI, positiv 285 303 (35),267(20), 257(10) 

APCI, negativ  160 319 (24),187 (42),174 (57), 144 (44),130 (72) α-ZOL 
320,162 

ESI, positiv 285 321 (13), 303 (30), 267 (64), 257 (14), 177 (25) 

ESI, positiv 285 267(52),229(40), 303(40) 

APCI, negativ  130 319 (12),188 (50),174 (54),160 (98),144 (53) β-ZOL 
320,162 

ESI, positiv 285 321 (25), 303 (66), 267 (25), 259 (10) 

ESI, positiv 301 283 (92), 319 (35) 

APCI, negativ  131 317 (21), 187 (32), 175 (98), 160 (35), 149 (36) ZEA 
318,147 

ESI, positiv 319 301 (44), 283 (72), 265 (20), 231 (31), 187 (36) 

β-ZOL-d4  
324,17 ESI, positiv 288 325 (3), 307 (21), 270 (67), 232 (36), 217 (40) 
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10 Abkürzungen und Akronyme  

15-AcDON 15-Acetyl-4-deoxynivalenol 
15-AcSCP 15-Acetoxyscirpenetriol 
3-AcDON 3-Acetyl-4-deoxynivalenol 
3-α-AcDAS 3-α-Acetyldiacetoxyscirpenol 
ANOVA Analysis of Variance 
APCI Atmospheric Pressure Chemical Ionization (Chemische Ionisation unter Atmo-

sphärendruck) 

APPI Atmospheric Pressure Photo Ionization (Photo Ionisation unter Atmosphären-
druck) 

ASE Beschleunigte Lösungsmittelextraktion 
ATA Alimentäre Toxische Aleukie 
BfR Bundesinstitut für Risikobewertung 
BgVV Bundesinstitut für gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinärmedizin 
BMVEL Bundesministerium für Verbraucherschutz, Ernährung und Landwirtschaft 

(inzwischen: Bundesministerium für Ernährung, Landwirtschaft und Verbrau-
cherschutz; BMELV) 

CAD Collision Activated Dissociation 
CI  Chemical Ionization (Chemische Ionisation) 
CID Collision Induced Dissociation  
CRM Certified Reference Material (Zertifiziertes Referenzmaterial) 
CUR Currtain Gas (Vorhang Gas)  
DAD Dioden Array Detektor 
DAS 4,15-Diacetoxyscirpenol 
DOM-1 Deepoxydeoxynivalenol 
DON 4-Deoxynivalenol 
EFSA European Food Safety Authority 
EI Electron Impact 
ELISA  enzyme linked immunosorbent assay (Enzymimmunotest) 
ER Estrogen receptor (Östrogen Rezeptor) 
ESI (TISP) Elektrospray Interface (Turboionen-Spray) 
EU  Europäische Union 
F. Fusarium 
FAO  Food and Agriculture Organisation of the United Nations 
FDA Food and Drug Administration, USA 
FHB Fusarium Head Blight 
FLD Fluoreszenzdetektor 
FSA Food Standards Agency, UK 
FusX Fusarenon X 
G Schleuderziffer 
GC Gaschromatographie 
GC-ECD Kopplung der Gaschromatographie mit einem Elektroneneinfang-Detektor 
GC-MS Kopplung der Gaschromatographie mit einem Massenspektrometer 
GEMS Global Environment Monitoring System 
Ho Horrat-Wert 
HPLC Hochleistungflüssigkeitschromatographie 
HPTLC Hochleistungs-Dünnschichtchromatographie 
HRP Meerrettichperoxidase 
IAC Immunoaffinitätschromatographie 
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NWG Nachweisgrenze 
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r Wiederholbarkeit 
R Vergleichbarkeit 
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RIVM National Institute for Public Health and the Environment, NL 
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STABW Standardabweichung 
TDI Tolerable daily intake (Tolerierbare tägliche Aufnahme) 
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UNEP United Nation Environment Programm 
US NTP National Toxicology Program United States of America 
UV/VIS UV/VIS-spektralphotometrischer Detektor 
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VOL Verrucarol 
VFV Verbundforschungsvorhaben 
VO  Verordnung 
Wdf. Wiederfindung 
WHO World Health Organisation 
ZAN Zearalanon 
ZEA Zearalenon 
ZEBS Zentrale Erfassungs- und Bewertungsstelle für Umweltchemikalien des Bun-

desgesundheitsamtes 
α-ZAL α-Zearalanol 
α-ZOL α-Zearalenol 
β-ZAL β-Zearalanol 
β-ZOL β-Zearalenol 
  
