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1 Einleitung

Die gesundheitschadliche Wirkung von Schimmelpilzen in Innenraumen ist schon seit
dem Altertum bekannt. So findet sich im Alten Testament im 3. Buch Mose (Leviti-
kus), Kapitel 14, Vers 33-53 eine Beschreibung zur Diagnose, Sanierung und an-
schlielender Kontrolluntersuchung. Diese drei einzelnen Schritte werden auch im
Schimmelpilzleitfaden des Umweltbundesamtes aufgefuhrt (Moriske und Szewzyk
2002).

Auch die schadliche Wirkung von verschimmelten Lebens- und Futtermitteln ist seit
langem bekannt. Bereits im Mittelalter wurden die Wirkung und Ursache des Ergo-
tismus, der auch als St. Antoniusfeuer bezeichneten Erkrankung, durch die Mutter-
kornbildung des Schimmelpilzes Claviceps purpurea auf Getreidedhren belegt (Reil3
1976, Bennett und Klich 2003). Der Begriff Schimmelpilzgift bzw. Mykotoxin wurde in
den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts eingefuhrt, nach dem die Kausalitat zwischen
dem Versterben von 100000 jungen Puten in England durch den Verzehr von mit
Aspergillus flavus kontaminiertem Erdnussmehl aus Brasilien geklart worden war.
Diese als ,Turkey X“ bezeichnete Krankheit war der Startpunkt der modernen Myko-
toxinforschung und wurde durch Aflatoxine im Futter hervorgerufen (Sargeant et al.
1961, Gareis 1999). Seitdem wurden die Zusammenhange zwischen dem Vorkom-
men von Schimmelpilzen und der Bildung von Mykotoxinen intensiv erforscht. Hier-
aus resultieren auch Richt- und Grenzwerte u. a. von der Europaischen Kommission
fur bestimmte Toxine in Lebens- und Futtermitteln. Die Produktion von Mykotoxinen
ist abhangig von biotischen und abiotischen Faktoren wie Temperatur, pH-Wert,
Wasseraktivitdat und Nahrstoffangebot (Nielsen 2002). Ein Uppiges Schimmelpilz-
wachstum bedeutet nicht eine hohe Toxinproduktion und umgekehrt (Nielsen 2002).
Uber 400 dieser sekundaren Metabolite sind bisher bekannt (Nielsen und Smeds-
gaard 2003). Nur ein geringer Teil der in der Literatur beschriebenen Substanzen ist
aber als Reinstoff erhaltlich (Islam et al. 2009).

Uber das Vorkommen und die Verteilung von Mykotoxinen in Innenrdumen ist bisher
weit weniger bekannt als fur den Bereich der Nahrungs- und Futtermittel. Generell
sind Innenraumschadstoffe von gesundheitlicher Relevanz, da sich Menschen in In-
dustrielandern taglich zu Uber 65 % ihrer Zeit in ihren Wohnraumen aufhalten (Bra-

sche und Bischof 2005). Durchschnittlich halten sie sich zu 80-90 % in geschlosse-
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nen Raumen auf (Sagunski 1995, Friedrich et al. 2001, Mekel et al. 2007a). Bei der
Untersuchung von 5530 Haushalten in Deutschland durch geschulte Interviewer wur-
den in 21,9 % der Falle ein sichtbarer Feuchtigkeitsschaden und in 9,3 % ein sichtba-
rer Schimmelpilzbefall festgestellt (Brasche et al. 2003). Ein verstarktes Auftreten von
Feuchtigkeitsschaden in Innenraumen ist nach nicht korrekt ausgefihrten Mal3nah-
men zur Energieeinsparung bei der Altbausanierung z.B. durch den Einbau neuer
Fenster ohne entsprechende Wanddammung zu beobachten (Hutter et al. 2005,
Clausnitzer 2006a, 2006b). Aber auch bei Neubauten kommt es zu Schaden durch
Schimmelpilzbefall aufgrund nicht fachgerechter Erstellung oder zu kurzer Trock-
nungszeiten des Bauwerks (Fréssel 2006, Hankammer und Lorenz 2007). Neben
baulich-technischen Ursachen kann ein Schimmelpilzbefall auch durch das Nut-
zungsverhalten der Bewohner hervorgerufen werden (Frossel 2006, Hankammer und
Lorenz 2007).

In artifiziellen und fallinduzierten Baumaterialien sowie auch in Hausstaub konnten
verschiedene Mykotoxine nachgewiesen werden (Nielsen et al. 1998, Jarvis und
Miller 2005, Bloom et al. 2009). Die bisherigen Arbeiten unterscheiden sich allerdings
deutlich in den eingesetzten Probenahmeverfahren, den untersuchten Probenmatri-
ces und den angewandten analytischen Nachweismethoden. Haufig wurden nur ein-
zelne Substanzen analysiert oder die Messmethoden an sehr wenigen Proben an-
gewandt. Engelhart et al. (2002) berichten Uber das Vorkommen vom Schimmelpilz
Aspergillus versicolor und dem Mykotoxin Sterigmatocystin in zwei von acht unter-
suchten Hausstaubproben unbekannten Alters aus Haushalten mit sichtbaren Feuch-
tigkeitsschaden. 43 % der von Tuomi et al. (2000) analysierten Baumaterialproben
enthielten ein oder mehrere Mykotoxine. Im Staub von 2 m? Teppichboden aus mit
Schimmelpilzen belasteten Raumen wurden die Mykotoxine Gliotoxin, Sterigmato-
cystin und Citrinin qualitativ mittels Flussigkeitschromatographie und Tandemmas-
senspektrometrie nachgewiesen (Rolle-Kampczky et al. 2001). Die bisherigen Er-
gebnisse lassen sich nur schwer miteinander vergleichen, da sehr unterschiedliche
Verfahren zur Sammlung und Probenvorbereitung von Hausstaub eingesetzt wurden.
Der Untersuchung von Hausstaub kommt eine besondere Bedeutung zu, da der
Hausstaub als Passivsammler fungiert. Partikel, Sporen sowie mittel- und schwer-
flichtige Verbindungen akkumulieren im Hausstaub (Butte und Heinzow 2002). Da-
ten zum Vorkommen von Mykotoxinen in Haushalten mit und ohne sichtbaren

Schimmelpilzbefall im Wohnraum liegen bislang nicht vor.
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Meine Arbeiten hatten zum Ziel, eine spurenanalytische Untersuchungsmethodik auf
Basis von flussigkeitschromatographischen Trennverfahren und massenspektometri-
scher Detektion fur Mykotoxine in Materialien des Innenraums zu entwickeln und an-
zuwenden. Neben der sensitiven und selektiven Quantifizierung von Mykotoxinen im
Hausstaub sollten auch Analysenmethoden zum Nachweis von Mykotoxinen beim
Fehlen von Referenzsubstanzen entwickelt werden. Die entwickelten Nachweisver-
fahren sollten zur Ermittlung von Hintergrundwerten an 500 Hausstaubproben aus
einem bevodlkerungsreprasentativen Kollektiv sowie jeweils mindestens 150 selbst
gesammelten Hausstaubproben aus Haushalten mit (,Schadensfallproben®) und oh-
ne (,Kontrollproben®) sichtbaren Schimmelpilzbefall im Wohnraum angewendet wer-
den. Zur Differenzierung von Einflussfaktoren, wie der Gebaudestruktur und -
beschaffenheit oder das Nutzungsverhalten der Bewohner, auf das Vorkommen von
Mykotoxinen im Hausstaub der selbst gesammelten Fall- und Kontrollproben sollte

eine Auswertung der Proben anhand eines Fragebogens erfolgen.
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2 Grundlagen

In diesem Kapitel ist der Stand der Forschung und Technik zum Vorkommen und

Nachweis von Mykotoxinen im Hausstaub aufgefuhrt.

2.1 Hausstaub

Die Zusammensetzung von Hausstaub ist sehr heterogen und stark von der individu-
ellen Beschaffenheit des Wohnraums und den Lebensgewohnheiten der Bewohner
abhangig. Typische Bestandteile sind: Haare, Blatter, Sand, Faserabrieb, Pollen und
Mikroorganismen (Butte 2004). Abbildung 1 zeigt eine mikroskopische Aufnahme und
Abbildung 2 eine rasterelektronenmikroskopische VergréRerung typischer Bestand-
teile in der gesiebten Hausstaubfraktion (< 63 um). Der Anteil an organischer Sub-
stanz (gemessen mit Hilfe des Gluhverlustes) im Hausstaub kann zwischen <5 %
und > 95 % betragen (Butte und Walker 1994). Die Gehalte an verschiedenen In-
haltsstoffen kdnnen in unterschiedlichen Staubfraktionen stark differieren (Butte und
Walker 1994, Walker et al. 1999).

pore von&ay
Cladosporium sp;_

Abbildung 1: Mikroskopische Aufnahme von typischen Inhaltsstoffen der Hausstaubfraktion < 63 ym
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Abbildung 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Pollenkorns, eines Faserendes und
von Hautschuppen in der Hausstaubfraktion < 63 ym

Bei der Expositionsanalyse von mittel- und schwerfllichtigen Verbindungen in Materi-
alien des Innenraums kommt dem Hausstaub eine besondere Rolle zu, da er auf-
grund seiner Passivsammlerfunktion eine Senke fur wenig flichtige Verbindungen
darstellt (Butte und Heinzow 2002). Die Analyse von Hausstaub liefert durch die Ak-
kumulation Langzeitinformationen Uber Schadstoffe im Innenraum wie z.B. das Vor-
kommen des Fungizids Pentachlorphenol (PCP) oder des Insektizids Lindan in An-
strichfarben (Umweltbundesamt 1997, Butte 1999). Deshalb sind sowohl die Proben-
nahme von Hausstaub als auch einige Nachweisverfahren von der Kommission
Reinhaltung der Luft (KRdL) im VDI- und DIN- Normenausschuss reglementiert wor-
den (VDI-RICHTLINIEN 2001, 2008). Bei der Probennahme wird zwischen Frisch-
und Altstaub unterschieden. Die Sammlung kann passiv nach Deposition (abgelager-
ter Staub) oder aktiv durch Saugen bzw. Wischen von inerten Oberflachen erfolgen.
Frischstaub wird meist 7 Tage nach einer Grundreinigung von einer definierten Fla-
che durch einen geschulten Probenehmer gesammelt. Staub unbekannten Alters
wird als Altstaub bezeichnet, dieser kann sehr einfach von den Bewohnern mit einem
normalen Staubsauger gesammelt werden und eignet sich deshalb fur grofiere Stu-
dien (Seifert et al. 2000, Friedrich et al. 2001, Schulz et al. 2007, Mussig-Zufika et al.
2008). Allerdings gibt es keine einheitliche Regelung zur Probenvorbereitung und
Analyse von Hausstaub (Butte 2004). Um eine homogene Probe zu erhalten, die re-
produzierbare und vergleichbare Ergebnisse ermdglicht, ist eine stufenweise Siebung
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des Staubes von Hand nach DIN 66165-2 (DIN 1987b) Uber 2 mm und 63 pm Siebe
erforderlich (Butte 1999).

Der Nachweis von Schadstoffen im Hausstaub ist gesundheitlich relevant, da diese
inhalativ, digestiv oder dermal auch uber den Hausstaub aufgenommen werden kon-
nen. So betragen die mittleren Aufnahmeraten von Hausstaub inhalativ 0,4-1 mg/d,
oral 0,6-100 mg/d und dermal 0,2 mg/(cm? d) (Sagunski 1995). Letztes entspricht bei
einem Erwachsenen mit 2 m?* Hautoberflache und 25 % freier Kontaktflache einer
Exposition von 1000 mg (Sagunski 1995). Die individuellen Werte hangen entschei-
dend vom Alter, den Lebensgewohnheiten und der Aufenthaltszeit in Innenrdumen
ab (Sagunski 1995, Ertl 2006). Fur Biozide wie z.B. Permethrin und Dichlordiphe-
nyltrichlorethan (DDT) oder polychlorierte Biphenyle (PCB) ist neben der inhalativen
auch die dermale oder digestive Aufnahme von relevanten Mengen in den menschli-
chen Korper aus Hausstaub bekannt (Ertl 2006). Ein wichtiger Faktor bei der Exposi-
tionsbetrachtung ist die Tatsache, dass die Menschen in Industrielandern sich taglich
zu Uber 65 % ihrer Zeit in ihren Wohnraumen aufhalten (Brasche et al. 2003). Insge-
samt halten sie sich durchschnittlich zu 80-90 % in geschlossenen Raumen auf und
sind somit Kontaminationen im Innenraum ausgesetzt (Friedrich et al. 2001, Mekel et
al. 2007b).

Mit der Analyse von Hausstaub kénnen auch Aussagen Uber die Mobilitdt von Spo-
ren und Partikeln in einem Raum gemacht werden (Morawska und Salthammer
2003). Jedoch wird Hausstaub zum Nachweis von Schimmelpilzen und ihren Meta-
boliten bisher recht selten untersucht. Die Bestimmung von Schimmelpilzen kann
durch mikrobiologische Techniken wie Kultivierung auf geeigneten Nahrmedien oder
anhand der Gesamtsporenzahl erfolgen (Toepfer 2010), des Weiteren ist ein Nach-
weis auch anhand von chemischen Indikatoren moglich (Toepfer und Butte 2009).
Ein Nachweis von Mykotoxinen erfolgte bislang nur an artifiziellen und fallinduzierten
Baustoff- bzw. Hausstaubproben (Jarvis und Miller 2005, Bloom et al. 2009). Fir die
Untersuchung dieser Stichproben bzw. kleinen Kollektive wurden als analytische

Nachweisemethoden die Gas- oder Flissigkeitschromatographie verwendet.
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2.2 Schimmelpilze

Schimmelpilze gelten als ubiquitar verbreitet. Der Begriff Schimmelpilze verweist auf
keine systematische Einheit, sondern ist eine Sammelbezeichnung flr die gleiche
morphlogische Erscheinung und bezieht sich auf das oberflachlich wachsende weilie
bis kraftig gefarbte, pelzartige Myzel das manche Pilze ausbilden (Frossel 2006). Als
terrestrische, saprophytisch lebende Pilze zersetzen sie abgestorbene organische
Substanzen, wodurch sie einen wichtigen Beitrag zum Stoffkreislauf unseres Okosys-
tems leisten. Beim Vorkommen von Schimmelpilzen und ihrer Stoffwechselprodukte
in Innenrdaumen oder auf Lebens- und Futtermitteln kbnnen negative Eigenschaften
wie Sensibilisierung, Allergien oder toxische Wirkungen in Erscheinung treten (Ben-
nett und Klich 2003, Bhat et al. 2010).

Der Lebenszyklus beginnt zunachst mit einer vegetativen Entwicklung (Trophopha-
se). Die wahrend des Verlaufs dieser Phase stattfindenden metabolischen Reaktio-
nen werden als Primarstoffwechsel bezeichnet und dienen dem Zuwachs an Bio-
masse. Anderungen der abiotischen Faktoren oder die Verarmung des Mediums an
verwertbarem Substrat induzieren die stationare Phase (ldiophase) und damit die
Umstellung auf den sekundaren Metabolismus (Mucke und Lemmen 1999). Typische
Sekundarmetabolite sind Antibiotika und Mykotoxine (Kuck et al. 2009). Zeitgleich
beginnt die fruktifikative Phase, um das Fortbestehen des eigenen Stammes sicher-
zustellen. Fur die Verbreitung sind Sporen die haufigste Form. Sie kénnen sowohl
sexuell (teleomorph) als auch asexuell (anamorph) gebildet werden. Beherrscht ein
Pilz beide Mechanismen, wird er als perfekter Pilz bezeichnet. Fehlt dagegen die se-
xuelle Vermehrung oder ist sie bisher nicht bekannt, spricht man von einem imperfek-
ten Pilz (Deuteromyzeten).

Einflusse auf das Wachstum von Schimmelpilzen haben das Nahrstoffangebot, der
pH-Wert, die Temperatur und die Menge des verfugbaren Wassers, die in der Biolo-
gie als Wasseraktivitat (aw-Wert) bezeichnet wird (Nielsen 2002). Zudem sind Pilze
auch in der Lage, Licht wahrzunehmen. Bei manchen Arten sind sogar Rezeptoren
fur verschiedene Wellenlangen bekannt.

Viele Schimmelpilzspezies, die aus dem Bereich der Lebens- und Futtermittelkonta-
minationen bekannt sind, kommen auch in Innenrdumen vor (Samson et al. 2002,
Hankammer und Lorenz 2007). Die Bestimmung der Arten und Spezies erfolgt meis-

tens mikroskopisch anhand von Vergleichen mit der Literatur (Samson et al. 2002).
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Auch makroskopisch lassen sich einzelne Gattungen differenzieren. Zur Hygienekon-
trolle in Lebensmittelbetrieben, aber auch in der Innenraumanalytik wird zur Proben-
nahme haufig die aktive Abscheidung von Partikeln aus der Luft auf ein Filtermedium
eingesetzt. Fur den Innenraum sind auch Verfahren zur Bestimmung von kultivierba-
ren Schimmelpilzen aus Hausstaub als Nachweisverfahren beschrieben (Gabrio et
al. 2005a, Toepfer et al. 2010). Verschiedene Studien haben sich mit der Bewertung
von Kkultivierbaren Schimmelpilzen in Frischstaub beschaftigt (Schleibinger et al.
2004, Trautmann et al. 2005, Baudisch et al. 2009b). Haufig werden in Innenrdumen
Aspergillus, Cladosporium, Eurotium und Penicillium spp. nachgewiesen (Gabrio et
al. 2005b, Trautmann et al. 2005, Baudisch et al. 2009a). Im Hausstaub sind Uber-
wiegend die Spezies Aspergillus versicolor, Eurotium herbariorum, Penicilium chry-
sogenum und Wallemia sebi nachweisbar (Toepfer et al. 2010). Neben diesen toxi-
nogenen Arten sind auch weitere Schimmelpilze in Materialien des Innenraums
nachweisbar, die giftige Metabolite bilden kénnen. Daruber hinaus wird haufig der
Schimmelpilz Stachybotrys chartarum im Innenraum nachgewiesen, der bevorzugt
auf sehr feuchten cellulosehaltigen Materialien wachst (Jarvis et al. 1995, Nielsen et
al. 2002, Masten 2004). Die gesundheitsschadliche Wirkung dieses Schimmelpilzes
und seiner Metabolite wird kontrovers diskutiert (Miller et al. 2003, Masten 2004, |s-
lam et al. 2009).

Fur das Wachstum von Schimmelpilzen ist neben einem verwertbaren Substrat die
Menge an biologisch verfugbarem Wasser (Wasseraktivitat (aw-Wert) = Quotient des
Wasserdampfdrucks uber einem Substrat zu dem Wasserdampfdruck Uber reinem
Wasser bei derselben Temperatur) entscheidend. Die Schimmelpilze lassen sich da-
nach in drei Gruppen einteilen. Tabelle 1 listet fur die drei Gruppen ,primar®, ,sekun-
dar® und ,tertiar” typische Schimmelpilze, die z. B. auf Baumaterialien wachsen kon-
nen, auf (Grant et al. 1989, Nielsen 2002).

Tabelle 1: Einteilung der Schimmelpilze im Innenraum anhand der Wasseraktivitat

Wasseraktiviat

Gruppe Beispiel Spezies
PP ay [%] P P
Aspergillus versicolor, Eurotium herbariorum, Penicilium chrysoge-
Primar <0,8
num und Wallemia sebi
Sekundar 0,8-0,9 Alternaria spp., Cladosporium spp.

Tertiar >0,9 Stachybotrys chartarum, Chaetomium spp.
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2.3 Mykotoxine

Als Mykotoxine werden toxische, sekundare Metabolite der Deuteromyzeten und der
Ascomyceten (Schlauchpilze) bezeichnet (Micke und Lemmen 1999). In der Regel
sind diese Verbindungen selbst bei 100 °C noch stabil und konnen z. B. bei der Zu-
bereitung von Speisen nicht zerstért werden (Pineda-Valdes und Bullerman 2000,
Raters und Matissek 2008). Zur Gruppe der bekannten Mykotoxine zahlen mehr als
350 verschiedene Substanzen, die sich durch ihre chemische Struktur in etwa 25
Gruppen einteilen lassen (Cole et al. 2003, Cole und Schweikert 2003a, 2003b, Niel-
sen und Smedsgaard 2003). Sie wirken immunsupressiv, hepatotoxisch, nephroto-
xisch, karzinogen, zytotoxisch, mutagen und teratogen (Bennett und Klich 2003, Bhat
et al. 2010). Nur etwa 15 % der bisher bekannten Mykotoxine bzw. Metabolite sind
als Referenzsubstanzen kommerziell verfugbar. Flr die Ubrigen Substanzen ist die
Entwicklung empfindlicher quantitativer Analysenmethoden bislang unmdoglich (Niel-
sen und Smedsgaard 2003, Islam et al. 2009).

Es gibt keine gesicherten Aussagen dartber, welche Funktionen die Mykotoxine im
Leben der Schimmelpilze ausiben (Mayer et al. 2007a). Generell ist bekannt, dass
sie in Abhangigkeit von biotischen und abiotischen Faktoren innerhalb des sekunda-
ren Metabolismus gebildet werden (Nielsen 2002, Islam et al. 2009). Die optimalen
Bedingungen fur eine hohe Toxinproduktion sind von Stamm zu Stamm unterschied-
lich. Im Ubrigen ist ein Uppiges Wachstum nicht gleichbedeutend mit einer hohen
Toxinproduktion und umgekehrt (Nielsen 2002). Tendenziell scheint eine hohe
Feuchtigkeit, eine hohe Temperatur sowie ein langerer Wachstumsprozess die Myko-
toxinbildung positiv zu beeinflussen. Das breite Spektrum der bekannten Mykotoxine
kann von einer vielfaltigen Anzahl von Schimmelpilzen gebildet werden, wobei eine
Pilzart fur gewohnlich mehr als ein Mykotoxin erzeugen kann. Einzelne Toxine oder
Toxingruppen kdnnen von einer taxonomisch eng begrenzten Gruppe gebildet wer-
den (Cole et al. 2003, Cole und Schweikert 2003a, 2003b). Die flr Innenraume rele-

vanten Mykotoxine sind in Tabelle 2 zusammengestellt.
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Tabelle 2: Auswahl von im Innenraum und in Baumaterialien beschriebenen Mykotoxinen

(x = ja; - = keine Angabe)

(Hendry und Cole 1993, Tuomi et al. 1998, Tuomi et al. 2000, Rolle-Kampczky et al. 2001, Engelhart
et al. 2002, Nielsen 2002, Bennett und Klich 2003, Cole et al. 2003, Cole und Schweikert 2003a,
2003b, Nielsen 2003, Toepfer 2010)

Toxikologische Hauptproduzierende Nachweis in Nachweis im
Mykotoxin
Wirkung Spezies Baumaterial Innenraum
5-Methoxysterigmato- ]
] zytotoxisch Aspergillus versicolor X X
cystin
kanzerogen, teratogen, Aspergillus
Aflatoxin B1 ) 9 ) 9 perg - X
immunsuppressiv flavus
Alternariol teratogen Alternaria sp. X -
Alternariolmonomethyl- ) )
zytotoxisch Alternaria sp. X -
ether
) Stachybotrys
Atranon B schwach zytotoxisch X X
chartarum
Chaetoglobosin A (B-J) zytotoxisch Chaetomium globosum X -
immunsuppressiv,
Citrinin nephrotoxisch, kanz- Penicillium expansum X X
erogen, zytotoxisch
] kanzerogen, Ostrogen- ] ]
Deoxynivalenol o .~ Fusarium graminearum - X
artig, immunsuppressiv
mutagen, teratogen,
Diacetoxyscirpenol immunsuppressiv, Fusarium graminearum X X
zytotoxisch
. ) zytotoxisch, immun- Aspergillus
Gliotoxin ] ) X X
suppressiv fumigatus
fertilitatsschadigend, Memnoniella
Griseofulvin - X
kanzerogen echinata
) Penicillium
Meleagrin - X -
chrysogenum
. ) Memnoniella
Mycophenolsaure zytostatisch ) X -
echinata
hepatotoxisch, nephro-
) toxisch, kanzerogen, )
Ochratoxin A ) ) Aspergillus ochraceus - X
immunsuppressiv,
teratogen
) verzogert das Pflan- ) ]
Orlandin Aspergillus niger X -
zenwachstum
) kanzerogen, neuroto- o
Patulin Penicillium expansum X X

xisch
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. Toxikologische Hauptproduzierende Nachweis in Nachweis im
Mykotoxin
Wirkung Spezies Baumaterial Innenraum
o ) ) Stachybotrys
Roridin E (Iso, Epi) hoch zytotoxisch X X
chartarum
hepatotoxisch, nephro-
toxisch, kanzerogen,
Roridin A zytotoxisch, immun- Myrothecium roridum X X
suppressiv, neuroto-
xisch
Stachybotrys
Roridin L-2 - Yooty X X
chartarum
hoch zytotoxisch,
) ) ) Stachybotrys
Satratoxin G immunsuppressiv, X X
, chartarum
neurotoxisch
hoch zytotoxisch,
] ) ] Stachybotrys
Satratoxin H immunsuppressiv, X X
) chartarum
neurotoxisch
] . kanzerogen, zytotox-
Sterigmatocystin ) ] ) Aspergillus versicolor X X
isch, immunsuppressiv
T2-Tetraol zytotoxisch Fusarium sp. X X
Tenuazonsaure schwach mutagen Alternaria sp. X -
) ) ) Stachybotrys
Trichoverrin A (B) hoch zytotoxisch X X
chartarum
] ] Stachybotrys
Trichoverrol A (B) hoch zytotoxisch - X
chartarum
. ] Stachybotrys
Verrucarin J hoch zytotoxisch X X
chartarum
Stachybotrys
Verrucarol - X X
chartarum
o . Stachybotrys
Verrucosidin neurotoxisch X -
chartarum

FuUr einige Mykotoxine sind Grenz- bzw. Richtwerte fur bestimmte Lebens- und Fut-

termittel wegen ihrer toxikologischen Eigenschaften unter anderem von der Europai-

schen Kommission vorgeschrieben (EU-Kommission 2006b). Basierend auf diesen

Daten wurden auch Angaben zur tolerierbaren taglichen Aufnahme (TDI) vom Wis-

senschaftlichen Komitee flr Lebensmittel der Europaischen Kommission definiert

(EU-Commission 1996, 2002). Fur den Innenraum gibt es fur diese Schadstoffe bis-

lang keine verbindlichen Hochstwerte.
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2.4 Kopplung von Fliissigkeitschromatographie und Massenspektrometrie

Schwerflichtige bzw. polare Substanzen in Gemischen wie Hausstaub kdnnen nach
der Extraktion mit geeigneten Losemitteln direkt mit Hilfe der Flissigkeitschroma-
tographie (LC) getrennt und mit der Massenspektrometrie (MS) sensitiv und selektiv
nachgewiesen werden (Engelhart et al. 2002). Eine Derivatisierung, wie sie bei der
Gaschromatographie (GC) zur Senkung des Siedepunktes notwendig ware, ist nicht
notwendig (Sauvage et al. 2006, Bloom et al. 2007). Die Extraktion der Analyten soll-
te moglichst vollstandig und vor allem reproduzierbar sein.