 



 
 
212 Bundesinstitut für Risikobewertung 

11 Abbildungsverzeichnis 

Abb. 1:  Fusarium Weißährigkeit am Beispiel Weizen 16 

Abb. 2:  Fusarium Mais-Kolbenfäule. Weißes (F. poae) bis rosa-purpur gefärbtes 
(F. graminearum), filzig wolliges Myzel 17 

Abb. 3:  Grundstruktur der Typ B Trichothecene: 12,13-Epoxy-trichothec-9-en 
(nach Cole et al. (2003)); siehe Anhang Abschnitt I, Tab. A-1) 18 

Abb. 4:  Grundstruktur der Typ A Trichothecene: 12,13-Epoxy-trichothec-9-en 
(nach Cole et al. (2003)); siehe Anhang Abschnitt I, Tab. A- 2) 18 

Abb. 5:  Strukturformeln von Zearalenon und dessen 
Biotransformationsprodukten 19 

Abb. 6:  Verteilung von DON in unterschiedlichen Maisfraktionen (Hazel und 
Patel (2004) 40 

Abb. 7:  Verteilung des Untersuchungsmaterials nach ZEBS-Warengruppen 54 

Abb. 8:  Schematischer Aufbau einer ASE-Apparatur (in Anlehnung an Dionex) 57 

Abb. 9:  ASE-Extraktionskartusche mit Aktivkohle und einer Vollkorn-Hartweizen-
Probe nach einer Extraktion 58 

Abb. 10:  Optimierung der Extraktionstemperatur unter Verwendung des 
Vergleichsmaterials DON 311 (n=2) 58 

Abb. 11:  Optimierung der statischen Extraktionszyklenzahl (n=2) 59 

Abb. 12:  ASE Probengefäße mit Probenextrakten nach Extraktion ohne 
Aktivkohleaufreinigung (obere Reihe) und mit Aktivkohleaufreinigung 
(untere Reihe) 60 

Abb. 13:  Schematische Darstellung zum Prinzip der 
Gelpermeationschromatographie 65 

Abb. 14:  GPC-Fraktionierung von Zearalenon in natürlich kontaminierten 
Speiseölproben 66 

Abb. 15:  GPC-Fraktionierung von Typ A und Typ B Trichothecenen in einer 
gespikten Maiskeimölprobe 67 

Abb. 16:  Schematische Darstellung der Aufreinigung mittels IAC-Säulen 68 

Abb. 17 :  Qualitätskontrollkarte zur Stabilitätsuntersuchung des 
Vergleichsmaterials ZEA 185 78 

Abb. 18:  Qualitätskontrollkarte zur Stabilitätsuntersuchung des 
Vergleichsmaterials DON 311 78 

Abb. 19:  Qualitätskontrollkarte zu den Laborvergleichsuntersuchungen des 
Vergleichsmaterials DON 311 79 

Abb. 20:  Qualitätskontrollkarte der Laborvergleichsuntersuchung des 
Vergleichmaterials ZEA 185 80 

Abb. 21:  Verteilung der Partikelgröße von DON 311 nach Zerkleinerung und 
Homogenisierung mittels RETSCH® Zentrifugalmühle (n = 3) 85 

Abb. 22:  Verteilung der DON-Konzentrationen der einzelnen Siebfraktionen des 
Vergleichmaterials DON 311 (n = 3) nach Zerkleinerung und 
Homogenisierung mittels RETSCH® Zentrifugalmühle 85 



 
 

213 

 

Bundesinstitut für Risikobewertung 

Abb. 23:  Relative Verteilung der Partikelgröße einer Maisgrieß-Probe in der 
handelsüblichen Angebotsform und nach Vermahlung und 
Homogenisierung mittels RETSCH® Zentrifugalmühle (n = 3) 86 

Abb. 24:  Korrelation zwischen der Hauptwellenlänge 218 nm und der 
Bestätigungswellenlänge 236 nm anhand dual-UV-Detektor bei einem 
Vorhersageintervall von 95 % (Korrelationskoeffizient von 0,999; n = 50) 91 

Abb. 25:  HPLC-dual-UV Chromatogramm der Wellenlängen 218 nm und 236 nm 
bei einer natürlich kontaminierten Vollkorn Hartweizengrieß Teigware 
(629 µg/kg) 92 

Abb. 26:  LC-ESI-MS/MS MRM-Overlay-Chromatogramm einer natürlich 
kontaminierten Vollkorn-Hartweizengrieß-Teigware (629 µg/kg) 93 

Abb. 27:  HPLC-FLD-Chromatogramm einer Maisgrießprobe aufgestockt mit 
Zearalenon und dessen Derivaten (je 100 µg/kg) 94 

Abb. 28:  MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-ESI-MS/MS) einer aufgestockten 
Maismehlprobe (je 100 µg/kg) 95 

Abb 29:  Bestimmung der Nachweisgrenze von Zearalenon und α-Zearalenol 
mittels „Signal zu Rausch“-Methode 95 

Abb. 30:  MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-APCI-MS/MS) von DON einer 
natürlich kontaminierten Säuglings- und Kleinkindernahrungs-Probe 
(Vollkorn Früchtebrei: 3,7 µg/kg) 97 

Abb. 31:  MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-ESI-MS/MS) von Zearalenon einer 
natürlich kontaminierten Säuglings- und Kleinkindernahrungs-Probe 
(Obstbrei: 3,8 µg/kg) 98 

Abb. 32:  MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-ESI-MS/MS) einer Vollmilchprobe 
aufgestockt mit 50 µg/L 100 

Abb. 33:  HPLC-FLD-Chromatogramm einer Vollmilchprobe aufgestockt mit 
50 µg/L 100 

Abb. 34:  Darstellung ausgewählter Wiederfindungsfunktionen von Typ A und  
Typ B Trichothecenen der ASE-Multi-Trichothecen-Methode 102 

Abb. 35:  MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-APCI-MS/MS) einer aufgestockten 
Weizenmehl-Probe (je 100 µg/kg) 103 

Abb. 36:  Bestimmung der Nachweisgrenze mit der „Signal zu Rausch“-Methode 
für T-2 Toxin 105 

Abb. 37:  HPLC-UV-Chromatogramm des Vergleichsmaterials DON 311 nach 
Aufarbeitung der ASE-Multi-Trichothecen-Methode bei einer 
Wellenlänge von 218 nm 107 

Abb. 38:  HPLC-UV-Chromatogramm des Vergleichsmaterials DON 311 nach 
Aufarbeitung der ASE-Multi-Trichothecen-Methode und IAC-
Aufreinigung bei einer Wellenlänge von 218 nm 107 

Abb. 39:  Matrixkalibrierung (LC-ESI-MS/MS) von DON mittels Mais- bzw. Müsli-
Matrix (die Kalibrationsfunktion wurde mittels externer Kalibration 
erstellt) 109 

Abb. 40:  Matrixkalibrierung (LC-ESI-MS/MS) von DON mittels Mais- bzw. Müsli-
Matrix (Die Kalibrationsfunktion wurde mittels Interner Kalibration 
erstellt.) 109 



 
 
214 Bundesinstitut für Risikobewertung 

Abb. 41:  Matrixkalibrierung (LC-APCI-MS/MS) von T-2 Toxin mittels Mais- bzw. 
Müsli-Matrix (Die Kalibrationsfunktion wurde mittels externer Kalibration 
erstellt.) 110 

Abb. 42:  Matrixkalibrierung (LC-APCI-MS/MS) von T-2 Toxin mittels Mais- bzw. 
Müsli-Matrix (die Kalibrationsfunktion wurde mittels Interner Kalibration 
erstellt) 110 

Abb. 43:  HPLC-FLD-Overlay-Chromatogramm einer natürlich kontaminierten 
Maiskeimölprobe mit (schwarz) und ohne (rot) anschließender 
Aufreinigung über IAC 114 

Abb. 44:  MRM-Overlay-Chromatogramme (LC-ESI-MS/MS) einer natürlich 
kontaminierten Maiskeimölprobe mit ausschließlicher GPC-Aufreinigung 
(oberes Chromatogramm) und mit nachgeschalteter ZEA-IAC-Säulen-
Aufreinigung (unteres Chromatogramm) 114 

Abb. 45:  MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-APCI-MS/MS) einer natürlich 
kontaminierten, kaltgepressten Hanfölprobe 116 