Die Auswahl der chromatographischen Trennmethode und der geeigneten lonisie-
rungstechnik flr die Kopplung mit der Massenspektrometrie ist abhangig von der Po-
laritat, der Molekllmasse, der Basizitat und der Aciditat der Analyten (Abbildung 3)
(Niessen und Tinke 1995, Marquet und Lachatre 1999, Reemtsma 2003). Eine grof3e
Anzahl von polaren Substanzen mit einer hdheren Molekilmasse lasst sich in einem
Extrakt direkt mittels LC trennen und durch Elektrosprayionisierung (ESI) mit der MS
nachweisen. Die chemische lonisierung unter Atmospharendruck (Atmospheric Pres-
sure Chemical lonization, APCI) ist fur kleinere und unpolare Verbindungen als Kopp-

lungstechnik mit der LC geeignet.

jonisch
ESI-LC-MS
C
2
>
g
< APCI-LC-MS
@
©
]
&
[e]
o
GC-MS
unpolar
10° 102 10° 104 10°

Molekillmasse [Da]

Abbildung 3: Ubersicht zwischen der Polaritat der Analyten, der Molekilmasse und den mdglichen
Messtechniken
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2.4.1 Flissigkeitschromatographie

Die Chromatographie ist heute in allen Naturwissenschaftsbereichen die am haufigs-
ten eingesetzte analytische Trennmethode fir Gemische. Sie wurde 1901 zum ersten
Mal von dem russischen Botaniker Mikhail Tswett zur Trennung von Pflanzenfarb-
stoffen angewandt. Die farbigen Banden der getrennten Substanzen verliehen dieser
Technik ihren Namen. Chromatographie ist griechisch und bedeutet Farbeschreiben
(Otto 2006).

Bei der Chromatographie wird eine Probe zunachst in einem geeigneten Losemittel
geldst, um dann an einer mit der mobilen Phase nicht mischbaren stationaren Phase
vorbei bewegt zu werden. Das Verteilungsgleichgewicht zwischen den beiden Pha-
sen und den in der Probe enthaltenen Analyten stellt sich durch verschiedene Wech-
selwirkungen ein. Dabei wird je nach ausgenutztem Wechselwirkungsmechanismus
zwischen der Trennung nach Affinitat, Gro3e, Ladung, Adsorption oder Polaritat un-
terschieden. Die Komponenten, die von der stationaren Phase durch einen oder
mehrere dieser Effekte starker zurlickgehalten werden, bewegen sich langsamer und
erreichen das Ende der stationaren Phase demnach zeitlich spater als die Kompo-
nenten, die kaum von der stationaren Phase zuruckgehalten werden. Als mobile
Phase werden in der Flussigkeitschromatographie haufig Losungsmittel wie Metha-
nol, Acetonitril oder 2-Propanol, gemischt mit Wasser, eingesetzt. Sollen sich die Ei-
genschaften der mobilen Phase im zeitlichen Verlauf zwecks Optimierung der Tren-
nung andern, so wird ein Losemittelgradient eingesetzt. Die Retentionszeit, also die
Verweilzeit des Analyten in der Saule, kann wie auch die Trenneffizienz bzw. -
selektivitat durch die Elutionskraft des Losemittels, den pH-Wert, die Temperatur, die
Flussrate und die Art der stationaren Phase variiert werden (Snyder und Kirkland
1979, Neue und Kele 2007, Neue und Mendez 2007). Bei der Hochleistungsflussig-
keitschromatographie (HPLC) besteht die stationare Phase in der Chromatographie-
saule aus einem monolitischen oder partikularen organischen oder anorganischen
Tragermaterial. Neben der PartikelgroRe bzw. Porenweite wird die Trennleistung von
der Oberflachenmodifikation entscheidend beeinflusst (Meyer 1979, Kromidas 2002).
Die am weitesten verbreitete Technik in der Umwelt- und Spurenanalytik ist die Um-
kehrphasen-Chromatographie (Reversed Phase, RP), hierbei ist die stationare Phase
unpolarer als die mobile Phase. Typisch sind hydrophobe Octadecyl-, Amin- oder

Cyano-Phasen.
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Neben selektiven Einzelmethoden zum Nachweis von Mykotoxinen durch Kopplung
von HPLC mit verschiedenen Detektortypen auf Basis der Absorption von ultraviolet-
tem Licht (UV), der Fluoreszenz (FLD) oder der Massenspektrometrie (MS), gibt es
fir den Bereich der Lebens- und Futtermittel verschiedene Ubersichtsarbeiten zur
Entwicklung von Multimethoden (Sforza et al. 2006, Krska et al. 2008, Songsermsa-
kul und Razzazi-Fazeli 2008, Shephard und Berthiller 2011). Abbildung 4 zeigt den
schematischen Aufbau eines HPLC-Systems. Die Eluenten werden von den Pumpen
zur Homogenisierung in die Mischkammer gefordert. Anschlielend wir die Probe
Uber den Injektor in den Losemittelfluss injiziert. Die chromatographische Trennung
der Komponenten erfolgt in der temperierten Trennsaule. Der Nachweis der Sub-

stanzen kann mit verschieden Detektortypen erfolgen.

Pumpe A

Pumpe B

v

Mischkammer

l Saulenofen

Detektor

Injektor —» Trennsaule UV, FLD, MS

Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines HPLC-Systems.

2.4.2 Massenspektrometrie

Bei der Massenspektrometrie werden ionisierte Teilchen erzeugt und ihr Masse-zu-
Ladung-Verhaltnis (m/z) bestimmt. Der gemessene numerische Quotient aus der
Masse angegeben in atomarer Masseneinheit (u) oder Dalton (Da) und der Anzahl
der elementaren Ladungen (z) des lons wird dimensionslos verwendet (De Hoffmann
und Stroobant 2007, IUPAC 2011, Mallet und Down 2009, Gross 2011).

Diese vielfaltige Messtechnik wird neben der Quantifizierung auch zur ldentifizierung

und chemischen Charakterisierung eingesetzt (De Hoffmann und Stroobant 2007).
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So lassen sich mit der MS das Isotopenmuster von Atomen oder Molekullen, sowie
die Summenformeln von Verbindungen bestimmen. Darlber hinaus ist es bei Mole-
kdlionen moglich, durch gezielte Fragmentierung charakteristische Produktionen zu
erzeugen, die Ruckschlisse auf die chemische Struktur der Verbindung ermdglichen
(Dass 2007). Im Vergleich zu spektroskopischen Methoden wie z. B. UV-Absorption
bietet die MS die Mdglichkeit zur sensitiven und selektiven Bestimmung von Spuren-
stoffen in komplexen Mischungen (Nielsen und Smedsgaard 2003, Reemtsma 2003).
Fir die Bestimmung von Kontaminanten wie Mykotoxinen in Lebens- und Futtermit-
teln wurde dies in einer Richtlinie von der Europaische Kommission bericksichtigt
(EU-Kommission 2002, 2006a). Neben allgemeinen Qualitatskriterien werden fir den
Nachweis und die Identifizierung von Analyten Mindestkriterien fur die chroma-
tographische Trennung und die massenspektrometrische Detektion definiert. Dem-
nach darf ein massenspektrometrischer Nachweis nur nach chromatographischer
Trennung verwendet werden. Die Retentionszeit des Analyten muss dabei mindes-
tens doppelt so lang sein wie die Systemdurchflusszeit. Fur die massenspektrometri-
sche Detektion von Mykotoxinen sind mindestens drei Identifikationspunkte notwen-
dig. Die Punkteverteilung orientiert sich an der Massengenauigkeit und dem verwen-
deten Messmodus des Massenspektrometers. Diese Anforderungen an die Messme-
thoden dienen dem Ausschluss von falschen Ergebnissen durch Stérung des Mess-
signals aufgrund der Probenmatrix. In Abhangigkeit von den Matrixkomponenten
kann das Messsignal fur den Zielanalyten erhdht oder erniedrigt werden. Diese Mat-
rixeffekte und ihre Mdglichkeiten zur Bestimmung werden auch in der Literatur fur die
Analyse von Medikamenten in biologischen Proben beschrieben (Annesley 2003).
Bonfiglio et al. (1999) beschreiben ein graphisches Verfahren bei dem eine Blindpro-
be Uber die chromatographische Trennsaule geleitet wird. Zusatzlich wird in diesen
Fluss nach der Trennsaule Uber ein T-Stlck die Losung mit den Referenzsubstanzen
zugegeben. Matuczwski et al. (1998) beschreiben eine Methodik zur Bestimmung der
Wiederfindungsraten durch getrennte Dotierung einer Blindprobe vor der Probenvor-
bereitung und vor der Messung.

Schematisch verlauft die Massenspektrometrie in drei Schritten. Zu Beginn werden
aus Atomen oder Molekulen lonen erzeugt, wobei auch Cluster oder Fragmente ent-
stehen konnen. In einem zweiten Schritt werden die in der Gasphase vorliegenden
lonen aufgrund ihres m/z-Verhaltnisses herausgefiltert bzw. getrennt und im dritten

Schritt detektiert. Die gemessenen Signale werden als einzelnes Massenspektrum
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pro Zeiteinheit aufgezeichnet (Abbildung 5). Die Massenspuren lassen sich summiert
als Totalionenchromatogramm oder einzeln fir diskrete Massenspuren als extrahier-

te Chromatogramme darstellen.

Intensitat

Zeit

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Messdatenaufnahme mittels LC-MS. Das
Chromatogramm stellt den zeitlichen Verlauf der detektierten Massenspektren dar.

Die Analyten mussen nach der Trennung durch die Flussigkeitschromatographie gas-
formig in das Hochvakuum des MS-Systems eingefuhrt werden, um unerwinschte
Reaktionen der lonen auszuschliel3en. Dazu wird die Probe mittels eines Sprayver-
fahrens zerstaubt und das Ldsemittel verdampft. In Abhangigkeit von der Polaritat
und dem Molekulargewicht des Analyten werden meist entweder die Atmospheric
Pressure Chemical lonization (APCI) oder die Elektrosprayionisation (ESI) als Inter-
face verwendet. Die Elektrosprayionisation ist als weiche lonisationstechnik flr eine
Vielzahl Substanzen geeignet, da hiermit auch physikalisch-chemisch unterschiedli-
che Molekule mit zufriedenstellender Ausbeute ionisiert werden konnen (Reemtsma
2003, Thurman et al. 2005). Je nach Polarisation der lonenquelle kdnnen mit APCI
oder ESI positiv oder negativ geladene Vorlauferionen erzeugt werden. Diese proto-
nierten [M+nH]" oder deprotonierten [M-nH]" lonen werden durch ein elektrisches
Feld in Richtung des Massenspektrometers beschleunigt. Zur Analyse des Masse-
zu-Ladungsverhaltnis werden meist Quadrupol- (Q), lonenfallen- (IT) oder Flugzeit-
massenspektrometer (TOF) eingesetzt. Diese drei Geratetypen unterscheiden sich in
den Messmodi, der Maoglichkeit zur Fragmentierung der lonen und in der Massenge-

nauigkeit.
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Bei einem Tripelquadrupolmassenspektrometer (QqQ) sind drei Quadrupole hinter-
einander geschaltet. Diese Gerate werden auch als Tandemmassenspektrometer
(MS/MS) bezeichnet und verfugen Uber eine hohe Selektivitat und Sensitivitat, wes-
halb diese Gerate immer haufiger zur Bestimmung von organischen Spurenstoffen in
der Umwelt- oder Lebensmittelanalytik eingesetzt werden. So wird diese Methodik
unter anderem in der Arbeitsschutz- und Umweltanalytik zur Bestimmung von Arz-
neimitteln (Turk 2007, Wang et al. 2009) oder von Transformationsprodukten durch
oxidative Prozesse (Zedda et al. 2010) angewendet. Sulyok et al. (2007a) beschrei-
ben eine Methode zum Nachweis von Mykotoxinen in Getreide. Verschiedene Bei-
trage liefern eine Ubersicht Uber die Anwendungsmoglichkeiten dieser Messtechnik
(Reemtsma 2003, Krska et al. 2008, Songsermsakul und Razzazi-Fazeli 2008, Bhat
et al. 2010, Guillarme et al. 2010, Shephard und Berthiller 2011). Mit Hilfe der HPLC-
MS/MS wurden auch Mykotoxine in Luftproben aus Wohnraumen oder in Innen-
raummaterialien nachgewiesen (Gottschalk et al. 2006, Bloom 2008, Gottschalk et al.
2008, Bloom et al. 2009). In der von Vishwanath et al. (2009) beschriebenen Metho-
de sind neben Mykotoxinen auch Metabolite von Bakterien enthalten.

In QqQ Hybridmassenspektrometern kann der dritte Quadrupol auch als lineare lo-
nenfalle (Linear lon Trap, LIT) fungieren (Abbildung 6). Hierdurch wird es mdglich
lonen dynamisch und effizient zu akkumulieren oder zu fragmentieren und dann erst
dem Detektor zuzuleiten. Die Anreicherung von lonen in der LIT, ermdglicht sensiti-
vere Messmodi gegenuber Tandemmassenspektrometern wie z.B. von Suchlaufen
Uber einen grol’en Massenbereich (EMS) oder von Produktionenspektren (EPI)
(Hopfgartner et al. 2004).

In einer lonenfalle wird ein Massenanalysator verwendet, um zeitlich getrennt lonen
zu akkumulieren und zu fragmentieren (Tandem in time). Bei Tandemmas-
senspektrometern wird dies raumlich getrennt durchgefuhrt (Tandem in space). Der
konsekutive Aufbau in einem Hybridmassenspektrometer vereint durch zwei getrenn-
te Massenanalysatoren die beiden Messprinzipien und —funktionalitaten. Es ermaog-
licht schnellere Messzyklen, da keine Isolierungszeiten fur MS/MS Experimente not-
wendig sind und einen gréReren dynamischen Bereich bei der Quantifizierung ge-
genuber lonenfallengeraten (King und Fernandez-Metzler 2006). Fur die Gehaltsbe-
stimmung wird bei der Tandemmassenspektrometrie meist der Selected-Reaction-
Monitoring (SRM) oder Multiple-Reaction-Monitoring (MRM) Modus angewendet

(Gross 2011). Hierbei wir im ersten Quadrupol (Q1) ein diskretes lon ausgewahlt, in
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der Kollisionszelle (q2) gezielt fragmentiert und in Quadrupol (Q3) ein (SRM) bzw.
mehrere (MRM) Produktionen bestimmt. Der gleiche Ablauf wird auch bei der Be-
stimmung von Produktionenspektren (Pl) ausgewahlter Vorlauferionen genutzt, wo-
bei im Gegensatz zum SIM oder MRM alle gebildeten Fragmente des Vorlauferions

im Q3 ausgelesen werden.

Q1 g2 Q3ur

Massen- jjisionszelle Massen-
analysator analysator

— — — ‘ ‘ —
Suchlauf/ Fragmentierung Suchlauf/ Detektor

Massenfilter Massenfilter/
lonenfalle/ Fragmentierung

lonenquelle

Abbildung 6: Schematischer Aufbau eines Triplequadrupolmassenspektrometers mit linearer lonenfal-
le

Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht tiber verschiedene Messmodi, die mit einem Hybrid-
massenspektrometer verwendet werden kénnen. Mit Hilfe von geeigneter Software
lassen sich bei einer Messung verschiedene Experimente im MS automatisiert kom-
binieren (Information depended acquisition, IDA) (Abbildung 7). Damit lassen sich die
Informationen Uber eine Probe innerhalb eines Chromatographielaufes steigern (Li et
al. 2007). Es ermdglicht ein selektives und sensitives Screening nach unbekannten
Analyten bzw. beim Fehlen von Referenzsubstanzen. Gros et al. (2008) nutzten IDA
zur Bestimmung von B-Blockern in Abwasserproben. Auch zum Nachweis und zur
Strukturidentifikation von pharmazeutischen Metaboliten in Plasma- und Urinproben
wurden IDA-Methoden erfolgreich eingesetzt (Li et al. 2007). In der Forensik wird
diese Methodik zum Nachweis von pharmazeutischen Wirkstoffen eingesetzt, indem
die Produktionenspektren mit den Eintragen in einer Spektrenbibliothek verglichen
werden (Marquet und Lachatre 1999, Weinmann 2001, Oberacher et al. 2009b,
2009a). Diese Datenbanken sind im Gegensatz zu der aus der GC-MS bekannten
(NIST 2011), aufgrund der starkeren Abhangigkeit der Massenspektren von den ver-
wendeten Analysegeraten und Einstellungen, viel weniger verbreitet und detailliert
(Maurer und Peters 2005).
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Tabelle 3: Ubersicht tiber verschiedene Messmodi eines Hybridmassenspektrometers

Messmodi Q1 q2 Q3
Q1 Suchlauf m/z - Suchlauf lonentransmission lonentransmission
Q3 Suchlauf lonentransmission lonentransmission m/z - Suchlauf
Selected-Reaction-

o m/z - Auswahl Fragmentierung m/z - Auswahl eines lons
Monitioring (SRM)
Multiple-Reaction- )

o m/z - Auswahl Fragmentierung m/z - Auswahl mehrerer lonen
Monitoring (MRM)
Erweiterter Suchlauf Akkumulation und m/z - Suchlauf im

lonentransmission lonentransmission

(EMS) lonenfallenmessmodus

Erweitertes Produk-
Akkumulation und m/z - Suchlauf im

tionenspektrum m/z - Auswahl Fragmentierung
lonenfallenmessmodus
(EPI)
Totalionenchromatogramm Suchlauf Abhiéngiges Experiment
EMS-Spektren l !
A Vorlduferion
\
>
o ¥ >’ ¥’ .
] ~ ¥ > > ] bS] _
] o 'y’ 'Y’ '/' 'E g Produktionen
AN ~mme-e-
’ Y b Y Fragmentierun
"/ // X, l | - _ag_e_te_u_g
. . A LA il MLHLA M“.Lll.l .1\ | | ‘ |
Zeit miz m/z
Chromatogramm EMS-Spektrum Produktionenspektrum (EPI)

Elutionsreihenfolge der Analyten Selektion des Vorladuferion Strukturinformationen

Abbildung 7: Schematischer Ablauf von informationsabhangigen Experimenten (IDA) im MS bei einer
Messung. Das dominante Vorlauferion wird im Suchlauf selektiert und im abhangigen Experiment
gezielt fragmentiert.

Das Konzept der Selektion von Vorlauferionen und Fragmentierung mittels Quadru-
polen wird auch in Kombination mit Flugzeitmassenspektrometern eingesetzt
(Abbildung 8) (Pavlic et al. 2006). Diese als QTOF bezeichneten Gerate vereinen die
Mdglichkeiten der Tandemmassenspektrometrie mit der hohen Massengenauigkeit
eines Flugzeitmassenspektrometers (TOF) (Petrovic et al. 2006). Im TOF werden die
lonen in Abhangigkeit von ihrem Masse-zu-Ladungsverhaltnis mit sehr hoher Auflo-
sung getrennt (De Hoffmann und Stroobant 2007). Somit lassen sich die mdglichen
Summenformeln von Vorlauferionen und Produktionen genau bestimmen bzw. die
Anzahl der moglichen Elementzusammensetzung unter anderem durch das Isoto-

penmuster sehr stark reduzieren. Bei der Angabe der Messergebnisse wird die Diffe-
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renz vom gemessenen zum theoretischen Wert als Massengenauigkeit bezeichnet
und in Dalton oder als relative Abweichung in Promille (ppm) angegeben (Dass 2007,
De Hoffmann und Stroobant 2007). Durch die Kombination von hoher Massenauflo-
sung und Madglichkeit zur Fragmentierung sind der Nachweis und eine Strukturidenti-
fizierung eines Analyten auch ohne Referenzsubstanzen im Spurenbereich moglich
(Krauss et al. 2010, Portner et al. 2010). Hernandez hat verschiedene Gerate (Tri-
pelquadrupolmassenspektrometer (QqQ), TOF und QTOF) zur Bestimmung von Pes-
tiziden miteinander verglichen (Hernandez et al. 2004). QgQ zeichnet eine hohe
Sensitivitat aus, wahrend mit einem TOF oder QTOF Auswertungen von neuen Ana-
lyten, Metaboliten oder Transformationsprodukten auch retrospektiv moglich sind
(Zwiener 2004, Kosjek et al. 2008).

Q1 q2 TOF
Massen-
analysator
Massen- — —

Kollisionszelle
analysator

L — —
=—> WE " — Y

Suchlauf/ Fragmentierung
Massenfilter Suchlaut/
lonenquelle Massenfilter/
Detektor

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Quadrupolflugzeitmassenspektrometers (QTOF)

Daruber hinaus gibt es noch weitere Arten von Massenspektrometern wie Sektorfeld,
lonenfallen oder Fourier-Transformation, die sich in der zur Verfligung stehenden
Messmodi, der Massengenauigkeit, dem dynamischen Messbereich und der Emp-
findlichkeit unterscheiden (Dass 2007, De Hoffmann und Stroobant 2007, Gross
2011). Diese Geratetypen werden weniger zur Quantifizierung, sondern haufiger zur

Identifizierung und chemischen Charakterisierung verwendet.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Geréte

Details zu den verwendeten Chemikalien (Tabelle 45) und Geraten (Tabelle 46) sind
im Anhang aufgefthrt. Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, in

p.a. Qualitat eingesetzt. Die Gerate wurden regelmafig kalibriert bzw. gewartet.

3.2 Ausgewiéhlte Mykotoxine

Fur die Methodenentwicklung wurden acht Mykotoxine aufgrund ihrer toxikologischen
Eigenschaften, ihrem mdglichen Vorkommen im Innenraum und der Verflgbarkeit
von Referenzsubstanzen ausgewanhlt (Portner et al. 2007, Portner et al. 2008b). Dar-
Uber hinaus wurden qualitative Nachweismethoden fur ausgewahlte makrocyclische
Trichothecene entwickelt (Portner et al. 2009a, Portner et al. 2009c). Die nachfolgen-
den Daten der Mykotoxine wurden mit Hilfe der Software EPI Suite 4.0 und
ACD/Labs 12, sowie der Online-Datenbank (http://www.chemspider.com) recher-
chiert.