Abb. 46:  MRM-Overlay-Chromatogramm (LC-APCI-MS/MS) einer aufgestockten 
Schwarzbier-Probe (50 µg/L je Toxin) nach einfacher Extrelut 
Aufreinigung 118 

Abb. 47:  Overlay-Chromatogramm (HPLC-dual-UV) einer natürlich 
kontaminierten Bier-Probe (Hefeweizenbier, hell) nach Aufreinigung 
mittels Extrelut und anschließender IAC-Säule 119 

Abb. 48:  Qualitätskontrollkarte der DON-ELISA mit Vergleichsmaterial DON 311 120 

Abb. 49:  Qualitätskontrollkarte der ZEA-ELISA mit Vergleichsmaterial ZEA 185 121 

Abb. 50:  Vergleich der FSA-DON-Methode, DON-Routine-Methode und ASE-
Multi-Trichothecen-Methode anhand des Vergleichsmaterials DON 
311(n = 12) 122 

Abb. 51:  Strukturformel von d3-T-2 Toxin entsprechend den Produktspezifikation 
der Fa. Sigma-Aldrich®. 127 

Abb. 52:  Massenspektrum von d3-T-2 Toxin erstellt im Product-Ionen-Scan-
Modus 127 

Abb. 53:  Massenspektrum von T-2 Toxin erstellt im Product-Ionen-Scan-Modus 128 

Abb. 54:  Massenspektrum von HT-2 Toxin erstellt im Product-Ionen-Scan-Modus 129 

Abb. 55:  Massenspektrum von ZEA erstellt im Product-Ionen-Scan-Modus 130 

Abb. 56:  Massenspektrum von d4-β-Zearalenol erstellt im Product-Ionen-Scan-
Modus 130 

Abb. 57:  Massenspektrum von β-Zearalenol erstellt im Product-Ionen-Scan-
Modus 131 

Abb. 58:  DON-Belastung in Bieren 133 

Abb. 59:  DON-Belastung in verschiedenem Getreide 134 

Abb. 60:  DON-Belastung in verschiedenen Getreidemehlen und -grießen 135 

Abb. 61:  DON-Belastung in Zerealien 136 

Abb. 62:  DON-Belastung in verschiedenen Teigwaren 137 

Abb. 63:  Aufnahmemenge von DON durch den deutschen Verbraucher 139 

Abb. 64:  ZEA-Belastung in Getreidemehl 140 



 
 

215 

 

Bundesinstitut für Risikobewertung 

Abb. 65:  ZEA-Belastung in pflanzlichen Speiseölen 141 

Abb. 66:  ZEA-Belastung von Säuglings- und Kleinkindernahrung bezogen auf die 
handelsübliche Angebotsform 142 

Abb. 67:  ZEA-Belastung von Säuglings- und Kleinkindernahrung bezogen auf die 
Trockenmasse 142 

Abb. 68:  T-2 Toxin-Belastung ausgewählter Lebensmittelgruppen 144 

Abb. 69:  HT-2 Toxin-Belastung ausgewählter Lebensmittelgruppen 144 

Abb. 70:  Schematischer Vergleich zwischen der konventionellen Trichothecen-
Analytik und der neu entwickelten ASE-Multi-Trichothecen-Analytik 149 

Abb. A-1:  Kreuzvalidierung für die DON-Bestimmung zwischen LC-MS/MS und 
HPLC-UV mit einem Vorhersageintervall von 95 % 200 

Abb. A-2:  Kreuzvalidierung für die DON-Bestimmung zwischen ELISA und  
LC-MS/MS mit einem Vorhersageintervall von 95 % 201 

Abb. A-3:  Kreuzvalidierung für die DON-Bestimmung mittels LC-APCI-MS/MS 
zwischen API 2000 und API 4000 mit einem Vorhersageintervall von 
95 % 201 

Abb. A-4:  Kreuzvalidierung für die DON-LC-MS/MS-Bestimmung der ASE-Multi-
Trichothecen-Methode mittels den ESI- und APCI-Ionisierungstechniken 
mit einem Vorhersageintervall von 95 % 202 

Abb. A-5:  Kreuzvalidierung für die DON LC-MS/MS-Bestimmung in Bier zwischen 
der ESI- und der APCI-Ionisierungstechnik bei einem 
Vorhersageintervall von 95 %. APCI=1,13 ESI+040 202 

Abb. A-6:  Kreuzvalidierung für die NIV LC-MS/MS-Bestimmung zwischen der ESI- 
und der APCI-Ionisierungstechnik bei einem Vorhersageintervall von 
95 %. APCI=1,23⋅ESI+1,47 203 

Abb. A-7:  Kreuzvalidierung für die HT-2 Toxin LC-MS/MS-Bestimmung zwischen 
der ESI und APCI-Ionisierungstechnik bei einem Vorhersageintervall von 
95 %. 203 

Abb. A-8:  Kreuzvalidierung für die DON LC-MS/MS-Bestimmung zwischen der 
DON Routineanalytik und der ASE-Multi-Trichothecen-Methode bei 
einem Vorhersageintervall von 95 % 204 

Abb. A-9:  Kreuzvalidierung für die ZEA-Bestimmung zwischen HPLC-FLD und  
LC-ESI-MS/MS (API 4000) bei einem Vorhersageintervall von 95 %. 
LC–MS/MS=2,69+1,05⋅FLD 204 

Abb. A-10:  Kreuzvalidierung für die ZEA-Bestimmung zwischen ELISA und  
LC-MS/MS bei einem Vorhersageintervall von 95 %  
LC–MS/MS=21,57+0,90⋅ELISA 205 





 
 

217 

 

Bundesinstitut für Risikobewertung 

12 Tabellenverzeichnis 

Tab. 1:  Zusammenhang zwischen produziertem Mykotoxin und der Pilzgattung 15 

Tab. 2:  Abgeleitete NOAEL’s für DON (Schlatter et al. (2004)) 21 

Tab. 3:  Abgeleitete orale LOAEL’s für NIV (Schlatter et al. (2004)) 23 

Tab. 4:  Abgeleitete LOAEL’s und NOAEL’s für T-2 Toxin (Schlatter (2004)) 25 

Tab. 5:  Zusammenfassung von weltweiten Regelungen und Gesetzgebung für 
T-2 Toxin und HT-2 Toxin mit Angabe der Lebensmittelgruppe und der 
festgelegten Höchstmenge 34 

Tab. 6:  Zusammenfassung von weltweiten Regelungen und Gesetzgebung für 
Deoxynivalenol mit Angabe der Lebensmittelgruppe und der 
festgelegten Höchstmenge 35 

Tab. 7:  Zusammenfassung von weltweiten Regelungen und Gesetzgebung für 
Zearalenon mit Angabe der Lebensmittelgruppe und der festgelegten 
Höchstmenge 36 

Tab.8:  Welt- und europaweite Belastungssituatuon durch Fusarientoxine 
(Bottalco (1998) 37 

Tab. 9:  Zearalenon enthaltende Fraktionen nach einem Nassvermahlungs-
Prozess (Bennett und Anderson (1978)) 40 

Tab. 10:  Veränderung von Trichothecenen in den einzelnen Prozessschritten der 
Bierherstellung (Hazel und Patel (2004) 43 

Tab. 11:  Analytik von Zearalenon und Derivaten mittels LC-MS bzw. LC-MS/MS 51 

Tab. 12:  Modifizierung der ASE-Multi-Trichothecen-Methode mit 
unterschiedlichen Aktivkohle-, Aluminiumoxid- und Celite-Mischungen 61 

Tab. 13:  Gegenüberstellung des Extraktions- und Aufreinigungsverhaltens von 
DON mit herkömmlicher und modifizierter Aktivkohle 62 

Tab. 14:  Zusammenfassung der Extraktionsparameter der ASE-Multi-
Trichothecen-Methode 62 

Tab. 15:  Zusammenstellung von Methoden zur Bestimmung von ZEA in 
tierischen Sekreten und Geweben 65 

Tab. 16:  Aufreinigungsparameter der verwendeten 
Größenausschlusschromatographie-Anlage 67 

Tab. 17:  MRM-Ionen-Übergänge von Zearalenon und dessen Derivaten im 
positiven Ionisierungsmodus 73 

Tab. 18:  MRM-Ionen-Übergänge von Typ A und Typ B Trichothecenen 74 

Tab. 19:  Leistungskriterien für Fusarientoxine gemäß Richtlinie 2005/38/EG 75 

Tab. 20:  Prüfung auf Homogenität der DON- bzw. ZEA-Vergleichsmaterialien 77 

Tab. 21:  Zusammenfassung der Ergebnisse der Laborvergleichsuntersuchung 
mit Vergleichsmaterial DON 311 (n = 7) 79 