Aflatoxin B

Das Aflatoxin B4 gehort zur Gruppe der Aflatoxine, die Uber zehn verschiedene Ver-
bindungen umfasst und ist eine der starksten kanzerogenen Verbindungen natirli-

chen Ursprungs. Abbildung 9 zeigt die Strukturformel des Aflatoxin B4 und Tabelle 4

fasst Bezeichnungen und einige physikalisch-chemische Eigenschaften zusammen.

HsC

Abbildung 9: Strukturformel von Aflatoxin B,
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Tabelle 4: Bezeichnungen und Eigenschaften des Aflatoxin B,

2,3,6aa,9aa-Tetrahydro-4-methoxycyclopenta[c]furo[3’,2":4,5]
IUPAC-Bezeichnung
furo[2,3-h][/lbenzopyran-1,11-dione

Synonyme AfB,, 6-Methoxydifurocoumarone
CAS-Nummer 1162-65-8

Summenformel C17H1206

Molare Masse 312,28 g/mol

Wasserloslichkeit 918 mg/L bei 25 °C

log Kow 1,23

Citrinin

Citrinin kann von verschiedenen Schimmelpilzspezies gebildet werden. Es ist neph-
rotoxisch. In Abbildung 10 ist die Strukturformel abgebildet. Die Tabelle 5 listet die
Bezeichnungen und Eigenschaften von Citrinin auf.

O OH

HO ~ZZe)

0 “/CH,
CH; CHj
Abbildung 10: Strukturformel von Citrinin

Tabelle 5: Bezeichnungen und Eigenschaften des Citrinin

(3R,4S)-8-Hydroxy-3,4,5-trimethyl-6-oxo0-4,6-dihydro-3H-isochromene-7-

IUPAC-Bezeichnung
carboxylic acid

CAS-Nummer 518-75-2
Summenformel C13H1405

Molare Masse 250,2473 g/mol
Wasserloslichkeit 24,09 g/L bei 25 °C
log Kow 0,45

pKs 1,62+ 0,6
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Deoxynivalenol

Deoxynivalenol wird wegen seiner Eigenschaft in toxischen Dosen Ubelkeit und
Erbrechen hervorzurufen, auch als Vomitoxin (to vomit = sich erbrechen) bezeichnet.
Es gehort zu den gut wasserloslichen Mykotoxinen aus der Gruppe der Trichothece-
ne (Abbildung 11 und Tabelle 6).

CHS e

= |l||0
CH

2 |
OH CH,

OH

Abbildung 11: Strukturformel von Deoxynivalenol

Tabelle 6: Bezeichnungen und Eigenschaften des Deoxynivalenol

IUPAC-Bezeichnung 12,13-epoxy-3a,7a,15-trihydroxy-trichothec-9-en-8-one
Synonyme DON, Rd-Toxin, 4-Deoxynivalenol, Dehydronivalenol, Vomitoxin
CAS-Nummer 51481-10-8

Summenformel C15H2006

Molare Masse 296,32 g/mol

Wasserloslichkeit 51,75 g/L bei 25 °C

log Kow -0,71

pPKs 11,91 £ 0,7

Diacetoxyscirpenol

Diacetoxyscirpenol gehort zur Gruppe der Trichothecene und kann von der Gattung
Fusarium gebildet werden. Es inhibiert die Proteinbiosynthese. Die Abbildung 12
zeigt die Strukturformel. In Tabelle 7 fasst die Bezeichnungen und physikalisch-

chemischen Eigenschaften zusammen.
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Abbildung 12: Strukturformel von Diacetoxyscirpenol

Tabelle 7: Bezeichnungen und Eigenschaften des Diacetoxyscirpenol

(3alpha,4beta,12R)-3-Hydroxy-12,13-epoxytrichothec-9-en-4,15-
IUPAC-Bezeichnung

diyldiacetat
Synonyme DAS
CAS-Nummer 2270-40-8
Summenformel C19H2607
Molare Masse 366,4055 g/mol
Wasserloslichkeit 1018 mg/L bei 25 °C
log Kow 14
pPKs 13,4+0,7

Gliotoxin

Wegen seiner zytotoxischen Wirkung wird Gliotoxin in der chemotherapeutischen
Forschung untersucht (Abbildung 13, Tabelle 8).

Abbildung 13: Strukturformel von Gliotoxin
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Tabelle 8: Bezeichnungen und Eigenschaften des Gliotoxin

(3R,5a8S,6S,10aR)-6-hydroxy-3-(hydroxymethyl)-2-methyl-2,3,6,10-

IUPAC-Bezeichnung
tetrahydro-5aH-3,10a-epidithiopyrazino[1,2-a]indole-1,4-dione

CAS-Nummer 67-99-2
Summenformel C13H14sN204S,
Molare Masse 326,3913 g/mol
Wasserloslichkeit 28,46 mg/L bei 25 °C
log Kow 2,90

pPKs 1290+ 0,4

Ochratoxin A
Aus der Gruppe der Ochratoxine ist Ochratoxin A (OTA) das haufigst untersuchte. Es
kann von verschiedenen Spezies gebildet werden. Seinen Namen verdankt es

Aspergillus ochraceus. Nachfolgend sind die Struktur, Bezeichnungen und die Eigen-
schaften dargestellt (Abbildung 14 und Tabelle 9).

o OH
@\I [ [ [
NH o

Cl
Abbildung 14: Strukturformel von Ochratoxin A

Tabelle 9: Bezeichnungen und Eigenschaften des Ochratoxin A

R-N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-1H-2-benzopyran-
IUPAC-Bezeichnung )
7-yl)carbonyl]-L-phenylalanine

Synonyme OA, OTA
CAS-Nummer 303-47-9
Summenformel CooH1sCINOg

Molare Masse 403,82 g/mol
Wasserloslichkeit 0,987 mg/L bei 25 °C
log Kow 4,74

pKs 3,29+0,1
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Roridin A

Roridin A ist eine fungizide, zytostatisch wirkende Verbindung. Ihr Schmelzpunkt liegt
zwischen 198 °C und 204 °C, weitere Daten sind in Tabelle 10 dargestellt. Roridin A
kann von Myrothecium spp. gebildet werden (Cole et al. 2003). Trotz struktureller
Ahnlichkeiten zu anderen makrocyclischen Trichothecenen wie den Satratoxinen,
wird Roridin A nicht von Stachybotrys chartarum gebildet werden (Cole et al. 2003).
Abbildung 15 zeigt die Strukturformel von Roridin A.

H,;C

Abbildung 15: Strukturformel von Roridin A

Tabelle 10: Bezeichnungen und Eigenschaften von Roridin A

(10Z,122)-4-hydroxy-9-(1-hydroxyethyl)-5,16a,21-trimethyl-
4,5,6,7,16,16a,22,23-octahydro-3H,18H,19aH-spiro[16,18-
methano[1,6,12]trioxacyclooctadecino[3,4-d]Jchromene-17,2'-oxirane]-
3,14(9H)-dione

IUPAC-Bezeichnung

CAS-Nummer 14729-29-4
Summenformel CogH400g

Molare Masse 532,630 g/mol
Wasserloslichkeit 911 mg/L bei 25 °
log Kow -0,38

pKs 12,83 +0,7
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Roridin L-2

Roridin L-2 (Abbildung 16, Tabelle 11) ist ein Vorlauferprodukt von Satratoxin bei der
Biosynthese von Stachybotrys chartarum und gehdrt zur Gruppe der Trichothecene
(Bloem et al. 1983, Islam et al. 2009).

Abbildung 16: Strukturformel von Roridin L-2

Tabelle 11: Bezeichnungen und Eigenschaften von Roridin L-2

(4B)-15-hydroxy-12,13-epoxytrichothec-9-en-4-yl (2E,42)-7-hydroxy-6-[2-

IUPAC-Bezeichnung
(2-ox0-2,5-dihydrofuran-3-yl)ethoxy]octa-2,4-dienoate

CAS-Nummer 85124-22-7
Summenformel Ca29H3809

Molare Masse 530,61 g/mol
Wasserloslichkeit 34,42 mg/L bei 25 °C
log Kow 1,31

pKs 14,03 £ 0,2

Satratoxin G

Satratoxin G (Abbildung 17, Tabelle 12) ist ein antibiotisch wirkendes makrocycli-
sches Trichothecen (es inhibiert die Proteinsynthese), welches von Stachybotrys
chartarum produziert wird. Es ist ein Stereoisomer (lsosatratoxin G) in der Literatur
bekannt (Jarvis et al. 1995). Beide sind nicht als Referenzsubstanzen zu erwerben
(Islam et al. 2009).
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Abbildung 17: Strukturformel von Satratoxin G

Tabelle 12: Bezeichnungen und Eigenschaften des Satratoxin G

IUPAC-Bezeichnung

Synonyme
CAS-Nummer
Summenformel
Molare Masse
Wasserloslichkeit
log Kow

PKs

(6E,8Z,12R,12aS,14R,15aR,19aR)-24-hydroxy-5-(1-hydroxyethyl)-
12a,17-dimethyl-2,3,12,12a,18,19-hexahydro-14H,15aH-
spiro[1a,5:12,14-dimethanooxireno[8,9][1,6,12]trioxacyclooctadecino[3,4-
d]chromene-13,2 -oxirane]-10,22(5H,22aH)-dione

Sat G

53126-63-9

C29H36010

544,5901 g/mol

323,7 mg/L bei 25 °C

0,07

13,66 + 0,7

Satratoxin H

Satratoxin H (Abbildung 18, Tabelle 13) kann von Stachybotrys chartarum produziert

werde. Es ist ein antibiotisch wirkendes makrocyclisches Trichothecen. In der Litera-

tur ist das Stereoisomer Isosatratoxin H beschrieben (Jarvis et al. 1995), welches

genau wie Satratoxin H nicht als Referenzsubstanzen zu erwerben ist (Islam et al.

2009).
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Abbildung 18: Strukturformel von Satratoxin H

Tabelle 13: Bezeichnungen und Eigenschaften des Satratoxin H

(4E,9R,10E,12Z,16R,16aS,17R,18R,19aR,23aR,25R)-25-hydroxy-9-
[(1S)-1-hydroxyethyl]-16a,21-dimethyl-6,7,16,16a,22,23-hexahydro-
3H,18H,19aH-spiro[5,9:16,18-imethano[1,6,12]trioxacyclooctadecino[3,4-

d]Jchromene-17,2’-oxirane]-3,14(9H)-dione

IUPAC-Bezeichnung

Synonyme SatH

CAS-Nummer 53126-64-0
Summenformel Ca2oH3609

Molare Masse 528,598 g/mol
Wasserloslichkeit 1.006 mg/L bei 25 °C
log Kow -0,39

pPKs 12,86 £ 0,7

Sterigmatocystin

Sterigmatocystin (ST) gehort zur Gruppe der Aflatoxine (Nielsen 2002) (Abbildung
19, Tabelle 14). Es ist kanzerogen und kann von verschiedenen Schimmelpilzspezies
u.a. Aspergillus versicolor gebildet werden. Dabei kann es einzeln oder auch als Vor-

lauferprodukt der Aflatoxinbiosynthese vorkommen.
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9] 0 QOCH,

Abbildung 19: Strukturformel von Sterigmatocystin

Tabelle 14: Bezeichnungen und Eigenschaften des Sterigmatocystin

(3aR,12cS)-8-Hydroxy-6-methoxy-3a,12c-dihydro-7H-

IUPAC-Bezeichnung
furo[3’,2’:4,5]furo[2,3-c]xanthen-7-on

Synonyme ST

CAS-Nummer 10048 — 13 -2
Summenformel C18H1206

Molare Masse 324,2843 g/mol
Wasserloslichkeit 1,44 mg/L bei 25 °C
log Kow 3,81

pKs 6,92 £0,2




3. Material und Methoden 31

3.3 Hausstaubproben

Fur die vorliegende Arbeit wurden verschiedene Kollektive von Hausstaubproben

gesammelt und untersucht. Diese werden im folgenden Abschnitt naher beschrieben.

3.3.1 Herkunft der Proben

Um die analytischen Methoden auf Realproben anwenden zu kdénnen und damit In-
formationen Uber deren Mykotoxingehalt zu erlangen, wurden einerseits Hausstaub-
kontrollproben aus der Norddeutschen Leukamie- und Lymphomstudie (NLL) (Hoff-
mann et al. 2008) herangezogen und andererseits weitere Hausstaubproben selber
akquiriert. Das Kollektiv der ,NLL-Proben“ (n = 500) entstammte aus den mehr als
2500 Kontrollproben der Studie, die in den Jahren 1996-1998, gesammelt wurden
und als reprasentativ fir Hausstaubproben aus Haushalten der Bundesrepublik
Deutschland gelten.

Die Sammlung der weiteren Hausstaubproben erfolgte von Februar 2007 bis Marz
2009 in Zusammenarbeit mit der Carl von Ossietzky Universitat in Oldenburg Uber
Informationsblatter, die in Zusammenarbeit mit der Verbraucherzentrale NRW erstellt
und an interessierte Birger verschickt wurden. Durch weitere Offentlichkeits-
maflnahmen (div. Zeitungsartikel und wissenschaftliche Tagungsbeitrage) wurden
insgesamt 372 Proben zusammen mit einem Fragebogen gesammelt. Die 354 Haus-
staub- und 18 Baustoffproben stammten aus 343 Haushalten (Toepfer et al. 2010).
153 Hausstaubproben konnten anhand des Fragebogens als Schadensfalle im Sinne
eines sichtbaren Schimmelpilzbefalles im Wohnraum bezeichnet werden (,Schadens-
fallproben®). Zusatzlich wurden 201 Kontrollproben aus Wohnungen ohne sichtbaren
Schimmelpilzbefall im Wohnraum gesammelt (,Kontrollproben®).

Die Herkunftsorte der Proben sind der Abbildung 20 zu entnehmen. Der Uberwiegen-

de Teil der Proben stammte aus Nordrhein-Westfalen und der Region um Oldenburg.
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PRAG

TSCHECHIEN

FRANKREICH

OSTERREICH

Abbildung 20: Jeder weile Punkt in der Ubersichtskarte (Schwimmer 2011) markiert einen Postleit-
zahlenbezirk in der Bundesrepublik Deutschland aus dem eine oder auch mehrere Proben stammen.
Jeweils eine weitere Probe stammt aus Belgien, Osterreich und Spanien.

3.3.2 Probennahme

Die Probennahme erfolgte durch die Bewohner selbst mit der normalen Staubsauger-
reinigung der Rdume nach den Empfehlungen der Kommission Reinhaltung der Luft
(KRdL) im VDI- und DIN- Normenausschuss (VDI-RICHTLINIEN 2001). Hierbei wur-
de beachtet, dass der Staubsaugerbeutel mindestens halb geflillt sein musste, um
eine reprasentative Probe zu erhalten. Ohne die Filterwirkung des gesammelten
Staubes ist die Ruckhaltung der Feinstaubfraktion <10 pm nicht hoch genug (Ber-
ger-Preiss et al. 1997).
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Zur Homogenisierung der Proben wurde der gesamte Staubsaugerbeutelinhalt in
Anlehnung an DIN 66165-2 (DIN 1987b) und VDI 4300-8 (VDI-RICHTLINIEN 2008)
von Hand gesiebt (Butte und Heinzow 2002). Die Siebung erfolgt in zwei Schritten,
zuerst mit einem 2 mm und anschlieRend mit einem 63 um Sieb. Abbildung 21 zeigt
die Probenvorbereitung im Labor. Die Hausstaubfraktion < 63 ym wurde als Probe-
material eingesetzt und bei Raumtemperatur, dunkel und trocken, in braunen Weit-

halsglasflaschen aufbewahrt.

UMz B3 pmS2 mmZ2 m

E=——m————

Abbildung 21: Ansicht typischer Inhaltsstoffe im Staubsaugerbeutel und in gesiebten Hausstaubfrakti-
onen

Fur die Validierung einiger Methoden wurde aus 171 Kontrollproben ein Poolstaub
hergestellt. Daflir wurden je 3,0 £ 0,4 g abgewogen, gemischt und 2 Stunden durch

Rotation in einem 2000 mL Igelkolben homogenisiert.

3.3.3 Fragebogen

Fur alle gemeinsam mit der Universitat Oldenburg (Toepfer 2010) gesammelten Pro-
ben wurde ein Fragebogen in Anlehnung an die Protokolle aus der VDI-Richtlinie
4300 Blatt 10 (VDI-RICHTLINIEN 2008) und dem Schimmelpilzleitfaden des Umwelt-
bundesamtes (Moriske und Szewzyk 2002) sowie nach Angaben aus der Literatur
erhoben (Keller et al. 2004). Hier wurden Informationen Uber die Lage, die Eigen-
schaften, die Ausstattung und Belegung der Wohnungen/Gebaude, das Nutzerver-
halten der Bewohner und das Vorkommen von Schimmelpilzbefall ermittelt (s. An-
hang Tabelle 50).

Ein Grolteil der Teilnehmer der Studie fullte den Fragebogen selbststandig aus und
schickte diesen zusammen mit den Staubsaugerbeuteln ein. Bei Haushalten aus

dem Grof3raum Oldenburg oder Duisburg wurden die Proben direkt bei den Teilneh-
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mern abgeholt und der Fragebogen gemeinsam ausgeflllt. Die Befragung diente zur
Ermittlung von moglichen Einflissen auf den Schimmelpilz- und Mykotoxingehalt im
Hausstaub (Toepfer 2010, Toepfer et al. 2010).

3.3.4 Extraktion

Aufgrund der unterschiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften der ausge-
wahlten Mykotoxine wurde nach Vorversuchen mit verschiedenen Losemittelkombi-
nationen ein universelles Extraktionsverfahren entwickelt. Hierbei wurden 0,5 g Pro-
bematerial der Hausstaubfraktion < 63 ym flr 20 Minuten im Ultraschallbad mit 5 mL
eines Gemisches aus Methanol/\Wasser (84/16) extrahiert (Portner et al. 2008a). An-
schlielend wurde die Probe Uber einen 0,45 ym Spritzenfilter filtriert und bei —18 °C

in braunen Glasgefalien gelagert.

3.3.5 Bestimmung des Wasser- und Gliihverlustes

Zur Bestimmung des organischen Anteils in den gesiebten Staubproben wurde die
Trockenmasse, der Gluhruckstand und der Gluhverlust in Anlehnung an DIN 38409
Teil 1 (DIN 1987a) bestimmt.

Fur die Bestimmung der Trockenmasse wurden 100 mg gesiebter Staub der < 63 pm
Fraktion in einen getrockneten und gewogenen Porzellantiegel gegeben und 1 Stun-
de bei 105 £ 2 °C in getrocknet. Die im Exsikkator erkalteten Tiegel mit Staub wurden
auf 1 mg genau gewogen und erneut fur 30 Minuten getrocknet. Dieser Vorgang

wurde bis zur Gewichtskonstanz wiederholt.

Berechnung der Trockenmasse (m7y):

m, = Masse der leeren Tiegel [g]

my, = Masse der Schale mit der Trockenmasse [g]
mt = Trockenmasse [g]

= Mt = Mp — My (Formel 1)
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Berechnung des Wasserverlusts (WV):

my = Masse der Tiegel mit frischem Staub [g]
mwy = Wasserverlust [g]
= Mwy = Mg — Mp (Formel 2)

wv =Twv 100[%] (Formel 3)

;
Fir die Bestimmung des Gluhruckstands und Gluhverlust wurden die Tiegel mit dem
getrockneten Staub innerhalb von § Stunden auf 550 °C erhitzt und dann 60 Minuten
gegluht. Die im Exsikkator erkalteten Tiegel wurden auf 1 mg genau gewogen und
erneut fur 60 Minuten gegliht. Dieser Vorgang wurde bis zur Gewichtskonstanz wie-
derholt.

Berechnung des Gliihriickstands (mg):

m¢ = Masse der Tiegel mit Gluhrickstand [g]
mg = Gluhrtckstand [g]
= Mg=Mc—My (Formel 4)

Berechnung Gliihriickstand (Bcc):

Bos =26 . 100[%] (Formel 5)
my

Berechnung Gliihverlust (Bcv):
Bev = 100 - Beg [%] (Formel 6)
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3.4 Entwicklung und Anwendung von Methoden zum Nachweis von Mykoto-
xinen beim Fehlen von Referenzsubstanzen am Beispiel von Stachybotrys

chartarum

Die vom Schimmelpilz Stachybotrys chartarum gebildeten Mykotoxine wie z.B. Satra-
toxin G, Satratoxin H oder Roridin L-2 sind als Referenzsubstanzen nicht erhaltlich.
Deshalb wurden flr die Entwicklung von Nachweismethoden verschiedene
Wildstammisolate im Labor kultiviert und extrahiert.

Zur Uberpriifung ob die ausgewahlten Wildstammisolate Satratoxin und anderen Tri-
chothecene produzieren, wurden im Anschluss an die Kultivierung Vorversuche mit
Hilfe der Dunnschichtchromatographie (DC) nach Vorgaben aus der Literatur durch-
gefuhrt (Harrach et al. 1981, Jarvis et al. 1986). Die einzelnen Spots auf der DC-
Platte wurden ausgestanzt und zusatzlich durch Kopplung von Hochleistungsdunn-
schichtchromatographie und Massenspektrometrie (HPTLC-MS) in der Zentralen
Analytik der Universitat Oldenburg untersucht (Spot-Extraktor: Prototyp des CAMAG
TLC-MS Interface; HPLC: Thermo Separation Products SpectraSystems P2000; MS:
Finnigan LCQ-Classic mit ESI-lonenquelle).

Einzelne aus dem Mycel gewonnene Extrakte wurden fur die LC-MS Methodenent-
wicklung eingesetzt (Portner et al. 2009a, Portner et al. 2009b). Diese Messmetho-
den wurden spater an weiteren ausgewahlten Stammen und an Hausstaubproben,

sowie Baumaterialien angewendet.

3.4.1 Kultivierung

Es wurden vier verschiedene Wildisolate von Stachybotrys chartarum (S1 - S4) an
der Carl von Ossietzky Universitat in Oldenburg in Anlehnung an die Methode von
Jarvis et al. (1998) kultiviert. Als Nahrmedium wurden Kartoffelpiree (200 g/L) und
Instantreisflocken (250 g/L) versetzt mit Glucose (18,15 g/L) verwendet. Die Kultivie-
rung dauerte zwei Wochen bei Raumtemperatur (RT) und weitere zwei Wochen bei
5 °C. Diese vier Stamme wurden fur die spatere LC-MS Methodenentwicklung einge-
setzt. Abbildung 22 zeigt eine mikroskopische Aufnahme von Stamm S1 und eine
Abbildung von Samson et al. (2002).
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Zur Ermittlung der optimalen Kultivierungsbedingungen fur eine maximale Toxinpro-
duktion wurden anschlieRend Versuche mit S1, S4 sowie weiteren vom Max Rubner
Institut fur Mikrobiologie und Biotechnologie in Kulmbach zur Verfigung gestellten
Stammen (S1114, S1495, S1624) (Hohne 2008, Gareis und Hohne 2009, Schwan
2009) vorgenommen. Die Stachybotrys chartarum Stamme wurden fur drei Wochen
bei Raumtemperatur auf Kartoffelplireemedium (KP) (53 g/L) versetzt mit Saccharo-
se (8 g/L) und Instantreisflockenmedium (IRF) (80 g/L) versetzt mit Saccharose
14 g/L inkubiert. Danach wurde eine Halfte der Anzucht bei 4 °C und die andere Half-

te fir maximal drei weitere Wochen bei Raumtemperatur bebritet An diesen wurden

die entwickelten LC-MS Messmethoden zum Nachweis der Toxinbildung angewen-
det.

4

Abbildung 22: Mikroskopische Aufnahme von Stachybotrys chartarum Stamm S1 (links) und Literatur-
vergleich (rechts, Samson et al. 2002)

3.4.2 Extraktion

Die fur die Entwicklung und Optimierung der LC-MS-Messmethoden eingesetzten
Stamme S1 - S4 wurden in Anlehnung an die Methode von Hinkley und Jarvis extra-
hiert (Hinkley und Jarvis 2001). Hierfur wurde das Mycel vom Nahrmedium gelost,
bei Raumtemperatur getrocknet und anschliel3end zerkleinert. 5 g der Probe wurden
eingewogen und mit 30 mL eines Chloroform-Methanol-Gemisches im Verhaltnis 1:1
fur 1 Stunde im Ultraschallbad extrahiert. Die Suspension wurde Uber Nacht im Kuhl-

schrank bei 5 °C gelagert. Es folgte eine Vakuumfiltration dber einen 1 um Glasfaser-
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filter, danach wurden die Proben am Rotationsverdampfer bei 40 °C und 337 mbar
Uber einen Zeitraum von einer Stunde eingeengt. Das verbliebene zahflussige, brau-
ne Extrakt wurde anschlieRend in 5 mL Methanol resuspendiert und im Kuhlschrank
bei 5 °C gelagert. Im Anschluss wurden die Toxine mithilfe einer Festphasenextrakti-
on isoliert. Hierzu wurden 2 g einer Polyethylenimid-Festphase (PEI) verwendet. Der
Methanolextrakt wurde in einem ersten Schritt unter Stickstoffzufuhr bei 50 °C einge-
dampft und dann in 0,5 mL Dichloromethan aufgenommen. Die mit PEI befullten
6 mL Glassaulen wurden mit 10 mL Dichloromethan konditioniert. Anschlie3end wur-
den die 0,5 mL Extrakt auf die Saule gegeben und zunachst mit 15 mL Dichloro-
methan eluiert (Fraktion I). In einem weiteren Schritt wurde dann mit 15 mL Methanol
eluiert (Fraktion Il). In Fraktion | befinden sich Atranone und makrozyklische Tri-
chothecene, in Fraktion Il liegen die spirozyklische Drimane vor. Fur die HPLC-MS
Analyse wurde die erste Fraktion erneut unter Stickstoffstrom eingedampft und in
15 mL Methanol gel6st. Alle Proben wurden Uber einen Spritzenfilter mit 0,45 um
Porenweite filtriert und bis zur Messung im Kihlschrank bei 5 °C gelagert. Die Frakti-
onen | und Il der Stamme S1 bis S4 wurden fur die Methodenentwicklungen verwen-
det.

Fur die Evaluierung der optimalen Kultivierungsbedingungen fur eine maximale To-
xinproduktion mit den Stammen S1, S4, S1114, S1495 und S1624 wurden die Pro-
ben abweichend von dem zuvor beschriebenen Verfahren extrahiert. Hier wurde das
Mycel zusammen mit dem Nahrmedium extrahiert. Je Gramm Probe wurde 6 mL ei-
nes 1:1 Gemisches von Methanol und Chloroform zugegeben und fir eine Stunde im
Ultraschallbad behandelt. Die Suspension wurde tber Nacht bei 5 °C gelagert und
danach mittels eines Glasfaserfilters filtriert. Anschlielend wurden die Proben mittels
Rotationsverdampfung bei 40 °C durch schrittweise Erniedrigung des Druckes auf
40 mbar bis zur Trockene eingeengt. Die braunen Ruckstande wurden mit 25 mL
Methanol geldst und bei 40 °C unter Stickstoff eingedampft. Der Trockenrtickstand
wurde mit 15 mL Methanol aufgenommen und im Ultraschallbad gelost. Anschlie-
Rend wurden die Proben Uber einen Spritzenfilter mit 0,45 ym Porenweite filtriert und

bis zur Messung im Kihlschrank bei 5 °C gelagert.
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3.5 LC-MS Messmethoden

Fur den Nachweis von Mykotoxinen in den extrahierten Feststoffproben wurden ver-
schiedene Messmethoden durch Kombination von flissigkeitschromatographischer
Trennung und massenspektrometrischer Detektion entwickelt und angewandt. Die
Durchfuhrung und Auswertung der Messungen erfolgte mit der Software der Gerate-
hersteller in Anlehnung an anerkannte Regeln der Laborpraxis (DIN 1986). Es wur-
den nur Peaks mit einem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (S/N) = 3 ausgewertet und
nicht geglattet. Zur Erstellung der Kalibration fur die Quantifizierung wurde eine linea-
re Regression verwendet.

Fir die Messmethoden zur Quantifizierung wurden die Einstellungen des Mas-
senspektrometers anhand von Vorversuchen durch Injektion von Einzelstofflésungen
mittels Spritzenpumpe ausgewahlt und optimiert. Die Auswahl der lonisierungstech-
nik und die Optimierung der Parameter der lonenquelle wurden anschliefend durch
FlieRinjektionsanalyse mittels HPLC ermittelt. Die Auswahl der MRM-Ubergange bei
den MS/MS Messmethoden flr die Analyten erfolgte unter chromatographischen Be-

dingungen anhand des S/N.

3.5.1 Quantifizierung mittels HPLC-Hybridmassenspektrometrie

Die Mykotoxine Aflatoxin B1, Citrinin, Deoxynivalenol, Diacetoxyscirpenol, Gliotoxin,
Ochratoxin A, Roridin A und Sterigmatocystin wurden in den extrahierten Hausstaub-
und Baustoffproben quantifiziert. Ausgewahlte Mykotoxine von Stachybotrys charta-
rum wurden in den Proben qualitativ analysiert. Durch Ubertragung des spezifischen
Fragmentierungsmuster von Roridin L-2, Satratoxin G, Isosatratoxin G, Satratoxin H,
Isosatratoxin H, sowie Trichoverrin A und B nach der in Kapitel 3.5.3 beschriebenen
Methodik, wurden diese Analyten der MRM-Messmethode zur Quantifizierung hinzu-
gefugt. Die Analyse wurde mittels FlUssigkeitschromatographietandemmas-
senspektrometrie (HPLC-MS/MS) mit positiver und negativer Elektrosprayionisierung
im MRM-Messmodus durchgefiuihrt (HPLC: Shimadzu Prominence LC-20; MS: AB
Sciex 3200 QTrap) (Portner et al. 2008a). Die optimierten Parameter fur die Chroma-
tographie sind in Tabelle 15 aufgefuhrt.
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Tabelle 15: Chromatographische Parameter der Mykotoxinmultimethode

Parameter Optimierte Einstellungen

A: 1 L entmineralisiertes Wasser, versetzt mit 2 mmol

Ammoniumacetat und mit Essigsaure auf pH 3,0 ein-

Eluenten

gestellt

B: Methanol
Saule Varian Pursuit XRs C18, 5 ym, 150 x 2 mm
Vorsaule Phenomenex Security Guard C18 4 x 2 mm
Saulentemperatur 40 °C
Flussrate 300 pL/min
Injektionsvolumen 20 uL

Um den polarsten Analyten erst nach der doppelten Systemsdurchflusszeit und
gleichzeitig alle Zielanalyten innerhalb von 10 Minuten von der Trennsaule zu eluie-
ren, wurden die Gradientenverlaufe des Losemittels auf Grundlage von Basismes-
sungen mit Hilfe der Software Drylab (Molnar 2002) optimiert. Der Losemittelgradient
fur die positive lonisierung ist in der folgenden Abbildung dargestellt (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Anteil des organischen Eluenten (B) bei positiver lonisierung

Der Loésemittelgradient fur die negative lonisierung ist in der folgenden Abbildung
dargestellt (Abbildung 24). Tabelle 16 fasst die MS-Parameter zusammen.
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Abbildung 24 Anteil des organischen Eluenten (B) bei negativer lonisierung

Tabelle 16: Optimierte MS-Parameter bei positiver und negativer lonisierung

Optimierte Optimierte
Parameter Einstellungen Einstellungen
ESl-positiv ESlI-negativ
Quellentemperatur 575 °C 500 °C
Vorhanggas 10 psi 10 psi
Kollisionsgasdruck medium medium
lonenquellengas 1 30 psi 30 psi
lonenquellengas 2 70 psi 80 psi
lonisierungsspannung 5.000 V -4.200V
Verweilzeit zur Quantifizierung im
Multiple-Reaction-Monitoring-Modus 60 ms 120 ms
(MRM)
Suchlaufbereich EMS 100 -750 m/z 100 -750 m/z
Suchlaufgeschwindigkeit EMS 1000 Da/s 1000 Da/s

Fur die Messmethode mit positiver Elektrosprayionisierung sind die Parameter in der
folgenden Tabelle aufgelistet (Tabelle 17). Die Messungen erfolgten im MRM-Modus
und wurden in Anlehnung an Literaturvorgaben (EU-Kommission 2002) durchgefuhrt
und ausgewertet. Die Massenlbergange wurden einzeln anhand der Signal-zu-

Rausch-Verhaltnisse ausgewahilt.



3. Material und Methoden 42

Tabelle 17: Optimierte MS-Parameter zur Quantifizierung (Fett) und zur Qualifizierung bei positiver
lonisierung

(Entclusterungspotential [DP], Eingangspotential [EP], Kollisionszelleneingangspotential [CEP], Kolli-
sionsenergie [CE], Kollisionszellenausgangspotential [CXP])

Vorlaufer- Art Vor-
Produktion DP EP CEP CE CXP

Mykotoxin ion Q1 lauferion
Q3[m7zZ] [Vl V] Vi [evl V]

[m/z] Q1
Aflatoxin B1 313 [M+H] 128 61 3 16 89 4
Aflatoxin B1 313 [M+H] 285 61 3 16 33 4
Diacetoxyscirpenol 384 [M+NH,]* 105 21 8 16 43 4
Diacetoxyscirpenol 384 [M+NH,] 141 21 8 16 75 4
Ochratoxin A 404 [M+H]" 102 31 8 20 89 4
Ochratoxin A 404 [M+H]" 239 31 8 20 31 4
Sterigmatocystin 325 [M+H]" 115 61 3 14 87 4
Sterigmatocystin 325 [M+H]" 281 61 3 14 49 4
Gliotoxin 327 [M+H]" 245 21 3,5 18 25 4
Gliotoxin 327 [M+H] 263 21 3,5 18 17 4
Roridin A 550 [M+NH,]* 249 26 6,5 24 25 4
Roridin A 550 [M+NH,]* 85 26 6,5 24 47 4
Roridin L-2 531 [M+H]" 249 26 6,5 24 25 4
Roridin L-2 531 [M+H] 231 26 6,5 24 25 4
Satratoxin G / Iso- .

545 [M+H] 249 26 6,5 24 25 4
satratoxin G
Satratoxin G / Iso- .

545 [M+H] 231 26 6,5 24 25 4
satratoxin G
Satratoxin H / Iso- .

529 [M+H] 249 26 6,5 24 25 4
satratoxin H
Satratoxin H / Iso- .

529 [M+H] 213 26 6,5 24 25 4
satratoxin H
Trichoverrin A/ B 533 [M+H]" 249 26 6,5 24 25
Trichoverrin A/ B 533 [M+H]" 231 26 6,5 24 25

Fur die Messmethode mit negativer lonisierung sind die Parameter in der folgenden

Tabelle 18 aufgelistet.
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Tabelle 18: Optimierte MS-Parameter zur Quantifizierung (Fett) und Qualifizierung bei negativer loni-

sierung
Mykotoxin Vorlauferion Art Vor- Produktion DP EP CEP CE CXP
Q1 [m/z] lauferion Q1 Q3[m/z] [Vl [Vl [Vl [evl [Vl
Deoxynivalenol 295 [M-H] 265 -35 -8 -18 -16 -4
Deoxynivalenol 295 [M-HT 138 -35 -8 -18 22 -2
DON-Addukt 355 [M+CH3COOT 265 25 45 -18 -20 -2
Citrinin 249 [M-HT 175 65 -6,5 -18 -36 -2
Citrinin-Addukt 281 [M+CH,OHY 249 35 -7 -6 -22 0
Citrinin-Addukt 281 [M+CH,OH] 205 35 -7 -16 -30

Die Auswertung erfolgte mit der Software Analyst Version 1.5. Aus den Ergebnissen

wurden die analytischen Kenndaten Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgren-
ze nach DIN 32645 (DIN 2008) berechnet. Die Wiederfindungsraten und Reprodu-

zierbarkeit wurden in Anlehnung an Matuczwski et al. (2003) durchgefuhrt und be-

rechnet. Es wurde eine Dreifachbestimmung an zwei Tagen mit je drei verschiede-

nen Konzentrationen durch Dotierung der Poolstaubprobe durchgefuhrt. Die Berech-

nung der Matrixwiederfindung (ME), der Extraktionswiederfindung (RE) und der Pro-

zesswiederfindung (PE) wurde wie folgt durchgefuhrt (Matuszewski et al. 2003).

ca = Konzentration des Analyten in der Standardlésung [ng/mL]

cs = Konzentration des Analyten in der vor der Messung dotierten Probe [ng/mL]

cc = Konzentration des Analytn in der vor der Extraktion dotierten Probe [ng/mL]

Berechnung der Matrixwiederfindung (ME):
ME = .. 100[%] (Formel 7)

A

Berechnung der Extraktionswiederfindung (RE):

RE = ¢.100[%] (Formel 8)
(o

B

Berechnung der Prozesswiederfindung (PE):

PE = ¢ .100[%)]

A

(Formel 9)
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3.5.2 Quantifizierung mittels HPLC-Quadrupolflugzeitmassenspektrometrie

Fur die Mykotoxine Aflatoxin B1, Citrinin, Deoxynivalenol, Diacetoxyscirpenol, Glioto-
xin, Ochratoxin A, Roridin A und Sterigmatocystin wurden die Nachweisempfindlich-
keit durch Kopplung von Flussigkeitschromatographie und Quadrupolflugzeitmas-
senspektrometrie (HPLC-QTOF-MS) mit positiver Elektrosprayionisierung (HPLC:
Agilent 1200; MS: Bruker maxis) bestimmt. Die optimierten Parameter fir die Chro-
matographie sind in Tabelle 19, die fur das Massenspektrometer in Tabelle 20 aufge-
flhrt.

Tabelle 19: Optimierte chromatographische Parameter

Parameter Optimierte Einstellungen

A: 1 L entmineralisiertes Wasser, versetzt mit 2 mmol Ammoni-

Eluenten umacetat und mit Essigsaure auf pH 3,0 eingestellt
B: Methanol

Saule Varian Pursuit XRs C18, 5 um, 150 x 2 mm

Vorsaule Phenomenex Security Guard C18 4 x 2 mm

Lésemittelgradient 5-100 % B in 20 min

Saulentemperatur 40 °C

Flussrate 300 pL/min

Injektionsvolumen 20 yL

Tabelle 20: Optimierte MS-Parameter

Parameter Optimierte Einstellungen
Quellentemperatur 200 °C
lonisierungsmodus positiv
lonisierungsspannung 4500 V
Zerstaubergasdruck 2,1 bar
Suchlaufbereich 50-1.000 m/z
Aufnahmerate 2 Spektren/s

3.5.3 Screening mittels HPLC-Hybridmassenspektrometrie

Der qualitative Nachweis von Mykotoxinen des Schimmelpilzes Stachybotrys charta-

rum anhand der bestimmten Vorlauferionen und des Fragmentierungsmuster wurde
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mittels FlUssigkeitschromatographie-Hybridmassenspektrometrie (HPLC-MS und
MS") mit positiver Elektrosprayionisierung durchgefiihrt (HPLC: Shimadzu Prominen-
ce LC-20; MS: AB Sciex 3200 QTrap) (Portner et al. 2009a, Portner et al. 2009b). Die
chromatographische Trennung erfolgte in Anlehnung an die HPLC-UV Methode von
Hinkley und Jarvis (2001). Die massenspektrometrische Detektion erfolgte durch
Kombination eines Suchlaufes auf Basis eines Totalionenchromatogramms (EMS)
und einer automatischen, informationsabhangigen (Information Depended Acquisiton
[IDA]) Generierung von Produktionenspektren (EPI) der im jeweiligen Messzyklus
intensivsten Vorlauferionen. Details zur Methode sind in Tabelle 21 und Tabelle 22

dargestellt.

Tabelle 21: Optimierte chromatographische Parameter fir die HPLC-MS-Screeningmethode

Parameter Optimierte Einstellungen

- ) A: 1 L entmineralisiertes Wasser, versetzt mit 0,1 % Ameisensaure
uenten
B: 1 L Acetonitril mit 0,1 % Ameisenséaure

Lésemittelgradient 5-100 % B in 20 min

Saule Phenomenex Luna C18, 3 ym, 150 x 2 mm
Vorsaule Phenomenex Security Guard C18, 4 x 2 mm
Saulentemperatur 40 °C

Flussrate 200 pL/min

Injektionsvolumen 10 yL

Tabelle 22: Optimierte MS-Parameter

Parameter Optimierte Einstellungen
Quellentemperatur 500°C
Vorhanggas 10 psi
Kollisionsgasdruck 6 psi
lonenquellengas 1 70 psi
lonenquellengas 2 60 psi
lonisierungsmodus positiv
lonisierungsspannung 5.500 V
Suchlaufbereich EMS 100-700 m/z
Suchlaufgeschwindigkeit EMS 4.000 Da/s
Suchlaufbereich EPI 50-600 m/z
Suchlaufgeschwindigkeit EPI 4.000 Da/s

Kollisionsenergie (EPI) 30eV+15eV
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3.5.4 Screening mittels Kapillar-HPLC-Flugzeitmassenspektrometrie

Der qualitative Nachweis von Mykotoxinen des Schimmelpilzes Stachybotrys charta-
rum anhand der Bestimmung der Summenformeln der Analyten wurde durch Kopp-
lung von Kapillarflissigkeitschromatographie und Flugzeitmassenspektrometrie
(Cap-HPLC-TOF-MS) mit positiver Elektrosprayionisierung durchgefuhrt (HPLC: Ek-
sigent Express LC-100; Saulenofen: Apy-mass mini; MS: Leco Unique HT mit Low
Flow ESI lon source) (Portner et al. 2009a, Portner et al. 2009b). Die optimieren Pa-
rameter fur die Chromatographie sind in Tabelle 23, die fur das Flugzeitmas-

senspektrometer in Tabelle 24 aufgeflhrt.

Tabelle 23: Optimierte chromatographische Parameter fur die Screeningmethode

Parameter Optimierte Einstellungen

A: 1 L entmineralisiertes Wasser, versetzt mit 0,1 % Ameisensau-
Eluenten re

B: 1 L Methanol, versetzt mit 0,1 % Ameisensaure

Losemittelgradient 5-100 % B in 20 min

Saule Phenomenex Synergi Fusion-RP, 2,5 um, 100 x 0,3 mm
Saulentemperatur 40 °C

Flussrate 3 yL/min

Injektionsvolumen 20 nL

Tabelle 24: Optimierte MS-Parameter

Parameter Optimierte Einstellungen
Quellentemperatur 100 °C
lonisierungsmodus positiv
lonisierungsspannung 3300 V
Zerstauberspannung 130V
Skimmerspannung 57V
Suchlaufbereich 40-1.000 m/z
Aufnahmerate 8 Spektren/s

Emitt New Objective Taper Tip, 20 cm Innendurchmesser
mitter
20 ym, Standardbeschichtung
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3.5.5 Screening mittels HPLC-Quadrupolflugzeitmassenspektrometrie

Mit Hilfe der Flussigkeitschromatographie und Quadrupolflugzeitmassen-
spektrometrie (HPLC-QTOF-MS) mit positiver Elektrosprayionisierung wurden die
Mykotoxine des Schimmelpilzes Stachybotrys chartarum anhand der Bestimmung
der Summenformeln und des Fragmentierungsmuster in den Proben analysiert
(HPLC: Agilent 1200; MS: Bruker maxis) (Portner et al. 2009a, Portner et al. 2009b).
Die optimieren Parameter fur die Chromatographie sind in Tabelle 25 und fur das

Massenspektrometer in Tabelle 26 aufgefuhrt.

Tabelle 25: Optimierte chromatographische Parameter

Parameter Optimierte Einstellungen

A: 1 L entmineralisiertes Wasser + Methanol (9+1), versetzt mit

120 pL Ameisensaure und 10 mmol/L Ammoniumformiat

Eluenten
B: 1 L Methanol + entmineralisiertes Wasser (9+1), versetzt mit
120 pL Ameisensdure und 10 mmol/L Ammoniumformiat

Lésemittelgradient 5-100 % B in 10 min

Saule Phenomenex Luna, 2,5 uym, 50 x 2 mm

Vorsaule YMC Pro C18, 3 ym, 10 x 2 mm

Lésemittelgradient 10-95 % B in 8 min

Saulentemperatur 40 °C

Flussrate 800 pL/min

Injektionsvolumen 10 uL

Tabelle 26: Optimierte MS-Parameter

Parameter Optimierte Einstellungen
Quellentemperatur 200 °C
lonisierungsmodus positiv
lonisierungsspannung 4.000V
Zerstaubergasdruck 1,5 bar
Suchlaufbereich 55-800 m/z

Aufnahmerate 2 Spektren/s
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4 Ergebnisse

4.1 Optimierung der LC-MS Messmethoden

Fur den Nachweis der acht zur Quantifizierung in Hausstaub und Baumaterialien
ausgewahlten Mykotoxine Aflatoxin B1, Citrinin, Deoxynivalenol, Diacetoxyscirpenol,
Gliotoxin, Ochratoxin A, Roridin A und Sterigmatocystin wurden die chromatographi-
schen Trennmethoden und die massenselektive Detektion optimiert. Exemplarisch
sind an folgenden Beispielen die verschiedenen Ergebnisse der Optimierungen der

Messmethoden dargestellt.

4.1.1 Auswabhl der spezifischen MRM-Ubergénge

Die zur Quantifizierung mittels HPLC-Hybridmassenspektrometrie verwendete Me-
thode ist in Kapitel 3.5.1 beschrieben und wurde hinsichtlich der ausgewahlten Mas-
senubergange optimiert. In Abbildung 25 ist beispielhaft ein Chromatogramm fur eine
Standardldésung von 100 ng/mL Deoxynivalenol vor der manuellen Optimierung dar-
gestellt. Vom Vorlauferion (Q1) 355 m/z [M+CH3COOQO] wurden drei Produktionen
(Q3) gemessen und das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis bestimmt. Beim Massenuber-
gang 355-295 m/z ergab sich ein S/N von 17,2, wahrend fur den Massenubergang
355-59 m/z ein S/N von 31,2 bestimmt wurde. Der Ubergang mit der hdchsten Emp-
findlichkeit (355-265 m/z) hatte ein S/N von 53,5.
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Abbildung 25: MRM-Chromatogramm fur eine Standardlésung von Deoxynivalenol mit 100 ng/mL

Abbildung 26 zeigt beispielhaft ein Chromatogramm flur eine Standardlésung von
100 ng/mL Deoxynivalenol nach der manuellen Methodenoptimierung. Es wurden
zwei Massenulbergange fir das deprotonierte Vorlauferion von Deoxynivalenol von
295-265 und 138 m/z gemessen. Die Signal-zu-Rausch-Verhaltnisse betrugen 188,5
und 296,5. Fur den Massenubergang des Acetatadduktes als Vorlauferion (Q1, 355
m/z) zum Produktion (Q3) 265 m/z wurde ein S/N von 772,5 bestimmt.
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Abbildung 26:MRM-Chromatogramm fiir eine Standardlésung von Deoxynivalenol mit 100 ng/mL fir
die optimierte Messmethode

4.1.2 Selektivitat/ Spezifitét

Nachfolgend ist ein Beispiel flr die Optimierung der Selektivitat und der Spezifitat der
verschieden Messmodi des verwendeten HPLC-Hybridmassenspektrometers darge-
stellt. Das Totalionenchromatogramm mit den sechs im ESI-positiv Modus ionisierba-
ren Mykotoxinen (Aflatoxin B1, Diacetoxyscirpenol, Gliotoxin, Ochratoxin A, Roridin A
und Sterigmatocystin) eines mit jeweils 40 ng/mL dotierten Extraktes der Poolstaub-
probe ist in Abbildung 27 dargestellt. Eindeutige Messsignale mit einem ausreichen-

den Signal-zu-Rausch-Verhaltnis sind nicht zu erkennen.
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Abbildung 27: Totalionenchromatogramm der sechs im ESI-positiv Modus ionisierbaren Mykotoxine
eines mit jeweils 40 ng/mL dotierten Poolstaubprobeextraktes

In Abbildung 28 ist beispielhaft das extrahierte EMS-Chromatogramm fur die Mas-
senspur 313 m/z dargestellt. Es sind zwei Peaks bei 6,53 und 12,25 Minuten zu er-
kennen. Zu der Retentionszeit des Aflatoxin B1 Referenzstandards von 4,47 Minuten
ist kein Peak flr das protonierte Moleklion (313 m/z) vorhanden. Die Peaks bei 6,53
min und 12,25 min sind anderen im Extrakt des Poolstaubs vorhandenen Komponen-

tenenten zuzuordnen.
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Abbildung 28: Extrahiertes EMS-Chromatogramm fiir Massenspur des protonierten Vorlauferions von
Aflatoxin B1 (313 m/z) in einem mit 40 ng/mL dotierten Poolstaubprobeextrakt, Retentionszeit des
Referenzstandards 4,47 Minuten

Die Abbildung 29 zeigt das MRM-Chromatogramm flr die Massenlubergange 313 zu
128 und 285 m/z des dotierten Poolstaubprobenextraktes. Dieser Ubergang ent-
spricht dem Q1 Vorlauferion und den beiden Q3 Produktionen fur den Analyten Afla-
toxin B1. Die Retentionszeit von 4,47 Minuten und das Verhaltnis der beiden Q3 Pro-
duktionen zueinander entsprechen dem Aflatoxin B1 Referenzstandard. Zur Retenti-
onszeit von 6,55 Minuten ist nur ein Peak flr den Massenlibergang 313 zu 128 m/z
zu erkennen, wahrend fur den zweiten Massenubergang der Referenzsubstanz von

313 zu 285 m/z das Signal innerhalb des Rauschens lag.
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Abbildung 29: MRM-Chromatogramm flr die extrahierten Massenlibergange von Aflatoxin B1 in einem
mit 40 ng/mL dotierten Poolstaubprobeextrakt, Retentionszeit des Referenzstandards 4,47 Minuten

4.1.3 Matrixeffekte

Abbildung 30 zeigt beispielhaft den Einfluss der Probenmatrix auf die lonisierung in
der lonenquelle. Hierzu wurde ein Poolstaubextrakt mit der in Kapitel 3.5.1 darge-
stellten HPLC-Hybridmassenspektrometer Messmethode analysiert. Dargestellt sind
jeweils beide Massenspuren fur die sechs Mykotoxine (Aflatoxin B1, Diacetoxyscir-
penol, Gliotoxin, Ochratoxin A, Roridin A und Sterigmatocystin), die sich mit positiver
Elektrosprayionisierung nachweisen lieRen. Die extrahierte Hausstaubprobe wurde
uber die chromatographische Trennsaule geleitet. Zusatzlich wurde in Anlehnung an
die Arbeit von Bonfiglio et al. (1999) in diesen Fluss nach der Trennsaule an der lo-
nenquelle des Massenspektrometers mit einem T-Stlck Uber eine Spritzenpumpe
eine Losung mit 1 yg/mL der untersuchten Mykotoxine und einer Flussrate von
3 pL/min zugegeben. Bei der Systemdurchflusszeit, d. h. der Zeit von der Probenauf-

gabe bis zum Erreichen des Detektors, von 1,7 min, nimmt das Messsignal fur alle
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sechs dargestellten Mykotoxine deutlich ab. Im Retentionszeitfenster der Zielanalyten
im Bereich von vier bis acht Minuten ist nur in der blau dargestellten Massenspur fur
den Analyten Aflatoxin B1 (Q1 313 m/z; Q3 128 m/z) bei 6,6 Minuten ein Peak zu
erkennen. Dies ist keine Signalverstarkung durch die Matrix, sondern eine Matrix-
komponente mit einem &ahnlichen Fragmentierungsmuster. Mit Hilfe der HPLC-
QTOF-MS wurde hierfur die Summenformel (C19H2104) mit einer Massengenauigkeit
von 3,6 ppm bestimmt. Eine in der Auswertesoftware des Messgerates integrierte
Datenbankrecherche (http://www.chemspider.com) schlug den Weichmacher Butyl-

benzylphthalat vor.