Tab. 22:  Zusammenfassung der Ergebnisse der Laborvergleichsuntersuchung 
des Vergleichsmaterials ZEA 185 (n = 6) 81 

Tab. 23:  Wiederhol- und Vergleichsstandardabweichungen unterschiedlicher 
Ringversuche bzw. Laborvergleichsuntersuchungen für DON 82 



 
 
218 Bundesinstitut für Risikobewertung 

Tab. 24:  Wiederhol- und Vergleichsstandardabweichungen unterschiedlicher 
Ringversuche bzw. Laborvergleichsuntersuchungen für ZEA 82 

Tab. 25:  Definierte Geräteeinstellungen für die Siebmaschiene der Fa. 
RETSCH® 84 

Tab. 26:  Gegenüberstellung der Partikelgrößen einer Maisgrieß-Probe in der 
handelsüblichen Angebotsform und der homogenisierten Labor-
Teilprobe (n = 3) 86 

Tab. 27:  Untersuchung der Kreuzreaktivität von DOM-1 an DON-IAC-Säulen 
(n = 2) 88 

Tab. 28:  Untersuchung der Kreuzreaktivität von Typ B Trichothecenen an 
BIOPHARM® DON-IAC-Säulen ohne Matrix (n = 2) 88 

Tab. 29:  Untersuchung der Kreuzreaktivität von Typ B Trichothecenen an 
BIOPHARM® DON-IAC-Säulen mit Matrix (n = 2) 88 

Tab. 30:  Wiederfindung von Typ A Trichothecenen an VICAM® T-2 Toxin-IAC-
Säulen ohne Matrix (n = 2) 89 

Tab. 31:  Wiederfindung von Typ A Trichothecenen bei VICAM®-T-2 Toxin-IAC-
Säulen mit Matrix ausgehend von Extrakten aus der ASE-Multi-
Trichothecen-Methode (n = 2) 89 

Tab. 32:  Wiederfindung von d3-T-2 Toxin an VICAM®-T-2 Toxin-IAC-Säulen 
ohne Matrix (n=3) 89 

Tab. 33:  Untersuchung der Kreuzreaktivität von ZEA und dessen Derivate an 
IAC-Säulen unterschiedlicher Hersteller (n = 3) 90 

Tab. 34:  Gegenüberstellung des Wellenlängenvergleichs bei dual UV- und DAD-
Detektor 92 

Tab. 35:  Wiederfindungsuntersuchungen der routinemäßig eingesetzten DON 
Methode (n = 5) 93 

Tab. 36:  Nachweisgrenzen von ZEA und dessen Metaboliten der LC-ESI-MS/MS-
Methode 96 

Tab. 37:  Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen von ZEA im Rahmen 
der Validierung einer § 35 LMBG ZEA-Methode (n = 3) 96 

Tab. 38:  Wiederfindungsfunktionen von Zearalenon und dessen Derivate für die 
ZEA-Routinemethode 96 

Tab. 39:  Wassergehalt der untersuchten Säuglings- und Kleinkinder-Fertigmenüs 
(n = 76) 97 

Tab. 40:  Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen von DON und ZEA in 
Säuglings- und Kleinkindernahrungs-Proben an drei unterschiedlichen 
Matrizes (n = 3) 98 

Tab. 41:  Wiederfindungsfunktionen von DON und ZEA aus den 
Wiederfindungsuntersuchungen in Säuglings- und Kleinkindernahrungs-
Proben 98 

Tab. 42:  Wiederfindungsfunktionen der HPLC-FLD- und LC-MS/MS-Methode zur 
Bestimmung von ZEA in unterschiedlichen Konsum- und 
Säuglingsfolgemilch-Proben (n = 2) 101 

Tab. 43:  Zusammenfassung der Wiederfindungsfunktionen der Typ A und Typ B 
Trichothecene im Rahmen der Validierung der ASE-Multi-Trichothecen-
Methode 102 



 
 

219 

 

Bundesinstitut für Risikobewertung 

Tab. 44:  Ergebnisse der Wiederholbarkeitsuntersuchung von NIV und HT-2 Toxin 
für die ASE-Multi-Trichothecen-Methode anhand des 
Vergleichsmaterials DON 311 (n = 8) 104 

Tab. 45:  Bestimmung der Nachweisgrenzen der Typ A und Typ B Trichothecene 
in der Tandem-Massenspektrometrie für den Quantifizierungs- und den 
Bestätigungs-Ionenübergang mittels „Signal zu Rausch“-Methode (S/N = 
3/1) 105 