Aflatoxin B1 Q1 313 m/z Q3 128 und 285 m/z

4.8e4 | Diacetoxyscirpenol Q1 384 m/z Q3 105 und 141 m/z
4.4e4 1 Gliotoxin Q1 326 m/z Q3 245 und 263 m/z
4,0e4 |  Ochratoxin A Q1404 m/z Q3 und m/z
3,6e4 | | Roridin A Q1 550 m/z Q3 85 und 249 m/z
g 3,2e4 ] Sterigmatocystin Q1 325 m/z Q3 115 und 281 m/z
:c:§ 2,884_
2 2404
‘.q__z )
£ 2,0e4
1,6e4 1|
1,2e4 1
8000 ! | !
4000 | |
’ 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0
Zeit [min]

Abbildung 30: MRM-Chromatogramm fiir die einzelnen Massenspuren der sechs Mykotoxine die sich
im positiven Elektrospraymodus ionisieren lieBen. Der Poolstaubprobenextrakt wurde tber die Trenn-
saule chromatographiert. Eine Referenzstandardlésung mit 1 ug/mL wurde nach der Trennsaule iber
ein T-Stiick im Verhaltnis 1:100 in den Lésemittelfluss aus der HPLC-Anlage gegeben.
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4.1.4 Vergleich verschiedener organischer Lésemittel

In Abbildung 31 ist ein Vergleich von Intensitat und Elutionsreihenfolge der ausge-
wahlten Mykotoxine Aflatoxin B1, Citrinin, Deoxynivalenol, Diacetoxyscirpenol, Glio-
toxin, Ochratoxin A, Roridin A und Sterigmatocystin bei Verwendung von verschiede-
nen organischen Co-Solventien dargestellt (Teutenberg et al. 2008). Diese Experi-
mente wurden mit einer Agilent 1200 Rapid Resolution HPLC, die mit dem Flugzeit-
massenspektrometer Unique HT TOFMS der Firma LECO Instrumente GmbH ge-
koppelt wurde, durchgefuhrt. Die Parameter der lonenquelle wurden fur die Experi-
mente konstant gehalten. Als Trennsaule wurde eine Agilent Zorbax SB C-18 Saule
(5cm, 3,0mm ID, 1,8 um) verwendet. Es wurden lineare Losungsmittelgradienten
von 5 % auf 100 % des organischen Ldsemittels in 10 Minuten verwendet und die
entsprechenden Chromatogramme aufgezeichnet. Die Saulentemperatur wurde auf
70 °C eingestellt.

Das Gemisch aus Wasser und 2-Propanol besal} hier die hochste Elutionskraft, wah-
rend beim Einsatz von Methanol die geringste Elutionskraft beobachtet wurde. Am
Beispiel von Citrinin zeigte sich, dass die Selektivitat stark vom Co-Solvens abhangig
war. Citrinin eluierte als letzter Analyt beim Einsatz von Ethanol als Co-Solvens. Mit
Aceton, Tetrahydrofuran oder Acetonitril andert sich die Selektivitat und Sterigmato-
cystin eluierte deutlich spater als Citrinin. Ahnliche Phéanomene ergaben sich bei den
Ubrigen Analyten. So eluierte Ochratoxin A unter Verwendung von Aceton, Tetra-
hydrofuran und Ethanol nach Sterigmatocystin, jedoch ist mit 2-Propanol und Aceto-
nitril eine Umkehr der Elutionsreihenfolge zu beobachten gewesen. Fur dieses Peak-
paar ist die Aufldsung allerdings mit Tetrahydrofuran am gréf3ten. Ein weiterer wichti-
ger Effekt bei der Kopplung von HPLC und MS ist die lonisierungseffizienz der Analy-
ten. Es wurden flur verschiedene Solvenssysteme deutliche Unterschiede im Res-
ponse fur einzelne Substanzen beobachtet. Diacetoxyscirpenol wies bei Verwendung
von Methanol den héchsten und bei Ethanol den niedrigsten Response auf. Bei der
Detektion von Ochratoxin A und Gliotoxin erwies sich ebenfalls Methanol als beson-
ders gut geeignet, wohingegen Sterigmatocystin mit Tetrahydrofuran eine hohe In-

tensitat zeigte.
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Abbildung 31: Vergleich von Intensitaten und Elutionsreihenfolge von acht Mykotoxinen bei verschie-
denen organischen Co-Solventien, (Gradienten des Co-Eluenten von 5% auf 100% ansteigend)
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4.2 Quantitativer Nachweis von Mykotoxinen

4.2.1 Methode zur Quantifizierung mittels HPLC-Hybridmassenspektrometrie

Fur den Nachweis der ausgewahlten Mykotoxine wurden die extrahierten Hausstaub-
und Baustoffproben mit der in 3.5.1 beschriebenen Methode untersucht. Die nachfol-

gende

Tabelle 27 fasst die analytischen Kenndaten zusammen. Die Berechnung von Nach-
weis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen erfolgte nach DIN 32645 aus einer
sechsfach Bestimmung (DIN 2008). Die dritte Spalte gibt die instrumentellen Nach-
weisgrenzen, bezogen auf die Konzentration des kleinsten Standards mit einem Sig-
nal-zu-Rausch-Verhaltnis (S/N) = 3, an. Diese lagen fur die reinen Standardlésungen
zwischen 0,2 und 3 ng/mL. Die Nachweisgrenzen, bezogen auf den Gehalt in der
Hausstaubfraktion <63 ym, lagen in einem Bereich von 1,1 yg/kg fur Citrinin und
6,0 ug/kg fur Deoxynivalenol. Weitere Angaben sind im Anhang aufgefihrt (Tabelle
47).

Tabelle 27: Analytische Kenndaten der acht Mykotoxine fir die Quantifizierungsmethode mittels
HPLC-Hybridmassenspektrometrie, Instrumentelle Nachweisgrenze bezogen auf die Konzentration
des kleinsten Standards mit S/N = 3, (Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen berechnet
nach DIN 32645)

Retenti Instrumentelle Nachweis- Erfassungs- Bestimmungs-
etenti-
Nachweis- grenze fur grenze fur grenze fiir Haus-
Mykotoxin onszeit
[min] grenze Hausstaub Hausstaub staub < 63 pm
min
[ng/mL] <63 ym [pg/kg] <63 pm [ug/kg] [ng/kg]
Aflatoxin B1 4,4 0,2 1,5 3,0 53
Diacetoxyscirpe-
4,6 1 5,1 11 16
nol
Gliotoxin 4,7 1 3,6 7,1 11
Roridin A 6,3 0,5 1,9 3,8 6,6
Ochratoxin A 7,4 0,5 2.1 4.1 7,2
Sterigmatocystin 8,2 0,5 1,4 2,9 5.1
Deoxynivalenol 3,9 3 6,0 12 18

Citrinin 55 0,2 1.1 2,3 4,0




4. Ergebnisse 58

Die Wiederfindungsraten und Reproduzierbarkeit wurden in Anlehnung an Matuc-
zewski et al. (2003) berechnet. An zwei Tagen wurde eine Dreifachbestimmung mit je
drei verschiedenen Konzentrationen mit dem hergestellten Poolstaub (Kapitel 3.3.2)
durchgefuhrt. Im Anhang befinden sich die einzelnen Ergebnisse (Tabelle 48 und
Tabelle 49). Die Prazision innerhalb des ersten Tages war fir alle Mykotoxine deut-
lich kleiner als 20 % und damit sehr gut. Fir den zweiten Tag waren die relativen
Standardabweichungen insgesamt etwas hoher. Bei Citrinin wurden bei allen Dotie-
rungsniveaus die hochsten Abweichungen bestimmt.

In der nachfolgenden Tabelle 28 sind die aus allen Konzentrationsniveaus gebildeten
Mittelwerte der Matrixwiederfindung (ME), der Extraktionswiederfindung (RE) und der
Prozesswiederfindung (PE) fur die beiden Tage dargestellt. Fir die mittlere Matrix-
wiederfindung, bestimmt durch die Zugabe von Standardlésungen in eine Blindprobe
aus Poolstaub direkt vor der Messung, wurden Werte zwischen 31,9 % fur Deoxyni-
valenol und 57,6 % fur Ochratoxin A bestimmt. Die relativen Standardabweichungen
sind bei den Analyten Gliotoxin und Citrinin Uber 20 %. Die Extraktionswiederfindung,
berechnet als Quotient der dotierten Probe vor und nach der Extraktion ist mit einem
Wert von 87,3 % bei Deoxynivalenol unter 100 %. Alle anderen Werte liegen Uber
100 %. Die Prozesswiederfindung, als Mal} fur die Effektivitat der gesamten Methode
ist mit 40 % bei Deoxynivalenol am geringsten. Fur Sterigmatocystin wurde der
hochste Wert von 88,9 % bestimmt. Die relativen Standardabweichungen sind nur
bei Aflatoxin B1, Gliotoxin und Citrinin tber 20 %. Die Schwankungen von Tag zu
Tag sind nicht fur alle Analyten gleich und daher nicht systematisch, sondern auf die

Streuung einzelner Werte zurickzufihren.
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Tabelle 28: Wiederfindungsraten der acht Mykotoxine fur die Quantifizierungsmethode mittels HPLC-
Hybridmassenspektrometrie bestimmt an zwei Tagen.
(Matrixwiederfindung [ME], Extraktionswiederfindung [RE] und Prozesswiederfindung [PE])

Aflatoxin Diacetoxy- Ochra- Sterigma- Glio- Ror- Deoxy- Cit-

B1 scirpenol toxin A tocystin toxin idin A nivalenol rinin
Mittlere (ME 1) [%)] 29,8 41,7 55,9 54,5 35,6 51,3 36,3 28,7
Mittlere (ME 2) [%)] 34,7 37,5 59,4 57,8 47,9 51,5 27,6 50,7
Mittelwert [%] 32,2 39,6 57,6 56,1 41,7 51,4 31,9 39,7
Standardabweichung 3,45 3,00 2,43 2,32 8,66 0,12 6,17 15,57
Relative Standard-
abweichung [%] 10,7 7,6 4,2 4,1 20,8 0,2 19,3 39,3
Mittlere (RE 1) [%] 1251 112,9 111,5 139,5 1249 118,2 85,0 110,3
Mittlere (RE 2) [%] 141,9 112,5 109,1 140,5 129,5 122,3 89,6 110,6
Mittelwert [%] 133,5 112,7 110,3 140,0 127,2  120,3 87,3 110,5
Standardabweichung 11,85 0,31 1,70 0,73 3,22 2,93 3,26 0,22
Relative Standard-
abweichung [%] 8,9 0,3 1,5 0,5 2,5 2,4 3,7 0,2
Mittlere (PE 1) [%] 42,8 54,1 72,0 86,9 50,3 69,9 43,3 47,2
Mittlere (PE 2) [%] 56,9 48,6 73,9 91,0 70,6 71,5 36,6 83,5
Mittelwert [%] 49,9 51,3 73,0 88,9 60,5 70,7 40,0 65,3
Standardabweichung 10,00 3,88 1,33 2,91 14,36 1,12 4,77 25,63
Relative Standard-
abweichung [%] 20,1 7,6 1,8 3,3 23,7 1,6 11,9 39,2

4.2.2 Methode zur Quantifizierung mittels HPLC-Quadrupolflugzeitmassen-

spektrometrie

Die nachfolgende Tabelle 29 fasst die Nachweisgrenzen und Retentionszeiten der

entwickelten Methode zusammen. Die dritte Spalte gibt die instrumentellen Nach-

weisgrenzen der reinen Standardldsungen, bezogen auf die Konzentration mit einem

Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (S/N) = 3, an. Die geringste Nachweisstarke hatte Citri-

nin. Es konnte erst ab einer Konzentration von 5 ng/mL ausgewertet werden.
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Tabelle 29: Nachweisgrenze und Retentionszeit der acht Mykotoxine fiir die Quantifizierungsmethode
mittels HPLC-Quadrupolflugzeitmassenspektrometrie, Instrumentelle Nachweisgrenze bezogen auf
die Konzentration des kleinsten Standards mit S/N = 3

Instrumentelle
Retentionszeit

Mykotoxin Nachweisgrenze
[min]
[ng/mL]

Aflatoxin B1 10,8 0,1
Diacetoxyscirpenol 10,7 0,1
Gliotoxin 10,9 0,5
Roridin A 13,0 0,5
Ochratoxin A 13,9 0,1
Sterigmatocystin 14,2 0,1
Deoxynivalenol 6,0 1

Citrinin 12,8 5

4.2.3 Nachweis in Innenraummaterialien

Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der quantitativen (Aflatoxin B1, Citrinin,
Deoxynivalenol, Diacetoxyscirpenol, Gliotoxin, Ochratoxin A, Roridin A und Sterigma-
tocystin) und qualitativen (Satratoxin G, Satratoxin H und Roridin L-2) Analyse mittels
HPLC-MS/MS (Kapitel 3.5.1) in Hausstaub- und Baustoffproben nachgewiesenen
Mykotoxine dargestellt (Portner et al. 2011). Insgesamt wurden 854 Hausstaubpro-
ben aus zwei unterschiedlichen Sammelphasen bzw. Kollektiven untersucht (Kapitel
3.3.1). Die ,NLL-Proben® (n = 500) entstammten aus dem bevdlkerungsreprasentati-
ven Kollektiv der Kontrollproben der Norddeutschen Leukamie- und Lymphomstudie
(NLL) (Hoffmann et al. 2008). Das Kollektiv der 354 selbst gesammelten Hausstaub-
proben setzt sich aus Proben aus Haushalten mit sichtbarem Schimmelpilzbefall im
Wohnraum (,Schadensfallproben®, n = 153) und Kontrollproben aus Haushalten ohne

sichtbaren Schimmelpilzbefall im Wohnraum (,Kontrollproben®, n = 201) zusammen.
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Ergebnisse aller Hausstaubproben

Tabelle 30 fasst die quantitativen und qualitativen Ergebnisse der 854 analysierten
Hausstaubproben zusammen (Kapitel 3.3.1). Insgesamt konnten in 29 Proben vier
der acht Mykotoxine quantifiziert werden. Dabei wurde Sterigmatocystin in 14 Proben
im Konzentrationsbereich von 15-2.070 ug/kg, Deoxynivalenol in neun Proben im
Konzentrationsbereich von 140-2.438 ug/kg Hausstaub gefunden. Ochratoxin A und
Citrinin waren in 4 bzw. 2 Proben mit einem maximalen Gehalt von 13 ug/kg fur OTA
bzw. 42 ug/kg fur Citrinin im Hausstaub enthalten. In jeweils einer Probe wurde

Satratoxin H und Roridin L-2 qualitativ nachgewiesen.

Tabelle 30: Ergebnisse der quantitativen und qualitativen Analyse der ausgewahlten Mykotoxine in
den 854 untersuchten Hausstaubproben; (Staubfraktion < 63 ym)
(< BSG = kleiner Bestimmungsgrenze)

Ochratoxin A Sterigmatocystin Citrinin Deoxynivalenol
Satratoxin H Roridin L-2

[ba/kg] [ba/kg] [ba/kg] [ba/kg]
Anzahl positiver
4 14 2 9 1 1
Proben
Kleinster Wert <BSG <BSG <BSG <BSG
Groflter Wert 13 2.070 42 2.438

Ergebnisse der ,NLL-Proben*

Es wurden 500 Kontrollproben aus dem bevolkerungsreprasentativen Kollektiv der
NLL-Studie analysiert (Hoffmann et al. 2008) (Kapitel 3.3.1). In neun Haustaubpro-
ben konnten funf unterschiedliche Mykotoxine nachgewiesen werden (Tabelle 31).
Sterigmatocystin wurde viermal in einem Konzentrationsbereich von 80-1.121 ug/kg
Hausstaub bestimmt. OTA wurde in zwei Proben mit einer Konzentration von 8 und

13 ug/kg Hausstaub bestimmt.
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Tabelle 31: Ergebnisse der quantitativen und qualitativen Analyse der ausgewahlten Mykotoxine in
den 500 untersuchten Kontrollproben aus der NLL-Studie (Hoffmann et al. 2008); (Staubfraktion < 63
pm)

(< BSG = kleiner Bestimmungsgrenze)

Ochratoxin A Sterigmatocystin Citrinin Deoxynivalenol
Satratoxin H

[ng/kg] [ba/kg] [bg/kg] [bg/kg]
Anzahl positiver
2 4 1 1 1
Proben
Kleinster Wert <BSG <BSG <BSG <BSG
Grofter Wert 13 1.121 42 2.438

Ergebnisse der ,,Schadensfallproben*

153 Studienteilnehmer hatten im Fragebogen der selbst gesammelten Proben ange-
geben, dass ein sichtbarer Schimmelpilzbefall im Wohnraum vorlag (Kapitel 3.3.1). In
zehn Proben konnten die Mykotoxine Ochratoxin A, Sterigmatocystin und Deoxyniva-
lenol nachgewiesen werden (Tabelle 32). Sechs Fallproben enthielten Sterigmato-
cystin in einem Konzentrationsbereich von 20-172 ug/kg Hausstaub. Der Konzentra-
tionsbereich fir den Nachweis von Deoxynivalenol betrug 140-1.685 ug/kg Haus-

staub. OTA wurde in einer Probe mit 9 pg/kg Hausstaub bestimmit.

Tabelle 32: Ergebnisse der quantitativen und qualitativen Analyse der ausgewahlten Mykotoxine in
den 153 selbst gesammelten Schadensfallproben; (Staubfraktion < 63 uym)
(< BSG = kleiner Bestimmungsgrenze)

Ochratoxin A Sterigmatocystin Deoxynivalenol

[mg/kg] [ba/kg] [ba/kg]
Anzahl positiver
1 6 3
Proben
Kleinster Wert <BSG <BSG <BSG
GroRter Wert 9 172 1.685

Ergebnisse der ,,Kontrollproben*

Tabelle 33 fasst die Ergebnisse der 201 selbst gesammelten Kontrollproben aus

Wohnungen ohne sichtbaren Schimmelpilzbefall im Wohnraum zusammen (Kapitel



4. Ergebnisse 63

3.3.1). Es wurden vier Mykotoxine quantitativ und eines qualitativ nachgewiesen. Ste-
rigmatocystin wurde in vier Proben in einem Konzentrationsbereich von 15-
2.070 pyg/kg Hausstaub nachgewiesen. Der Konzentrationsbereich fur Deoxynivale-
nol in den funf positiven Proben betragt 184—1.050 ug/kg Hausstaub. OTA und Citri-
nin wurden in je einer Probe mit 4 pg/kg und 28 pg/kg Hausstaub bestimmt. Rori-

din L-2 wurde in einer Probe qualitativ nachgewiesen.

Tabelle 33: Ergebnisse der quantitativen und qualitativen Analyse der ausgewahlten Mykotoxine in
den 201 selbst gesammelten Kontrollproben; (Staubfraktion < 63 um)
(< BSG = kleiner Bestimmungsgrenze)

Ochratoxin A  Sterigmatocystin Citrinin Deoxynivalenol

Roridin L-2
[ng/kg] [bg/kg] [bg/kg] [bg/kg]
Anzahl positiver
1 4 1 5 1
Proben
Kleinster Wert <BSG <BSG <BSG <BSG
Grofter Wert 4 2.070 28 1.050

Ergebnisse der Baustoffproben

Neben den Hausstaubproben wurden 18 Baustoffproben mit der in Kapitel 3.5.1 be-
schriebenen Quantifizierungsmethode analysiert. In einer Baustaubprobe aus einem
mit Schimmelpilzen befallenem Gebaude und in einem Stlck Tapete konnte Sterig-
matocystin nachgewiesen werden (Tabelle 34). Die Abbildung 32 zeigt den gesamten
Schimmelpilzbefall. Auf dieser Tapete konnten die Spezies Aspergillus versicolor,
Cladosporium cladosporoides und Penicillium chrysogenum differenziert werden. Der
Gehalt von Sterigmatocystin auf der Tapete wurde mit 509 ug/kg bzw. 1,5 ug/cm? in
der Probe bestimmt.
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Abbildung 32: Ansicht einer mit Schimmelpilzen befallenen Tapete auf einer Aufienwand

Tabelle 34: Ergebnisse der quantitativen und qualitativen Analyse der ausgewahlten Mykotoxine in
den 18 untersuchten Baustoffproben

(< BSG = kleiner Bestimmungsgrenze)

Sterigmatocystin

[ug/kg]
Anzahl positiver Proben 2
Kleinster Wert <BSG
GroRter Wert 509

4.2.4 Auswertung der Fragebogen der selbst gesammelten Hausstaubproben

Vergleich der gefunden Mykotoxine und der kultivierbare Schimmelpilze

In den gemeinsam mit der Universitat Oldenburg gesammelten Haustaubproben
wurden die Anzahl, Art und Spezies der kultivierbaren Schimmelpilze bestimmt
(Toepfer 2010). Die Inkubation wurde bei 25 °C auf Malzextraktagar (MEA) und Dich-
loran-Glycerin-Agar (DG18) durchgefiuhrt. In Tabelle 35 sind fur die selbst gesammel-
ten Schadensfall- und Kontrollproben in denen Sterigmatocystin nachweisbar war,
der Toxingehalt in der Hausstaubfraktion <63 um und die Anzahl der kultivierbaren
Einheiten (KBE) von Aspergillus versicolor zusammengestellt. Bei mehr als der Halfte
(n=170) aller untersuchten Hausstaubproben des selbst gesammelten Kollektivs
konnte Aspergillus versicolor nachgewiesen werden (Toepfer 2010), wahrend Ste-

rigmatocystin nur in 9 Proben gefunden wurde. Weitere bekannte potentielle Sterig-
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matocystin produzierende Schimmelpilz-Arten konnten in diesem Kollektiv nicht

nachgewiesen werden.

Tabelle 35: Vergleich der Gehalte an Sterigmatocystin und von Aspergillus versicolor in den selbst
gesammelten Hausstaubproben, in denen Sterigmatocystin nachgewiesen werden konnte
(Staubfraktion < 63 pym; Anzahl der kultivierbaren Einheiten [KBE] fur Inkubation bei 25 °C auf Mal-
zextraktagar [MEA] und Dichloran-Glycerin-Agar [DG18])

Sterigmatocystin

MEA [KBE/g] DG18 [KBE/g]
[ug/ k]
Schadensfallprobe 1 54 <1.000 <1.000
Schadensfallprobe 2 127 3.600.000 6.000.000
Schadensfallprobe 3 172 18.000.000 14.000.000
Schadensfallprobe 4 53 4.000.000 3.500.000
Schadensfallprobe 5 20 8.000.000 6.000.000
Schadensfallprobe 6 36 2.200.000 2.800.000
Kontrollprobe 1 2.070 30.000 <1.000
Kontrollprobe 2 39 <1.000 <1.000
Kontrollprobe 3 15 <1.000 <1.000
Kontrollprobe 4 52 60.000 290.000

Tabelle 36 zeigt die Gehalten an Deoxynivalenol und den kultivierbaren Fusarien
spp. fur die Hausstaubproben, in denen Deoxynivalenol nachgewiesen werden konn-
te. Nur bei 50 % der Proben, in denen dieses Mykotoxin nachweisbar war, konnten

auch Fusarien spp. bestimmt werden.

Tabelle 36: Vergleich der Gehalte an Deoxynivalenol und kultivierbaren Fusarien spp. in den selbst
gesammelten Hausstaubproben, in denen Deoxynivalenol nachgewiesen werden konnte
(Staubfraktion < 63 pym; Anzahl der kultivierbaren Einheiten (KBE) fiir Inkubation bei 25 °C auf Mal-
zextraktagar (MEA) und Dichloran-Glycerin-Agar (DG18))

Deoxynivalenol

MEA [KBE/g] DG18 [KBE/g]
[wg/ kg]
Schadensfallprobe 1 885 30.000 50.000
Schadensfallprobe 2 1.685 <1.000 <1.000
Schadensfallprobe 3 140 1.000 <1.000
Kontrollprobe 1 184 <1.000 <1.000
Kontrollprobe 2 340 <1.000 <1.000
Kontrollprobe 3 495 30.000 <1.000
Kontrollprobe 4 1.050 6.000 10.000

Kontrollprobe 5 1.050 <1.000 <1.000




4. Ergebnisse 66

Geben die Fragebogen Hinweise auf Mykotoxine im Hausstaub?

Zu den selbst gesammelten Hausstaubproben aus Wohnungen mit (,Schadensfall-
proben®) und ohne (,Kontrollproben®) sichtbaren Schimmelpilzbefall im Wohnraum
wurde jeweils ein Fragebogen (Anhang, Tabelle 50) erhoben. Dieser sollte Auskunft
Uber die Lage, die Eigenschaften, die Ausstattung und Belegung der Wohnungen/
des Gebaudes, das Nutzerverhalten der Bewohner und das Vorkommen von Schim-
melpilzbefall geben. Die Einflussfaktoren auf den Gehalt an Mykotoxinen in den
Hausstaubproben wurde in Bezug auf die Haltung von Haustieren, einen aktuellen
oder zurlckliegenden Schimmelpilzbefall, die Sammlung von Biomdull in der Woh-
nung, die Anzahl der Topfpflanzen und die Lage des Gebaudes untersucht. Die
Hausstaubproben wurden nach der in Kapitel 3.5.1 beschriebenen Methode auf aus-
gewahlte Mykotoxine analysiert. Aufgrund der geringen Anzahl der positiven Befunde
konnte keine signifikanten Einflussfaktoren oder Unterschiede zwischen Schadens-
fall- und Kontrollproben gefunden werden. Die Geschossigkeit und die Umgebung
um das Gebaude zeigten keinen Zusammenhang mit dem Toxingehalt auf. Auch
Bauwerksmangel oder die Art der Fenster lielen keine Ruckschlusse auf das Vor-
kommen von Mykotoxinen zu. In 75 % der Schadensfall- und 27 % der Kontrollpro-
ben wurde von den Studienteilnehmern ein muffiger Geruch in der Wohnung wahr-
genommen. Die Haltung von Haustieren zeigte ebenfalls keinen Zusammenhang zu
den bestimmten Toxinen. Die Frage nach der Sammlung von Biomdull in der Woh-
nung wurde bei 45 % der Kontroll- und 62,5 % der Schadensfallproben mit ja beant-
wortet. Topfpflanzen wurden in 90 % der Kontrollen und 87,5 % der Fallproben in den
Wohnungen aufgestellt. Die GroRe der mit Schimmelpilzen befallenen Flache in den
Schadensfallproben von DIN A4 Grole bis zu 50 m? zeigte keinen Einfluss auf die
Gehalte an Mykotoxinen in den analysierten Proben.

Aufgrund des vergleichsweise seltenen Vorkommens der untersuchten Mykotoxine in
den selbst gesammelten Hausstaubproben, konnte ein Zusammenhang zwischen
den Eigenschaften der Wohnungen oder dem Nutzungsverhalten der Bewohner und

dem Vorkommen von Mykotoxinen nicht geklart werden.
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4.2.5 Bestimmung des Wasser- und Gliihverlust der selbst gesammelten

Hausstaubproben

Im Folgenden ist der Wasserverlust als Mal} fir die Feuchtigkeit (Abbildung 33) und
der Gluhverlust als Mal} fur den Anteil von organischen Substanzen der selbst ge-
sammelten Hausstaubproben dargestellt (Abbildung 34). Bei einem Median von
3,8 % war nur eine Probe mit einem Wasserverlust von 41 % als feucht zu bezeich-
nen (Tabelle 37). Die Variation beim Gluhverlust lag zwischen 15,3 — 95,5 %. Zwi-
schen Kontroll- und Schadensfallproben war kein signifikanter Unterschied messbar
(U-Test nach Mann-Whitney).
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Abbildung 33: Relative Haufigkeitsverteilung des Wasserverlustes der untersuchten Schadensfall- und
Kontrollproben (n = 354)
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Abbildung 34: Relative Haufigkeitsverteilung des Gluhverlustes der untersuchten Schadensfall- und
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Tabelle 37: Verteilung des Wasser- und Gluhverlustes aller untersuchten Schadensfall- und Kontroll-

proben (n = 354)

Wasserverlust [%)]

Gliihverlust (%)

GroRter Wert
Kleinster Wert
Median
Mittelwert

41,0
0,0
3,8
3,9

95,5
15,3
54,6
54,0
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4.3 Qualitativer Nachweis von Mykotoxinen beim Fehlen von Referenzsub-

stanzen am Beispiel von Stachybotrys chartarum

Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse zum qualitativen Nachweis von Mykoto-
xinen dargestellt (Portner et al. 2009a, Portner et al. 2009b).

4.3.1 Identifizierung von Mykotoxinen mittels Hybridmassenspektrometrie

Die Ergebnisse zum qualitativen Nachweis von Mykotoxinen sind im Folgenden am
Beispiel des makrocyclischen Trichothecens Satratoxin H dargestellt. Hierzu wurden
die Wildstammisolate S1-S4 kultiviert (Kapitel 3.4.1), mit Chloroform und Methanol im
Verhaltnis 1:1extrahiert (Kapitel 3.4.2) und nach Anreicherung durch SPE anschlie-
Rend mit der in Kapitel 3.5.3 beschriebene Screeningmethode mittels HPLC-
Hybridmassenspektrometrie analysiert. Die Abbildung 35 zeigt das Totalionenchro-

matogramm einer extrahierten Probe von dem Stachybotrys chartarum Stamm S1.
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Abbildung 35: Totalionenchromatogramm einer mit Chloroform und Methanol im Verhaltnis 1:1 extra-
hierten Probe vom Stachybotrys chartarum Stamm S1



4. Ergebnisse 70

Aus dem Totalionenchromatogramm lasst sich die dem protonierten Vorlauferion von
Satratoxin H (529 m/z, [M+H]") entsprechende Massenspur extrahieren (Abbildung
36). In diesem Chromatogramm sind zur Retentionszeit 14,09 und 15,23 min zwei

Peaks zu erkennen.

14,09
3,2e7
Vorlauferion Satratoxin H (C,gH;,Og) [M+H]*

2,8e7 529 m/z

2,4e7 /
é 2,07
£ 1667
(2]
C
[3)
€ 1.2e7

8,006 15,23

4,0e6 m

_.AA‘-AA‘ Y W W
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Zeit [min]

Abbildung 36: Chromatogramm der extrahierten Massenspur 529 m/z des Extraktes von Stachybotrys
chartarum Stamm S1 mit zwei charakteristischen Peaks zur Retentionszeit von 14,09 und 15,23 min.

In Abbildung 37 ist das zur Retentionszeit von 14,09 min registrierte Totalio-
nenspektrum abgebildet. Es sind zwei flr Satratoxin H charakteristische lonen zu
erkennen. Zum einen das protonierte Vorlauferion von Satratoxin H (529 m/z;
[M+H]") und zum anderen das entsprechende Natrium-Addukt (551 m/z; [M+Na™]).
Das lon m/z 511 konnte auf in der lonenquelle vom Vorlauferion abgespaltenes

Wasser ([M-H,O+H]") zurlickzufiihren sein.
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Vorlauferion Satratoxin H (C,4H;,0,)
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Abbildung 37: Totalionenspektrum zur Retentionszeit 14,09 min der Masse 529 m/z eines Extraktes
von Stachybotrys chartarum Stamm S1

Zur Retentionszeit von 14,09 min wurde auch ein Produktionenspektrum mit gestreu-
ter Kollisionsenergie vom Vorlauferion 529 m/z aufgenommen (Abbildung 38). Es
bilden sich zwei charakteristische Produktionen mit m/z 249 und 231. Die Differenz
von 18 ergibt sich durch die Abspaltung von Wasser. Diese lonen kdnnen dem Ter-
penring des Trichothecengrundgerlsts zugeordnet werden (Tuomi et al. 1998, Gott-
schalk et al. 2006).
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Abbildung 38: Produktionenspektrum vom Vorlauferion 529 m/z eines Extraktes von Stachybotrys
chartarum Stamm S1

Das Fragmentierungsmuster von Satratoxin H (Q1: 529 m/z — Q3: 249 und 231 m/z)

wurde in eine MRM-Methode Ubertragen (Abbildung 39). Auch hier wurden zwei

chromatographisch getrennte Peaks bei 14,07 und 15,18 min fur Satratoxin H erhal-

ten. Da in der Literatur sowohl fur Satratoxin G als auch fur Satratoxin H jeweils zwei

Stereoisomere beschrieben wurden, konnten diese beiden Analyten am Fragmentie-

rungsmuster identifiziert werden (Eppley et al. 1977, Eppley et al. 1980, Harrach et

al. 1981, Jarvis et al. 1986, Jarvis et al. 1995). Eine Zuordnung der Isomere zu den

einzelnen Peaks ist mit dieser Messtechnik ohne Referenzsubstanzen allerdings

nicht moglich.
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Vorlauferion Q1- Produktion Q3:
3.2e5
2 865 Satratoxin G
1 545 m/z - 249 m/z
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Q ]
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Abbildung 39: MRM-Chromatogramm von Satratoxin G und H einer extrahierten Probe von Stachy-
botrys chartarum Stamm S1

Die ldentifizierung weiterer makrocyclischer Trichothecene wie Satratoxin G oder
Roridin L-2 erfolgte analog der oben beschriebenen Methode. Die Tabelle 38 fasst
die aus den analytspezifischen Produktionenspektren der Mykotoxine abgeleiteten
MS-Parameter fur die MRM-Methode zusammen. Diese wurden in die in Kapitel
3.5.1 beschriebene Methode Ubertragen und anschliel3end fur die weiteren Untersu-

chungen angewendet.

Tabelle 38: MS-Parameter fur die identifizierten Mykotoxine von Stachybotrys chartarum

. Art Vor- Produktion Q3 Produktion Q3
Mykotoxin Vorlauferion Q1 [m/z] . .
lauferion Q1 [m/z] [m/z]

Roridin L-2 531 [M+H] 249 231
Satratoxin G / N

545 [M+H] 249 231
Isosatratoxin G
Satratoxin H / .

529 [M+H] 249 231

Isosatratoxin H
Trichoverrin A/ B 533 [M+H]" 249 231
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4.3.2 Identifizierung von Mykotoxinen mittels Flugzeitmassenspektrometrie

Mit Hilfe des Cap-LC-TOF-MS erfolgte nach der in Kapitel 3.5.4 beschriebenen Me-
thode der qualitative Nachweis der Mykotoxine in den zur Methodenentwicklung ein-
gesetzten Extrakten der Stamme S1-S4 (Kapitel 3.4.2) anhand der Bestimmung der
Summenformeln der Analyten und dem anschlieRendem Vergleich mit den Literatur-
angaben. Beispielhaft sind die Ergebnisse fur Satratoxin G und H, sowie den jeweili-
gen Isomeren in der Abbildung 40 flr den Stachybotrys chartarum Stamm S1 darge-
stellt. Die Masse der Summenformel von Satratoxin G konnte mit einer Genauigkeit

von 5,7 ppm und fur Satratoxin H mit einer Genauigkeit von -6,6 ppm bestimmt wer-

den.

6000 —

Satratoxin H und
Isosatratoxin H

Satratoxin G und
Isosatratoxin G

Ergebnis:
m = 528,2289 Da

40004 Ergebnis:
m = 544,2340 Da

Intensitat [cps]

Massengenauigkeit: Massengenauigkeit:

2000 0,0032 Da - 0,0035 Da
5,7 ppm - 6,6 ppm
0 I ///I/ I I I I I |
0,0 0,5 9,0 9,5 10,0 105 11,0 115 120

Zeit [min]

Abbildung 40: Cap-LC-TOF-MS Chromatogramm der extrahierten Massenspuren von Satratoxin G
und H, sowie den jeweiligen Isomeren einer extrahierten Probe von Stachybotrys chartarum Stamm

S1

Dieselben mit dem Cap-LC-TOF-MS untersuchten Extrakte der Wildstammisolate
S1-S4 von Stachybotrys chartarum (Kapitel 3.4.2) wurden auch mit der in Kapitel
3.5.5 beschriebenen Methode mit dem HPLC-QTOF-MS analysiert. Die Ergebnisse
sind im Folgenden am Beispiel von Satratoxin G und H flr Stachybotrys chartarum

Stamm S1 dargestellt. Beide Satratoxine und ihre Isomere konnten chroma-
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tographisch getrennt und mit einer Massengenauigkeit von -0,1 ppm fur Satratoxin G

und 0,2 ppm fur Satratoxin H eindeutig anhand ihrer Summenformel bestimmt wer-

den.
2,265
1 Satratoxin G und Satratoxin H und
| Isosatratoxin G Isosatratoxin H
1,5e57 ]
@ | Ergebnis: Ergebnis:
S | m=544,2307 Da m = 528,2326 Da
5
@' 1.0e5 | Massengenaugigkeit: Massengenauigkeit:
9 1-0,0001 Da 0,0002 Da
= : '0,1 Ppm 0!2 Ppm
0,565
0 2 4 6 8 10
Zeit [min]

Abbildung 41: HPLC-QTOF-MS Chromatogramm der extrahierten Massenspuren von Satratoxin G
und H sowie den jeweiligen Isomeren einer extrahierten Probe von Stachybotrys chartarum Stamm S1

Abbildung 42 zeigt beispielhaft das Produktionenspektrum von Satratoxin H. Die
Massengenauigkeit der beiden bestimmten Produktionen betrug bei m/z 249 0,6 ppm

und bei m/z 231 0 ppm bezogen auf den theoretischen Wert.
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Abbildung 42: Produktionenspektrum von Satratoxin H bei 4,7 min. einer extrahierten Probe von Sta-
chybotrys chartarum Stamm S1

Das Produktionenspektrum von Satratoxin G ist in Abbildung 43 dargestellt. Die
Massengenauigkeit der Produktionen m/z 249 betrug 1,1 ppm und bei m/z 231
4,7 ppm.

Vorlduferadduktion (C,4H;,0,,NH,)
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iQ ] Produktion (C,;H,,0,):
% Massengenauigkeit: [M*H -C44Hc06]"
IS 2 0e5] 0,0047 Da Ergebnis:
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\ /Massengenauigkeit:
0,0011 Da
1,1 ppm
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Abbildung 43: Produktionenspektrum von Satratoxin G bei 4,4 min. einer extrahierten Probe von Sta-
chybotrys chartarum Stamm S1
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4.3.3 Unterscheidung der Chemotypen von Stachybotrys chartarum

Fur den Schimmelpilz Stachybotrys chartarum sind zwei verschiedene Chemotypen
bekannt (Jarvis und Hinkley 1999, Andersen et al. 2002). Die Ergebnisse zur Unter-
scheidung anhand des Toxinprofils sind im Folgenden beispielhaft fur die in Kapitel
3.4 beschriebenen und zur Methodenentwicklung eingesetzten Proben der
Wildstammisolate S1-S4 dargestellt. Die Untersuchung wurde mit den drei in Kapitel
3.5 vorgestellten Screening-Methoden durchgefuhrt. Die Verifizierung der Analyten
erfolgte mit der Cap-LC-TOF-MS und HPLC-QTOF-MS durch die Bestatigung der
Summenformeln (Tabelle 39, Seite 80 und Tabelle 40, Seite 81). Die Stamme S1, S2
und S4 sind dem Chemotyp S zuzuordnen, der makrocyclische Trichothecene bildet.
Der Stamm S3 gehort zum Chemotyp A, der Atranone bilden kann. Die Abbildung 44
bis Abbildung 47 zeigen die Chromatogramme der Stamme S1-S4, die mit der Cap-
LC-TOF-MS Messmethode analysiert wurden.
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Verrucarin J
Verrucarin B
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Satratoxin H / Isosatratoxin H
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Abbildung 44: Chromatogramm der extrahierten Massenspuren fir die identifizierten Mykotoxine in der
Probe vom Stachybotrys chartarum Stamm S1
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Abbildung 45: Chromatogramm der extrahierten Massenspuren fir die identifizierten Mykotoxine in der
Probe vom Stachybotrys chartarum Stamm S2
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Abbildung 46: Chromatogramm der extrahierten Massenspuren fir die identifizierten Mykotoxine in der
Probe vom Stachybotrys chartarum Stamm S3
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Abbildung 47: Chromatogramm der extrahierten Massenspuren fir die identifizierten Mykotoxine in der
Probe vom Stachybotrys chartarum Stamm S4

In der folgenden Tabelle 39 ist exemplarisch ein Vergleich der in dem Extrakt von
Stamm S1 mit der Cap-LC-TOF-MS und der HPLC-QTOF-MS nachgewiesenen My-
kotoxine dargestellt. Nicht mit jeder Methode konnten die gleichen Substanzen identi-
fiziert werden. Verrucarin B konnte nicht mit der HPLC-QTOF-MS Methode nachge-
wiesen werden. Im Gegensatz dazu wurden die Mykotoxine Atranon A oder C, Tri-
choverrin A oder B, sowie Iso-Satratoxin F nur mit dieser Kopplung anhand der
Summenformeln bestatigt. Fur Verrucarin B konnte die Summenformel C,7H3,09 mit
der Cap-LC-TOF-MS bestatigt werden, allerdings wurden in allen untersuchten Pro-

ben zwei Peaks erhalten.
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Tabelle 39: Vergleich der mit der Cap-LC-TOF-MS und der HPLC-QTOF-MS in Stamm S1 nachge-
wiesenen Mykotoxine
Massen- Massen- Massen- Massen
Monoiso- abwei- genauig- abwei- genauig-
Summen- topische chung keit chung keit
Mykotoxin
formel Masse Cap-LC- Cap-LC- HPLC- HPLC-
[Da] TOF-MS TOF-MS QTOF-MS QTOF-MS
[mDa] [ppm] [mDa] [Ppm]
Mer NF5003F Ca3H3005 386,2093 0.4 1.1 0,3 0,8
Atranon A oder C Co4H3,06 416,2199 - - 0,0 0,0
Verrucarin J Cy7H3,05  484,2097 0,2 0,4 0,1 0,3
Verrucarin B C,7H3,09 500,2046 -5.1 -10.2 - -
Roridin E oder Isomere CooH3s0s  514,2567 0,2 0,3 0,1 0,1
Satratoxin H/ Isosatratoxin H = CygH3s09 528,2359 -3,5 -6,6 0,2 0,2
Roridin L-2 Co9oH3s09 530,2516 8,0 15,1 -0,6 -1,1
Satratoxin G/ Isosatratoxin G CogH360419 544,2308 3,1 5,7 -0,1 -0,1
Trichoverrin A oder B CogH4Og 532,2672 - - 0,1 0,3
Isosatratoxin F CooH34049 543,2250 - - 0,4 0,7

Tabelle 40 zeigt den Vergleich der in dem Extrakt von Stamm 3 mit der Cap-LC-TOF-
MS und der HPLC-QTOF-MS nachgewiesenen Mykotoxine. Auch hier konnten nicht

mit jeder Methode die gleichen Substanzen identifiziert werden. Verrucarin B konnte

nicht mit dem HPLC-QTOF-MS nachgewiesen werden. Stattdessen wurden Atranon

F, G und H, sowie Trichoverrol A oder B anhand der Summenformel identifiziert.
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Tabelle 40: Vergleich der mit der Cap-LC-TOF-MS und der HPLC-QTOF-MS in Stamm S3 nachge-

wiesenen Mykotoxine

Massen- Massen- Massen- Massen-
Monoiso- abwei- genauig- abwei- genauig-
Summen- topische chung keit chung keit
Mykotoxin
formel Masse Cap-LC- Cap-LC- HPLC- HPLC-
[Da] TOF-MS TOF-MS QTOF-MS QTOF-MS
[mDa] [Ppm] [mDa] [Ppm]
Dolabelladien 6 CaoH300,  302,2246 -4,3 -14,2 0,8 2,6
Atranon A oder C Co4H300s 446,2305 4.1 9,9 0,3 0,8
Atranon B CasH3,0; 432,2148 -1,7 -3,8 0,0 -0,1
Atranon F CosH3,0;  462,2253 - - 0,5 1,1
Atranon H Co4H3,0g  404,2198 - - 0,3 0,7
Atranon J Ca3H3,0s 420,2148 - - -0,1 -0,2
Trichoverrol AoderB  Cy3H3,0;  484,2097 - - 0,0 -0,1
Verrucarin B C,7H3,09  500,2046 -10 -20,0 - -
Mer NF5003F Ca3H3005  386,2093 54 14,0 -0,2 -0,5

Eine Untersuchung anderen Proben war nicht moglich, da die verwendeten Messge-

rate nur fur einzelne Messungen zur Verfigung standen.
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4.4 Produktionsverlauf der Toxine von Stachybortys chartarum

Im folgenden Teil sind die Ergebnisse zur gezielten Produktion von Satratoxin G und
H dargestellt. Da die Referenzsubstanzen kommerziell nicht verfliigbar sind, wurden
die untersuchten Mykotoxine nur halbquantitativ durch den direkten Vergleich der
Peakflachen mit dem strukturverwandten Roridin A in den Proben bestimmt. Neben
den Inkubationsbedingungen wurden auch unterschiedliche Wildstammisolate von
Stachybotrys chartarum untersucht. Die Kultivierung wurde auf Festmedien durchge-
fuhrt, da bei Vorversuchen mit Flussigkulturen deutlich niedrigere Gehalte an den
Zielanalyten Satratoxin G und H in den Proben bestimmt wurden. Abbildung 48 zeigt
den Wachstumsverlauf von Stachybotrys chartarum auf den beiden eingesetzten
Nahrmedien. In den Abbildung 49 bis Abbildung 56 sind graphisch die Produktions-
verlaufe als relative Mykotoxingehalte (Mykotoxin/Einwaage Feuchtgewicht [ng/g]) in
Abhangigkeit von der Inkubationsdauer dargestellt. Tabelle 41 bis Tabelle 43 listen
die maximalen Mykotoxinausbeuten auf. Bei einigen Stammen war eine Probennah-
me in der sechsten Woche nicht mehr mdglich, da keine weiteren Zellkulturflaschen
zur Verfigung standen.

Nach dreiwdchiger Inkubation bei Raumtemperatur nimmt die Toxinbildung bei allen
Stammen zu, wobei die Stamme S1 und S4 deutlich weniger Toxine bilden, als die
Stamme S1114, S1495 und S1624. Der Stamm S1495 bildete auf dem KartoffelpU-
reemedium die héchste Menge an Satratoxin G. Bei den Mykotoxinen Satratoxin H,
Trichoverrin A und B wurden die hochsten Gehalte auf Instantreisflocken bei Raum-
temperatur von Stamm S1624 produziert. Beim Vergleich der verwendeten Nahrme-
dien erwies sich der Einsatz des Kartoffelpireemediums insgesamt als weniger er-
tragsreich. Die Temperaturerniedrigung nach der dritten Woche, wie sie von Jarvis et
al. beschrieben wurde (Jarvis et al. 1986), induzierte keine vermehrte Toxinprodukti-
on.