Tab. 46:  Bestimmung der Nachweisgrenzen der Typ A und Typ B Trichothecene 
in der Tandem-Massenspektrometrie für die Quantifizierungs-
Ionenübergänge mittels Kalibriermethode 106 

Tab. 47:  Regressionsgleichungen der externen Matrixkalibration für Typ B 
Trichothecene 111 

Tab. 48:  Regressionsgleichungen der externen Matrixkalibration für Typ A 
Trichothecene 111 

Tab. 49:  Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen von Zearalenon in drei 
verschiedenen Speiseölen (n = 3) 115 

Tab. 50:  Wiederfindungsfunktionen der HPLC-FLD- und der LC-MS/MS-
Methoden zur Bestimmung von ZEA in pflanzlichem Speiseöl 115 

Tab. 51:  Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchung von DON in vier 
unterschiedlichen Bier-Matrizes (n = 3) 117 

Tab. 52:  Mittlere Wiederfindungen der unterschiedlichen Aufreinigungsverfahren 
zur Bestimmung von DON in Bier 117 

Tab. 53:  Wiederfindungsuntersuchungen von Typ A und Typ B Trichothecen in 
Bier (ohne NIV) 117 

Tab. 54:  Ergebnisse der Wiederholbarkeitsuntersuchungen von DON in natürlich 
kontaminiertem Starkbier (n = 10) mittels LC-MS/MS 119 

Tab. 55:  Zusammenfassung der Ergebnisse des DON Ringversuchs durchgeführt 
von der Food Standard Agency (FSA, 2005) 121 

Tab. 56:  Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen des FSA-DON-
Ringversuchs 122 

Tab. 57:  Kreuzvalidierung der DON-Bestimmung zwischen LC-MS/MS als 
Referenzverfahren und HPLC-UV bzw. ELISA 123 

Tab. 58:  Kreuzvalidierung zwischen den eingesetzten ESI- und APCI-
Ionisierungstechniken für DON, NIV und HT-2 Toxin bei 
unterschiedlichen Methoden 124 

Tab. 59:  Kreuzvalidierung der HPLC-Routinemethode gegenüber der ELISA-
Technik und der Referenzdetektion LC-MS/MS 125 

Tab. 60:  Vergleich der Fragmentierungsmuster ausgewählter Trichothecene 
anhand von Literaturdaten und den im Rahmen dieser Arbeit ermittelten 
Fragmentierungen 126 

Tab. 61:  Fragmentierung von Zearalenon und Derivaten 129 

Tab. 62:  Verhältnis zwischen Quantifizierungs- und Bestätigungs-Ionenübergang 
für Kalibrationsdaten und Wiederfindungsuntersuchungen 132 

Tab. 63:  NIV-Belastung der untersuchten Getreideprodukte (n = 76) 143 



 
 
220 Bundesinstitut für Risikobewertung 

Tab. 64:  T-2 Toxin- und HT-2 Toxin-Belastung der untersuchten 
Getreideprodukte (n = 115) 144 

Tab. A-1:  Nomenklatur von Typ B Trichothecenen (nach Cole et al. 2003) 183 

Tab. A-2:  Nomenklatur von Typ A Trichothecene n (nach Cole et al. 2003) 183 

Tab. A-3:  Gaschromatographische Methoden in der Trichothecen-Analytik 184 

Tab. A-4:  HPLC-MS Methoden in der Trichothecen-Analytik 184 

Tab. A-5:  Analytik von Zearalenon in Getreide und Getreideprodukten 185 

Tab. A-6:  Analytik von Zearalenon und Derivaten mittels LC-MS bzw. LC-MS/MS 185 

Tab. A-7:  Zusammenfassung der Ergebnisse der durchgeführten 
Laborvergleichsuntersuchungen für DON 194 

Tab. A-8:  Zusammenfassung der Ergebnisse der durchgeführten 
Laborvergleichsuntersuchungen für ZEA 195 

Tab. A-9:  Zusammenfassung der Ringversuchsergebnisse für die § 35 Methode 
„Bestimmung von Zearalenon in Getreidemehl“ 196 

Tab. A-10:  Wiederfindungsuntersuchungen der HPLC-FLD-Methode von 
Zearalenon und den Isomeren in Maisprodukten (n=2) 196 