Neben der Extraktion von Mycel und Medium, wurden auch in den durch Guttation
gebildeten Tropfchen auf dem Mycel geringe Konzentrationen von Satratoxin G
(0,94 ng/mL) und H (0,83 ng/mL) in Vorversuchen nachweisen. Diese Exsudatabga-

be wurde auch von Gareis beschrieben (Gareis et al. 2009).
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Abbildung 48: Wachstumsverlauf von Stachybotrys chartarum Stamm S1 auf den eingesetzten Nahr-
medien Kartoffelpiree (KP) und Instantreisflocken (IRF)

Produktionsverlauf von Satratoxin G

350

300 X

250 X

200

150

Gehalt
Mykotoxin/Einwaage
[ng/g]

100

50 . ' ] ’ T

0

© 72N
o

2 3 4 5 6
Inkubationsdauer [Woche]

¢S1 mS4  S1114 s1495>|<s1624\

Abbildung 49: Produktionsverlauf von Satratoxin G fiir die untersuchten Stachybotrys chartarum
Stadmme auf Instantreisflocken bei Raumtemperatur
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Abbildung 50: Produktionsverlauf von Satratoxin G fur die untersuchten Stachybotrys chartarum
Stamme auf Kartoffelplree bei Raumtemperatur
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Abbildung 51: Produktionsverlauf von Satratoxin G fur die untersuchten Stachybotrys chartarum
Stamme auf Instantreisflocken bei RT, nach 3. Woche bei 4°C
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Abbildung 52: Produktionsverlauf fir die untersuchten Stachybotrys chartarum Stdmme von Satrato-
xin G auf Kartoffelpiree bei RT, nach 3. Woche bei 4°C

Tabelle 41: Maximale Gehalte von Satratoxin G fur die untersuchten Stachybotrys chartarum Stamme
in ng (Mykotoxin) / g (Einwaage Feuchtgewicht) wahrend der Inkubation auf IRF- und KP-Medium bei
Raumtemperatur, nach 3. Woche bei 4°C

Satratoxin G [ng/g] auf Instantreisflocken Satratoxin G [ng/g] auf Kartoffelpiree

Stamm
RT nach 3. Woche bei 4 °C RT nach 3. Woche bei 4 °C
S1 35 34 7 5
S4 48 37 44 24
S1114 193 193 106 102
$1495 303 284 275 339

$1624 297 282 180 166




4. Ergebnisse 86

Produktionsverlauf von Satratoxin H
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Abbildung 53: Produktionsverlauf von Satratoxin H fir die untersuchten Stachybotrys chartarum
Stamme auf Instantreisflocken bei Raumtemperatur
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Abbildung 54: Produktionsverlauf von Satratoxin H fur die untersuchten Stachybotrys chartarum
Stadmme auf Kartoffelpliree bei Raumtemperatur
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Abbildung 55: Produktionsverlauf von Satratoxin H fur die untersuchten Stachybotrys chartarum
Stamme auf Instantreisflocken bei RT, nach 3. Woche bei 4°C
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Abbildung 56: Produktionsverlauf fir die untersuchten Stachybotrys chartarum Stdmme von Satrato-
xin H auf Kartoffelplree bei RT, nach 3. Woche bei 4°C

Tabelle 42: Maximale Gehalte von Satratoxin H fur die untersuchten Stachybotrys chartarum Stamme
in ng (Mykotoxin) / g (Einwaage Feuchtgewicht) wahrend der Inkubation auf IRF- und KP-Medium bei
Raumtemperatur, nach 3. Woche bei 4°C

Satratoxin H [ng/g] auf Instantreisflocken Satratoxin H [ng/g] auf Kartoffelpiiree

Stamm
RT nach 3. Woche bei 4 °C RT nach 3. Woche bei 4 °C
S1 42 39 17 12
S4 33 25 42 25
S1114 50 50 40 33
$1495 77 68 76 110
$1624 164 123 108 79
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Produktion weiterer Trichothecene

Parallel zu den Satratoxinen wurden auch weitere Trichothecene wie Trichoverrin A
und B (Tabelle 43) ausgewertet. Verglichen mit Satratoxin G und H wurden flr diese
Substanzen héhere Gehalte in den Proben gefunden. Dagegen konnten die Analyten
Roridin L-2, Satratoxin F, Roridin E und seine Isomere nur in einzelnen Proben in
sehr geringen Konzentrationen nachgewiesen werden, weshalb flr diese Substanzen

kein Produktionsverlauf aufgezeichnet wurde.

Tabelle 43: Maximale Gehalte von Trichoverrin A und B fiir die untersuchten Stachybotrys chartarum
Stadmme in ng (Mykotoxin) / g (Einwaage Feuchtgewicht) wahrend der Inkubation auf IRF- und KP-
Medium bei Raumtemperatur, nach 3. Woche bei 4°C

Trichoverrin A und B [ng/g] Trichoverrin A und B [ng/g]
auf Instantreisflocken auf Kartoffelpiiree
Stamme RT nach 3. Woche bei 4 °C RT nach 3. Woche bei 4 °C
S1 229 217 45 31
S4 311 323 329 178
S1114 796 796 394 256
$1495 1.687 1.414 358 595
$1624 4.780 3.258 952 643

Vergleich und Optimierung der Methoden zur Probenvorbereitung

Zur Methodenvalidierung wurden die Wiederfindungsraten des zur halbquantitativen
Auswertung eingesetzten Roridin A-Standards durch dotieren der unbeimpften
Nahrmedien (200 ng/mL) bestimmt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 44
zusammengestellt. Durchschnittlich wurden von dem zugegebenen Roridin A beim
Kartoffelpireemedium ca. 72 % und beim Instantreisflockenmedium ca. 78 % wieder

gefunden.

Tabelle 44: Wiederfindungsraten von Roridin A fir die beiden Nahrmedien

Kartoffelpiiree Wlederle’Z]u ngsrate Instantreisflocken Wlederle’/dO]ungsrate
Mittelwert 71,5 Mittelwert 78,3

Standardabweichung 4,57 Standardabweichung 2,67
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Es wurde ein Vergleich zwischen den in Kapitel 3.4.2 beschriebenen Probenvorberei-
tungsmethoden mit und ohne Festphasenextraktion (PEI) durchgefuhrt. Hierfir wur-
den die Wildstammisolate S1 und S4 nach der in Kapitel 3.4.1. beschriebenen Me-
thode zur Methodenentwicklung kultiviert. Zusatzlich wurden fur den Stamm S1 zwei
verschiedene Produktionschargen verglichen. Die Wiederfindungsraten bezogen auf
Satratoxin G und H lagen ohne die Festphasenanreicherung zwischen 7 und 63 %
niedriger (Abbildung 57 und Abbildung 58). Weder bei der Probenaufgabe noch bei
der 2.Elution des Festphasenmaterials konnten Satratoxin G und H in den Eluaten

nachgewiesen werden.
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Abbildung 57: Vergleich der Probenvorbereitungsmethoden mit und ohne Festphasenanreicherung am
Beispiel von Satratoxin G
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Abbildung 58: Vergleich der Probenvorbereitungsmethoden mit und ohne Festphasenanreicherung am
Beispiel von Satratoxin H
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5 Diskussion

Im folgenden Abschnitt werden die dargestellten Ergebnisse diskutiert und die

Schlussfolgerungen zusammengefasst.

5.1 Methodenentwicklung und Optimierung

Analytische Nachweismethoden sollen richtig, prazise und robust sein. Diese Leis-
tungskriterien und die daraus resultierenden Anforderungen an eine Methodenvali-
dierung werden in der Literatur beschrieben (EU-Kommission 2002, Steck und
Cammann 2006). Eine besondere Herausforderung ist die Optimierung von Multime-
thoden, da hier ein Kompromiss flr Substanzen mit unterschiedlichen physikalisch-
chemischen Eigenschaften gefunden werden muss. Fur die Entwicklung von LC-MS
Methoden besteht die Schwierigkeit geeignete Bedingungen flur die Extraktion, die
chromatographische Trennung und die Detektion zu finden (Sulyok et al. 2007b).

In Kapitel 3.5 sind die entwickelten und optimierten LC-MS Methoden dargestellt.
Einzelne Ergebnisse der systematischen Methodenentwicklung sind in Kapitel 4.1

beschrieben.

5.1.1 Auswabhl der spezifischen MRM-Ubergénge

Fir einen sensitiven und selektiven Analytnachweis mittels Massenspektrometrie
sind eine hohe lonenausbeute und ein gutes S/N entscheidend. Fir die Quantifizie-
rung wird bei der Tandemmassenspektrometrie meist der MRM-Modus eingesetzt.
Am Beispiel von DON ist die Auswahl der spezifischen MRM-Ubergange dargestellt
(Abbildung 25 und Abbildung 26, Seite 49 und 50). Die Analytionen wurden mit ESI
erzeugt, da sich DON mit APCI nur sehr schlecht ionisieren lie®. Fur die anderen
Mykotoxine wurden mit APCI auch nur unbefriedigende S/N im Vergleich zu ESI er-
halten, deshalb wurde mit diesem Interface nicht weitergearbeitet. Auch Lagana et al.

(2003) und Feldmann et al. (2003) erzielten fir den Nachweis von Trichothecenen
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mit ESI bessere Ergebnisse als mit APCI. Neben der Auswahl und Optimierung der
lonenquelle ist auch die Auswahl der MRM-Ubergénge wichtig, wie das im Ergebnis-
teil dargestellte Beispiel fur DON zeigt (Abbildung 25 und Abbildung 26, Seite 49 und
50). Das DON-Acetataddukt 355 m/z ([M-H+CH3;COOH]') hatte die hochste Intensitat,
allerdings waren die S/N bei den Produktionen 59 m/z ([CH3COOQ]) und 295 m/z ([M-
H-CH3;COOH]) deutlich schlechter wie bei 265 m/z ([M-H-CH»QOJ). Sowohl die Bil-
dung von Adduktionen, als auch das Fragmentierungsmuster wird von Songsermsa-
kul und Razzazi-Fazeli (2008) und Feldmann et al (2003) bei der Analyse von Tri-
chothecenen beschrieben. Die in Kapitel 4.1 dargestellten Ergebnisse fur die Produk-
tionen von DON 59 m/z und 295 m/z zeigen ein hohes Rauschen. Relativ unspezifi-
sche Produktionen wie das Acetation (59 m/z) lassen die Basislinie ansteigen und
sollten nicht zur Quantifizierung ausgewahlt werden (Klotzel et al. 2005, Sulyok et al.
2007b). Durch die Optimierung der Methode lieR sich das S/N fir den Ubergang 355
m/z zu 265 m/z um den Faktor 14 steigern. Die Auswahl des deprotonierten Vorlaufe-
rions von DON (295 m/z) verringerte das Rauschen und auch die Identifizierung des
Analyten konnte verbessert werden, da die bestimmten Produktionen 265 m/z und

138 m/z spezifisch fur die chemische Struktur von DON sind.

5.1.2 Selektivitat/Spezifitét

Wie an dem Beispiel von DON gezeigt, ist die Selektivitdt der Nachweismethode
wichtig, da in der Probe isobare Matrixbestandteile das Messsignal im MS storen
konnen und damit das Rauschen erhdhen. Dies wird auch am Beispiel fur Aflato-
xin B1 deutlich (Abbildung 27-29, Seite 51-53). Im dargestellten Totalionenchroma-
togramm einer mit 40 ng/mL dotierten Poolstaubprobe waren keine eindeutigen
Peaks zu erkennen. Im extrahierten EMS-Chromatogramm fur die Massenspur
313 m/z war zur Retentionszeit der Referenzsubstanz bei 4,4 min kein Peak vorhan-
den, stattdessen waren zwei Peaks von Matrixkomponenten bei 6,5 und 12,3 min zu
erkennen. Das MRM-Chromatogramm fur Aflatoxin B1 mit dem Vorlauferion 313 m/z
und den beiden Produktionen 285 m/z und 128 m/z zeigte einen Peak fur die Refe-
renzsubstanz bei 4,4 min bei beiden Massenspuren. Die ausgewahlten Produktionen
fur Aflatoxin B1 werden auch von Sulyok et al. (2007a) als die intensivsten beschrie-

ben. Nur bei 128 m/z ist ein weiterer Peak bei 6,5 min durch eine Matrixkomponente
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im Hausstaubextrakt zu erkennen. Das wichtigste Unterscheidungskriterium ist ne-
ben der spateren Elution, das von der Referenzsubstanz Aflatoxin B1 abweichende
Fragmentierungsmuster fur diesen Storstoff. Bei einer Co-elution von Matrixkompo-
nenten mit der Referenzsubstanz und der Verwendung eines Suchlaufmodus oder
nur eines MassenlUbergangs wurde dies zu einem falschen Ergebnis fuhren. Far die
Analyse von Spurenstoffen in Umweltproben eignet sich der MRM-Modus von Tan-
demmassenspektrometern zur empfindlichen Quantifizierung, wahrend mit der hoch-
aufldsenden MS auch eine Identifizierung von Unbekannten mdglich ist (Krauss et al.
2010).

5.1.3 Matrixeffekte

Neben den Bestandteilen einer Probe konnen auch Verunreinigungen aus den ver-
wendeten Losemitteln und Materialien einen Einfluss auf die lonisierung bei der LC-
MS haben. ,Die Wirkung von co-eluierenden Verunreinigungen auf das Signal des
Analyten, und damit auf die Genauigkeit der Ergebnisse, ist dem Analytiker haufig
nicht bekannt” (Herath et al. 2010). Diese Matrixeffekte werden verstarkt bei kompeti-
tiven lonisierungstechniken wie ESI beobachtet (King et al. 2000, Gosetti et al. 2010).
Hierbei liegen die Analyten schon in den Flussigkeitstropfchen ionisiert vor, wahrend
bei APCI die Analytmolekiile erst in der Gasphase ionisiert werden. Neben der Ver-
ringerung der lonenausbeute durch andere Substanzen, kann auch eine Signalerho-
hung auftreten (Gosetti et al. 2010). Diese Einflisse kdnnen mit verschiedenen Ver-
fahren bestimmt werden (Bonfiglio et al. 1999, Matuszewski et al. 2003). In dem in
Kapitel 4.1 gezeigten Beispiel (Abbildung 30, Seite 54) konnten die Matrixeffekten
durch die Infusion von Referenzstandards nach der chromatographischen Trennsau-
le visuell als ,Matrixeffektchromatogramm® dargestellt werden (Cole 2010). Die pola-
ren Matrixbestandteile, die von der stationaren Phase nicht zuriickgehalten wurden,
unterdrickten das Messsignal vollstandig. Mégliche Erklarungen sind die Stérung der
lonisierung durch nicht flichtige Komponenten in den Tropfchen (King et al. 2000)
bzw. eine Veranderung der Viskositat und der Oberflachenspannung der FlUssig-
keitstropfchen durch hydrophobe Matrixbestandteile, die generell einen hdheren ESI
Response aufzeigen (Cech und Enke 2001). Eine Signalerhdhung durch Komponen-

ten in der Probenmatrix fur einen Analyten konnte nicht beobachtet werden. Nur bei
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einer Massenspur (Q1: 313 m/z — Q3: 128 m/z) wurde bei Aflatoxin B1 ein héherer
ESI-Response ermittelt. Dieser Stérpeak wurde durch eine Matrixkomponente verur-
sacht, die ein ahnliches Fragmentierungsmuster hatte, aber erst nach der Referenz-
substanz eluierte. Mit Hilfe der hochauflosenden Massenspektrometrie wurde eine
vom Aflatoxin B1 abweichende Summenformel bestimmt, die mit dem Weichmacher
Butylbenzylphthalat Gbereinstimmt. Diese Substanz findet Anwendung in Nitrolacken
sowie Kunstoffen und kann sich im Hausstaub anreichern, dies belegt der Referenz-
wert fur Hausstaub von 300 pg/kg (Butte et al. 2001). Ein negativer Einfluss auf die
entwickelte Messmethode zur Quantifizierung konnte nicht beobachtet werden, da
das Signal nur bei einer Massenspur beobachtet wurde und eine andere Retentions-
zeit hatte.

Neben den Retentionszeiten ist das wichtigste ldentifikationsmerkmal fur die analy-
sierten Mykotoxine bei allen Messung mit dem Hybridmassenspektrometer die Be-
stimmung von zwei verschiedenen Produktionen pro Analyt (EU-Kommission 2002).
Das gezeigte Beispiel belegt die Notwendigkeit einer eindeutigen Zuordnung eines
Messsignals zu einem Analyten. Deshalb wurden alle Messungen mit dem Hybrid-

massenspektrometer im MRM-Modus durchgefuhrt.

5.1.4 Vergleich verschiedener organischer Lésemittel

Die Selektivitat von chromatographischen Trennverfahren ist fur die Methodenent-
wicklung der wichtigste Faktor, um die Substanzen in komplexen Proben separieren
zu kénnen (Neue 2007, Neue und Mendez 2007). Diese lasst sich im Wesentlichen
durch Variation der mobilen Phase, des pH-Werts, der Temperatur oder der stationa-
ren Phase optimieren (Snyder und Kirkland 1979, Wilson et al. 2002a, Wilson et al.
2002b, Wilson et al. 2002c, Wilson et al. 2004). In Kapitel 4.1 sind die Ergebnisse
zum Vergleich der Elutionsreihenfolge und lonisierungseffizienz fur acht ausgewahite
Mykotoxine bei Verwendung von verschiedenen organischen Losemitteln dargestellt
(Abbildung 31, Seite 56). Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Verwendung
alternativer Losemittel wie Aceton, Tetrahydrofuran, Isopropanol und Ethanol, im
Vergleich zu den klassischen Lésemitteln Methanol und Acetonitril, signifikante Ande-
rungen zur Optimierung von chromatographischen Trennverfahren liefern kann. Da

viele der untersuchten bindren Losemittelsysteme bei Raumtemperatur eine hohe
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Viskositat aufweisen, wurde die Trennsaule auf 70°C temperiert. 2-Propanol hatte die
héchste Elutionskraft, wahrend mit Methanol die langsten Analysezeiten wegen der
geringen Elutionskraft beobachtet wurden. Das Co-Solvens beeinflusste die Elutions-
reihenfolge der acht Mykotoxine gravierend. So eluierte Citrinin bei Verwendung der
Alkohole Methanol, Ethanol und 2-Propanol als Co-Solvens als letzte Komponente,
wahrend bei Aceton, Tetrahydrofuran oder Acetonitril durch die geanderte Selektivitat
Sterigmatocystin spater als Citrinin eluierte. Ochratoxin A eluiert mit Aceton, Tetra-
hydrofuran und Ethanol nach Sterigmatocystin.

Der hohe UV-cutoff einiger Losemittel spielt bei massenspektrometrischen Detekto-
ren keine Rolle. Bei der MS ist fur einen empfindlichen Nachweis eine hohe lone-
nausbeute wichtig. Sterigmatocystin zeigte mit Tetrahydrofuran den hoéchsten Res-
ponse, wohingegen die hoheren Alkohole Ethanol und 2-Propanol die geringste In-
tensitat zeigten. Da die Parameter der lonenquelle immer ein Kompromiss bei Multi-
analytmethoden sind, wurden diese nicht verandert. Durch diese konstanten Bedin-
gungen ist der Einfluss des organischen Lésemittels deutlich zu erkennen. Die bei
der LC-MS Kopplung haufig verwendeten Losemittel Methanol und Acetonitril zeigten
insgesamt die besten Ergebnisse in Bezug auf die Sensitivitat und in Bezug auf die
Selektivitat der Trennung fur den Multikomponentenmix. Allerdings lassen sich durch
den einfachen Wechsel des organischen Loésemittels kritische Peakpaare chroma-
tographisch trennen oder die Empfindlichkeit gezielt verbessern (Teutenberg et al.
2008). Eine andere Moglichkeit zur Anderung der Selektivitat ist die Phasen-
optimierte HPLC, bei der mit unterschiedlichem Packungsmaterial befullte Saulen-
segmente miteinander totvolumenfrei gekoppelt werden (Nyiredy et al. 1991, Nyiredy
et al. 2007). Die Elution erfolgt in der Regel unter isokratischen Bedingungen. Fur
umweltanalytische LC-MS/MS Methoden wurde zur Reduzierung der Analysenzeit

auch ein Lésemittelgradient verwendet (Zedda et al. 2009).

5.1.5 Schlussfolgerungen zur Methodenentwicklung und Optimierung

Bei massenspektrometrischen Nachweisverfahren ist wegen der hohen Selektivitat
und Spezifitdt der Messtechnik eine eindeutige ldentifizierung moglich (van der Heeft

et al. 2009). Allerdings mussen auch bei einer Co-elution von Analyten und Matrixbe-
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standteilen die Einflisse auf die Bestimmung uUberpriuft werden (Van Eeckhaut et al.
2009).

Wie gezeigt werden konnte, ist die Auswahl von selektiven und sensitiven Massen-
Ubergangen bei der Verwendung der Tandemmassenspektrometrie ein wichtiger
Faktor bei der Methodenentwicklung. Der zur Quantifizierung von Mykotoxinen mit
dem Hybridmassenspektrometer verwendete MRM Modus ist, wegen der besseren
Selektivitat und Spezifitat gegenuber einem Suchlaufmodus, fur eine Identifizierung
und Quantifizierung vorzuziehen. Das belegt auch die geringere Anzahl der Identifi-
kationspunkte, die bei der hochauflésenden MS, im Vergleich zu MRM-Methoden
durch die Europaische Kommission in der Richtlinie zur Bestimmung von Kontamina-
tionen in Lebens- und Futtermitteln, anerkannt werden (EU-Kommission 2002). Auf
der anderen Seite gibt es auch Limitierungen bei MRM-Multimethoden. Dieser
Messmodus kann nur bei bekanntem Fragmentierungsmuster verwendet werden und
ist deshalb flr Screening-Untersuchungen zur Suche nach neuen Substanzen nicht
einsetzbar. Daruber hinaus gibt es auch technische Begrenzungen bei der Detektion
mit einem MS. Ein Polaritatswechsel ist wegen langer Umschaltzeiten zwischen posi-
tiver und negativer lonisierung nicht sinnvoll, da dies zu langeren Messzyklen und
somit zu weniger Datenpunkten flr den Peak fuhren wirde. Deshalb wurden fur die
Hausstaubuntersuchung mit dem Hybridmassenspektrometer zwei getrennte LC-
Messlaufe verwendet. Auch bei anderen Multimethoden wurde diese Vorgehenswei-
se und die damit verbundene Verdoppelung der Analysenzeit angewendet (Sulyok et
al. 2006, Sulyok et al. 2007a, Hintikka und Holopainen 2009). Zusatzlich wurden die
Verweilzeiten flur die einzelnen MS-Experimente individuell optimiert, da sich bei sehr
kurzen Zeiten (Dwell time) das S/N verschlechtert. Eine Mdglichkeit bietet die von
Vishwanath et al. (2009) fur eine Multimethode genutzte Vorgehensweise, bei der die
MRM-Experimente nur innerhalb einer Zeitspanne in Abhangigkeit von der Retenti-
onszeit des Analyten gemessen wurden. Mit diesem neuen Messmodus ware die
gezeigte isobare Interferenz bei Aflatoxin B1 nicht direkt, sondern erst bei den Expe-
rimenten zur Visualisierung von Matrixeffekten aufgefallen. Die in meiner Arbeit fest-
gestellte vollstandige lonensupression aller Mykotoxine zur Systemdurchflusszeit der
HPLC, zeigt die Notwendigkeit einer ausreichenden Retention der Analyten. Wie ge-
zeigt werden konnte, wurde die Selektivitat der chromatographischen Methode ge-
zielt optimiert. Um storende Matrixeffekte durch co-eluierende Substanzen zu mini-

mieren und dennoch alle Analyten in einer vorgegebenen Zeit von der Saule zu eluie-
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ren, wurden die Losemittelgradienten mit Hilfe der Software Drylab (Molnar 2002)
optimiert. Anders als bei der Detektion mittels UV ist beim MS eine vollstandige
chromatographische Trennung der Analyten, die gerade fur physikalisch-chemisch
ahnliche Substanzen bei Multimethoden schwierig ist, fur einen selektiven Nachweis
nicht zwingend erforderlich.

Generell stellen Multimethoden nur einen Kompromiss der analytischen Bedingungen
dar (Sulyok et al. 2007b). Dies gilt besonders fur die Bestimmung von Spurenstoffen
wie den Mykotoxinen in sehr komplexen und heterogenen Probenmatrices wie Haus-
staub. Die entwickelten Messmethoden wurden fir die besonderen Anforderungen
zur Bestimmung von Mykotoxinen in Materialen des Innenraumes optimiert. Hierbei
stellte sich heraus, dass viele methodische, analyt- und matrixspezifische Parameter
Einfluss auf die chromatographische Trennung und Detektion mittels MS haben kon-

nen, die fur diese Arbeit systematisch betrachtet wurden.