Tab. A-11:  Wiederfindungsuntersuchungen von Zearalenon in unterschiedlichen 
Konsum- und Säuglingsfolgemilch Proben (n=2) 196 

Tab. A-12:  Wiederfindungsergebnisse der ASE-Multi-Trichothecen-Methode für die 
Typ B Trichothecene (n=3) 197 

Tab. A-13:  Wiederfindungsergebnisse der ASE-Multi-Trichothecen-Methode für die 
Typ A Trichothecene (n=3) 197 

Tab. A-14:  Wiederfindungsuntersuchungen von Typ A und Typ B Trichothecenen in 
unterschiedlichen Speiseölen (n = 3) 198 

Tab. A-15:  Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen von Typ A und Typ B 
Trichothecenen in pflanzlichen Speiseölen (Maiskeimöl, Weizenkeimöl 
und Sojaöl; n = 3) 198 

Tab. A-16:  Wiederfindungsuntersuchungen der Typ A und Typ B Trichothecene in 
Bier (n = 3) 199 

Tab. A-17:  ANOVA-Berechnung Bieruntersuchung 200 

Tab. A-18:  Vorperioden für die DON- und ZEA-ELISA-Qualitätskontrollkarten 200 

Tab. A-19:  Fragmentierung von Typ A und Typ B Trichothecenen 205 

Tab. A-20:  Fragmentierung von Zearalenon, Zearalanon,  α-/β-Zearalanol, α-/β-
Zearalenol und d4 -β-Zearalenol 207 

 



 
 

221 

 

Bundesinstitut für Risikobewertung 

13 Danksagung 

An dieser Stelle möchte ich allen danken, die mich bei der Erstellung der vorliegenden Dis-
sertation mit Rat und Tat unterstützt haben: 
 
Frau Prof. Dr. rer. nat. A. Hartwig für die freundliche Übernahme des Prüfungsvorsitzes; 
 
Herrn Prof. Dr. rer. nat. R. Wittkowski für die Themenstellung sowie für die fachliche Unter-
stützung und Hilfe bei der Anfertigung der Dissertation; 
 
Herrn Prof. Dr. vet. E. Usleber für die Übernahme der Tätigkeit als dritter Berichter und die 
stets sehr gute Zusammenarbeit im Forschungsprojekt; 
 
Herrn Dr. H. St. Klaffke, Herrn Dr. R. Weber und Herrn R. Tiebach für die Betreuung im BfR 
und die stets fruchtbaren Diskussionen über Themen jeglicher Art 
 
und Frau I. Mehlitz, Frau B. Gabriel und Herrn H.J. Spott für die Hilfe und Unterstützung bei 
der Laborarbeit. 
 
Gedankt sei auch allen Korrekturlesern, die sich durch diese Seiten gekämpft haben. 
 
Weiterhin möchte ich dem Arbeitskreis Prof. E. Märtlbauer, insbesondere Herrn Dr. R. Diet-
rich und dem Arbeitskreis Prof. E. Usleber, insbesondere Frau C. Seidler und Herrn 
Dr. V. Curtui für die freundliche Bereitstellung der DON- und ZEA-ELISA’s danken. 
 
Und natürlich danke ich allen, die hier nicht namentlich aufgeführt sind, die sich aber jeder-
zeit freundlich und hilfsbereit gezeigt haben und so zu einer unvergesslichen und konstrukti-
ven Arbeitsatmosphäre in der Fachgruppe beigetragen haben. 
 
Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen des Forschungsprojektes „Analytik und Vor-
kommen wichtiger Fusarientoxine (Deoxynivalenol, Zearalenon) sowie Aufnahme dieser To-
xine durch den deutschen Verbraucher“ vom Bundesministerium für Ernährung, Landwirt-
schaft und Verbraucherschutz (BMELV) finanziell gefördert. 
 
Nun möchte ich meiner Familie, insbesondere meinen Eltern danken, denen ich mein Inte-
resse an den Naturwissenschaften verdanke und die mir durch ihre Unterstützung meinen 
Werdegang ermöglicht haben. 
 
Ich widme diese Arbeit meinen Eltern Dana und Dieter, meinem Bruder Christian und meinen 
Freunden, die mich auf meinem wissenschaftlichen Lebenszug durch Deutschland begleitet 
und gefördert haben. 
 
Berlin, den 10.01.2008 
Oliver Kappenstein 