5. Diskussion 97

5.2 Quantitativer Nachweis von Mykotoxinen

Die entwickelten analytischen Nachweisverfahren flir Mykotoxine in Materialien des
Innenraums wurden auf die in Kapitel 3.3 beschriebenen Proben angewendet. Die

Ergebnisse der Auswertungen sind in dem Kapitel 4.2 dargestellt.

5.2.1 Methoden zur Quantifizierung von Mykotoxinen

Fir die Quantifizierung der acht ausgewahlten Mykotoxine (Aflatoxin B1, Citrinin, De-
oxynivalenol, Diacetoxyscirpenol, Gliotoxin, Ochratoxin A, Roridin A und Sterigmato-
cystin) mittels HPLC-Hybridmassenspektrometrie wurden die analytischen Kennda-
ten nach DIN 32645 berechnet (DIN 2008). Die fur die Hausstaubfraktion <63 um
berechneten Nachweisgrenzen der Mykotoxine lagen im unteren ug/kg Bereich. Die
instrumentellen Nachweisgrenzen, bezogen auf die Konzentrationen der kleinsten
Standardlosungen mit einem S/N = 3 wurden fur zwei verschiedene Massenspektro-
meter bestimmt. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden hierbei die gleichen Eluenten
und die gleiche chromatographische Trennsaule verwendet. Die Empfindlichkeit war
bei dem verwendeten Hybridmassenspektrometer nur bei Citrinin besser. Hier konnte
noch eine 25-fach niedrigere Konzentration im Vergleich zum Quadrupolflugzeitmas-
senspektrometer nachgewiesen werden. Diese sonst geringere Sensitivitat spiegelt
weniger die unterschiedlichen Messplattformen der Tandem- und Flugzeitmas-
senspektrometrie, sondern die technologischen Weiterentwicklungen bei der MS in
den letzen Jahren wieder. Generell sind QqQ Gerate sensitiver als TOF oder QTOF-
MS Instrumente (Petrovic et al. 2006, Dass 2007). Hernandez et al. (2004) beschrei-
ben eine 10-fach besser Sensitivitat bei einem Tandemmassenspektrometer gegen-
Uber einem QTOF-MS fir den Nachweis von Pestiziden in Wasserproben. Des Wei-
teren wird von den Autoren die hohere Anzahl von Identifikationspunkten bei MS/MS
Experimenten mit einem QqQ Gerat hervorgehoben. Neben der besseren Selektivitat
wird, durch die analytspezifische Fragmentierung im MS/MS Modus, das S/N und
damit die Sensitivitat verbessert. Ein Vergleich der analytischen Kenndaten mit Wer-
ten aus der Literatur ist schwierig, da unterschiedliche Konzentrationsangaben, Be-

rechnungsmethoden fur die Nachweisgrenzen oder Analysenverfahren verwendet
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wurden. Fur Deoxynivalenol wurde bei dieser Arbeit eine Nachweisgrenze von
6 ug/kg bestimmt. Von Vishwanath et al. (2009) wurde mit 15 ug/kg Hausstaub be-
zogen auf eine dotierte, zur Riuckstandsanalytik fur Metalle zertifizierte, Hausstaub-
probe als Referenzmaterial fir DON eine hohere Nachweisgrenze angegeben. Bei
den HPLC-MS/MS Messungen wurden von den Autoren das DON-Acetataddukt 355
m/z als Vorlauferion verwendet, welches bei meiner Arbeit verglichen mit dem depro-
tonierten Vorlauferion (295 m/z) ein schlechteres S/N zeigte (Kapitel 4.1). Fur Ste-
rigmatocystin wurde mittels der Dunnschichtchromatographie eine Nachweisgrenze
von 7 ug/kg bestimmt (Toepfer 2010). Mit dem in meiner Arbeit entwickelten HPLC-
MS/MS Nachweisverfahren wurde ein Wert von 1,4 ug/kg bei einer Wiederfindungs-
rate von 88,9 % erhalten. Engelhart et al. (2002) haben mit derselben Messtechnik
bezogen auf die Hausstaubfraktion <355 ym eine vergleichbare Nachweisgrenze
bestimmt, allerdings betrug die Wiederfindungsrate nur 33 %. Die Nachweisgrenze
fur Ochratoxin A wurde von mir mit 2,1 ug/kg mit einer Wiederfindungsrate von 73 %
bestimmt. Von Hintikka und Holopainen (2009) wurden fir die Bestimmung von OTA
mittels HPLC-MS/MS in Staubproben aus Luftungsanlagen eine Nachweisgrenze von
24 ug/kg angegeben. Toepfer beschreibt ein Einzelanalytverfahren fur OTA im Haus-
staub (< 63 pm) mit immunchemischer Aufreinigung und Detektion mittels HPLC-UV
mit der einer Nachweisgrenze von 0,23 pg/kg und einer Wiederfindungsrate von
78,4 % (Toepfer 2010). Mit fur die Lebensmittelanalytik entwickelten Enzymimmuno-
assays konnten von der Autorin eine Nachweisgrenze von 0,4 pg/kg und eine Wie-
derfindungsrate von 115,1 % bestimmt werden. Fur dieses Testverfahren wurden
Kreuzreaktionen durch starke Matrixeffekte beschrieben, die zu extremen Schwan-
kungen fuhrten (Toepfer 2010). Auch fur die bei meiner Arbeit eingesetzte Bestim-
mung mittels HPLC-MS/MS wurden wie bereits in Kapitel 4.1 gezeigt, starke Matrix-
effekte beobachtet. Die in Kapitel 4.2.1 dargestellten Ergebnisse zur Bestimmung der
Matrixwiederfindungsraten verdeutlichen die starken Effekte durch die Stérung der
lonisierung. Vishwanath et al. (2009) beschreiben eine deutlich starke lonensupres-
sion von teilweise Uber 50 % beim Nachweis von Mykotoxinen mittels HPLC-MS/MS
durch die Matrix Hausstaub im Vergleich zu Baumaterialien. Die Matrixeffekte sind
auf die sehr komplexe Zusammensetzung von organischen Komponenten zurlickzu-
fuhren. Die heterogene Zusammensetzung von Hausstaubproben konnte auch an
der Bestimmung der Gliihverluste gezeigt werden (Kapitel 4.2.5). Ahnliche Glihver-

lustwerte wurden auch von Butte und Walker (1994) beschrieben.
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Auf das Gesamtverfahren haben neben der Stérung der lonisierung bei der Analyse
von Spurenstoffen wie Mykotoxinen in Hausstaub durch Matrixkomponenten, auch
die groRe Oberflache der Hausstaubpartikel und die damit verbundene chemisch-
physikalische Interaktion der Analyten mit dieser einen grof3en Einfluss auf die Ex-
traktionswiederfindungsraten (Engelhart et al. 2002). Dies konnte bei meiner Arbeit
auch an den in Anlehnung an Matuszewski et al. (2003) bestimmten Wiederfindungs-

raten bestatigt werden.

5.2.2 Nachweis in Innenraummaterialien

Fur alle durchgefihrten Hausstaubanalysen aus den drei Kollektiven (NLL-Proben,
Schadensfall- und Kontrollproben), wurde Altstaub der Fraktion < 63 um eingesetzt.
In den analysierten Hausstaubproben konnten vier der elf fur die Methodenentwick-
lung ausgewahlten Mykotoxin quantitativ und zwei qualitativ nachgewiesen werden
(Kapitel 4.2.3). Dabei wurde Sterigmatocystin insgesamt in 14 Proben und damit am
haufigsten mit einer Konzentration von bis zu 2.070 ug/kg nachgewiesen. Selbst der
kleinste Wert von 15 ug/kg liegt deutlich Uber der von Engelhart et al. (2002) fur fall-
induzierte Frischstaubproben < 355 um beschrieben Konzentration von maximal
4 ug/kg. In mit Besen und Kehrblech gesammelten Staubproben aus durch den Wir-
belsturm Kathrina Uberfluteten, nicht sanierten und nicht mehr bewohnten Haushal-
ten wurde Sterigmatocystin mit einer maximalen Konzentration von 28 pg/kg be-
stimmt (Bloom et al. 2009).

Ochratoxin A wurde von mir in vier Proben mit einem maximalen Gehalt von 13 ug/kg
nachgewiesen. Toepfer (2010) gibt fur das von ihr mittels HPLC-UV untersuchte Kol-
lektiv einen Hochstgehalt von 23,9 ug/kg in der Hausstaubfraktion < 63 ym an. Kasel
et al. (1999) untersuchten OTA mittels HPLC-UV in 14 Tage altem Frischstaub, ge-
siebt auf eine Fraktion <250 ym. Das 95. Perzentil wurde mit 3,81 ug/kg und das
Maximum mit 5,1 uyg/kg angegeben. In abgelagertem Staub aus einem korrodierten
Laftungsschacht wurde OTA mittels HPLC-UV in einer Konzentration von
1.582 pg/kg nachgewiesen (Richard et al. 1999). Bei der anschlieRenden Bestati-
gung mittels HPLC-MS wurde von den Autoren eine Konzentration von 810 ug/kg in
einem anderen Aliquot der extrahierten Probe bestimmt. Auch wenn mit den beiden

Methoden sehr verschiedene Konzentrationen bestimmt wurde, so zeigt sich den-
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noch, dass OTA in hohen Konzentration im Innenraum vorkommen kann. Neben dem
Vorkommen von Mykotoxinen werden von Taubel et al. (2011) das gleichzeitige Vor-
kommen von Bakterientoxinen in Baustoffproben und in Staubproben <1 mm be-
schreiben.

Da die in der Literatur beschriebenen Staubproben sehr unterschiedlich gesammelt
und auch unterschiedliche Fraktionen zur Analyse verwendet wurden, ist ein direkter
Vergleich den von mir bestimmten Konzentrationen von Mykotoxinen in Altstaub
< 63 um nur bedingt moglich. Durch die einheitliche Sammlung und Probenvorberei-
tung konnten die NLL-Proben aus dem bevolkerungsreprasentativen Kollektiv (Hoff-
mann et al. 2008) mit den selbst gesammelten Hausstaubproben (Portner et al. 2010,
Toepfer 2010) verglichen werden. Die Anzahl der auf die von mir untersuchten Myko-
toxine positiv getesteten Proben und die einzelnen Substanzen lassen keine deutli-
chen Unterschiede erkennen. Allerdings ist die Anzahl der positiven Treffer in den
500 analysierten NLL-Proben verglichen mit den 153 Schadensfall- und 201 Kontroll-
proben jeweils niedriger. Die selbst gesammelten Schadenfall- und Kontrollproben
lassen sich in Bezug auf das Vorkommen von Mykotoxinen nicht unterscheiden. Das
lasst den Schluss zu, dass vermutlich bei den Teilnehmern der Kontrollgruppe zwar
kein direkt sichtbarer Schimmelpilzbefall im Wohnraum vorlag, aber ein verdeckter
Befall nicht ausgeschlossen werden kann oder dass ganzlich andere zusatzliche
Quellen fur Mykotoxine im Innenraum in Betracht kommen. Moglich ist auch eine
Verzerrung der Ergebnisse der Kontrollgruppe, da aktiv zur Studienteilnahme aufge-
rufen wurde und die Analysen kostenlos angeboten wurden.

Neben den Hausstaubproben wurden die von mir entwickelten Nachweisverfahren
auch auf Baustoffproben angewendet. In einem Stick mit Schimmelpilzen befallener
Tapete konnte Sterigmatocystin mit einer Konzentration 509 ug/kg bzw. 1,5 ug/cm?
bestimmt werden. In von der Wand abgekratzten fallinduzierten Proben werden in
der Literatur Konzentrationen von bis zu 3.900 pg/kg angegeben (Vishwanath et al.
2009). Nielsen et al. (1999) beschreiben bei kunstlich befallener Tapete Werte von
bis zu 24 pg/cm?, bei naturlichem Schimmelpilzbefall lagen die Werte zwischen
7 ng — 2 ug/cm?. Prinzipiell kann es zu einer Anreicherung der Mykotoxine Uber Par-
tikel oder Sporen und damit im Hausstaub kommen. Dies konnte fur die befallene
Tapetenprobe (Abbildung 32, Seite 64) allerdings nicht bestatigt werden. Der Haus-
staub aus dieser Wohnung wurde vor und nach der Sanierung mehrfach analysiert.

In allen vier Proben waren die Konzentrationen von Sterigmatocystin unterhalb der



5. Diskussion 101

Nachweisgrenze, obgleich teilweise eine erhdhte Konzentration von Asperqgillus ver-

sicolor nachgewiesen wurde.

5.2.3 Auswertung der Fragebégen zu den selbst gesammelten Schadensfall-

und Kontrollproben

Beim Vergleich der Schadensfall- und Kontrollproben ist festzustellen, dass in den
Fallproben deutlich hohere Konzentration an Aspergillus versicolor nachgewiesen
wurden, wahrend die hochste Konzentration von Sterigmatocystin in einer Kontroll-
probe bestimmt wurde (Kapitel 4.2.4). In dem zur Probe erhobenen Fragebogen gab
der Studienteilnehmer an, dass er keinen sichtbaren Schimmelpilzbefall im Wohn-
raum hatte, wobei allerdings ein verdeckter Befall nicht auszuschliel3en ist. Die weite-
re Auswertung des Fragebogens lasst auch keine Ruckschlusse auf mogliche Quel-
len zu. Der 50 Tage alte Hausstaub wurde nur im Wohnraum gesammelt. Es gab bei
der vierkopfigen Familie keinen friheren Schimmelpilzbefall im Wohnraum, keine
Topfpflanzen oder eine Sammlung und Lagerung von Biomdill. Ob sich toxinhaltige
Partikel oder Sporen von Aulden z. B. Uber das Schuhwerk oder die Haltung eines
Hundes in dem Hausstaub angereichert hatten, konnte nicht geklart werden. In der
Hausstaubprobe wurde die Anzahl der koloniebildenden Einheiten untersucht. Der
toxinbildene Schimmelpilz Aspergillus versicolor war in der Hausstaubprobe nur in
geringer Konzentration kultivierbar. Verglichen mit den anderen Schadensfall- und
Kontrollproben in denen Sterigmatocystin nachgewiesen wurde, zeigt sich, dass nicht
immer der potentielle Toxinproduzent auch kultivierbar war und dass ein Uppiges
Schimmelpilzwachstum nicht eine hohe Toxinproduktion und umgekehrt bedeutet
(Rolle-Kampczky et al. 2001). Dass die Prasenz von potentiellen toxinbildenden
Schimmelpilzen nicht immer mit den Toxinbefunden korreliert, wird auch von anderen
Autoren in der Literatur beschrieben (Tuomi et al. 2000). Da Mykotoxine stabil und
schwerflichtig sind, kénnen sie auch lange nach dem die Sporen ihre Lebensfahig-
keit verloren haben nachgewiesen werden (Pitt et al. 2000). Auch fur die beiden auf
DON positiv getesteten Proben wurde ein ahnliches Ergebnis wie bei Sterigmato-
cystin erhalten. Nur in 50 % der Hausstaubproben konnten Fusarien spp. nachge-
wiesen werden. Ob so hohe Gehalte an DON in den Hausstaubproben durch das

Aufsaugen z.B. von toxinhaltigen Lebens- oder Futtermitteln resultieren kdonnen, ist
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fraglich. Zum einen wurden die Hausstaubproben schonend mit der Hand gesiebt,
zum anderen tritt durch das Staubsaugen eine starke Verdinnung der kontaminierten
Lebensmittel ein. Trotz der Vielzahl der mit den Fragebogen erhobenen Daten konn-
ten keine signifikanten Einflussfaktoren auf den Toxingehalt oder Unterschiede in den

Schadensfall- und Kontrollproben festgestellt werden.

5.2.4 Schlussfolgerungen zum quantitativen Nachweis von Mykotoxinen

Die entwickelten flussigkeitschromatographischen Trennverfahren und mas-
senspektrometrischen Detektionsmethoden zur Bestimmung von Mykotoxinen wur-
den an unterschiedlichen Hausstaub- und Baustoffproben erfolgreich angewendet.
Hiermit lieRen sich Mykotoxine in Materialien des Innenraums im spurenanalytischen
Konzentrationsbereich nachweisen. Dabei wurden Sterigmatocystin, Deoxynivalenol
und Ochratoxin A am haufigsten nachgewiesen. Trotz der einheitlichen und systema-
tischen Versuchsplanung von der Probennahme bis zu den Analysemethoden, konn-
ten anhand der Messdaten keine eindeutigen Unterschiede zwischen Haushalten mit
und ohne sichtbaren Schimmelpilzbefall im Wohnraum festgestellt werden. Mit der
Sammlung Uber einen langeren Zeitraum konnten sich schwerflichtige Substanzen
wie Mykotoxine im Altstaub anreichern, dennoch waren aufgrund der multifraktionell
beeinflussten Zusammensetzung von Hausstaub Rickschlisse auf die Quellen nicht
moglich. Die auf Mykotoxine positiv getesteten Proben belegen das Vorkommen im
Hausstaub, gleichzeitig ist dies auch ein Pfad der Exposition mit diesen Stoffen. Die
Bestimmung der Toxinkonzentration in Materialproben ist fur eine Gefahrdungsbeur-
teilung nur bedingt geeignet. Das Vorkommen von Mykotoxinen im Staub von Luf-
tungsanlagen und die damit verbundenen Exposition der Bewohner wurde auch von
Hintikka et al. (2009) beschrieben. Mayer et al. (2007b) beschreiben die Exposition
durch toxinhaltige Staube in Getreidelagern. Die gesundheitliche Relevanz wurde
von den Autoren aufgrund fehlender Grenzwerte abgeschatzt. Sie schlieRen eine
Gefahrdung durch luftgetragene Mykotoxine nicht aus. ,Wie hoch die mogliche Ge-
sundheitsgefahrdung durch inhaltive oder dermale Aufnahme von Mykotoxinen zu
bewerten ist, ist derzeit noch weitgehend unklar® (Mayer et al. 2007a).

Die gesundheitliche Bewertung von Mykotoxinen im Hausstaub ist wegen fehlender

Grenzwerte bzw. Bewertungsschemata schwierig. Uber die Exposition mit Mykotoxi-
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nen im Innenraum und die gesundheitlichen Folgen ist derzeit nur wenig bekannt
(Bennett und Klich 2003). Sterigmatocystin wurde in vierzehn von mir untersuchten
Hausstaubproben nachgewiesen. Es ist zytotoxischer als Aflatoxin B1 und kann in
der Leber zu dem starken Kanzerogen 1,2-epoxy-Sterigmatocystin metabolisiert
werden (Wang und Groopman 1999, Bunger et al. 2004). Cabaret et al. (2010) haben
in vitro mit trachealen Epithelzellen von Schweinen eine verminderte Bildung des re-
aktiven Epoxyds festgestellt; allerdings ist die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf
humane Zellen noch offen. Uber den genauen Wirkungsmechanismus reiner Sub-
stanzen oder mdgliche kombinatorische Effekte von Mykotoxinen mit anderen Sub-
stanzen ist bisher nur wenig bekannt.

Zur Exposition einer Person mit Mykotoxinen tragen verschiedene Expositionspfade
nacheinander oder gleichzeitig bei. Diese kdnnen unterschiedlich hoch sein und stark
variieren. Aus Vorsorgegrunden ist das verstarkte Auftreten von mykotoxinproduzie-
renden Schimmelpilzarten im Innenraum kritisch zu bewerten (Moriske und Szewzyk
2002). Einen grofken Einfluss auf die Innenraumexposition hat die Aufenthaltszeit in
Gebauden, die unter anderem vom Alter, dem Beruf und der Jahreszeit abhangig ist.
Erwachsene in Deutschland halten sich im Winter zu ca. 90 % und im Sommer zu ca.
80 % der Zeit eines Tages in Gebauden auf (Friedrich et al. 2001, Brasche und Bi-
schof 2005). Kleinkinder verbringen noch mehr Zeit in Gebauden. lhre Exposition ist
in zahlreichen Aspekten komplett anders als bei Erwachsenen (Paustenbach 2000).
Zu den Unterschieden gehoren insbesondere die Aktivitdtsparameter wie z.B. ihre
langere Aufenthaltszeit in Gebauden und in FulRbodennahe, ihre Ernahrung und ihr
Metabolismus. Die Unterschiede zu Erwachsenen werden besonders deutlich, wenn
die Parameter in Bezug zum Korpergewicht gesetzt werden. Damit ein Stoff im
Hausstaub eine toxische Wirkung im Menschen bewirken kann, muss zusatzlich zu
einer relevanten aulieren Exposition noch eine weitere Bedingung erflllt sein: Der
Stoff muss bioverfugbar sein, d.h. bei der Exposition die jeweilige biologische Grenz-
flache durchdringen und anschlieRend an seinen toxikologischen Wirkort gelangen
(innere Exposition). Die Exposition durch organische Stoffe im Hausstaub wurde von
Ertl (2006) beschrieben. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden fir die drei Ex-
positionspfade Haut (dermal), Mund (digestiv) und Atemwege (inhalativ) und drei Ex-
positionsszenarien (Kinder im Alter von 2 Jahren und 6 Jahren, sowie Erwachsene)
jeweils der Gehalt eines Mykotoxins berechnet (Ertl et al. 2007), der den TDI-Wert

(tolerable daily intake) der Europaischen Kommission allein Uber diesen Pfad voll-
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standig ausschopft (EU-Commission 1998, 1999). Dabei wurde die kleinste berech-
nete Konzentration als Richtwert definiert. Von den drei haufigsten Toxinen im Haus-
staub sind TDI-Werte nur fur OTA mit 5 ng/kg Korpergewicht (EU-Commission 1998)
und DON mit 1 pg/kg Korpergewicht beschrieben (EU-Commission 1999). Fir Ste-
rigmatocystin sind keine Werte vorhanden, da es zwar im Innenraum haufiger nach-
gewiesen werden kann aber flr den reglementierten Bereich der Lebens- und Fut-
termittel keine Rolle spielt. Fur diese theoretische Betrachtung ergibt sich bei derma-
ler Exposition von Kleinkindern fur OTA ein Richtwert von 10 pg/kg Hausstaub. Fur
Erwachsene berechnete sich ein Wert von 30 ug/kg Hausstaub. Nach der Berech-
nung zur Exposition mit DON im Hausstaub lagen alle in den von mir gemessen
Konzentrationen deutlich unter den Richtwerten. Fur eine vollstandige Ausschopfung
des TDI-Wertes von DON durch eine Exposition mit Hausstaub, musste schon die
Konzentration bezogen auf die digistive Aufnahme bei Kleinkindern 40 mg/kg betra-
gen. Die Werte fur die anderen berechneten Szenarien liegen noch deutlich héher.
Es zeigt sich aber insgesamt, dass Mykotoxine uber den Hausstaub wenn auch in
geringen Konzentrationen einen Beitrag zur chronischen Exposition leisten konnen.

Fir die weitere Aufklarung zum Vorkommen und zur Expositionsanalyse von Myko-
toxine im Innenraum sind weitere Forschungsarbeiten nétig. Zur Verbesserung der
Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist die Anwendung von standardisierten Probenah-
meverfahren und Analysemethoden erforderlich (Mayer et al. 2008). Neben der Er-
ganzung der Quantifizierungsmethoden um weitere Analyten erfordert die beschrank-
te Verfugbarkeit von Referenzsubstanzen und die Vielfalt noch unbekannter Metabo-
lite hierzu auch die Ubertragung der dargestellten Screeningmethoden zur Identifizie-
rung von Mykotoxinen auf neue Substanzen. Daruber hinaus konnte die fur den Be-
reich der forensisch toxikologischen Analytik beschriebene Methodik (Weinmann et
al. 2001, Oberacher 2011) auch fur Mykotoxine eingesetzt werden. Die mit der Tan-
demmassenspektrometrie ermittelten Produktionenspektren wurden von den Autoren
in Bibliotheken zusammengefuhrt und konnen somit fur Datenbankrecherchen ge-
nutzt werden. Mit einer Spektrenbibliothek fir Mykotoxine und Metabolite waren bei
ausreichend hohen Gehalten in der Probe eine schnelle und valide Identifizierung in

Materialien des Innenraums in einer statistisch relevanten Anzahl an Proben mdglich.
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5.3 Qualitativer Nachweis von Mykotoxinen beim Fehlen von Referenzsub-

stanzen am Beispiel von Stachybotrys chartarum

Fur ausgewahlte Mykotoxine des Schimmelpilzes Stachybotrys chartarum sind Me-
thoden zum qualitativen Nachweis mittels LC-MS beim Fehlen von Referenzsubstan-
zen entwickelt und angewandt worden. Im folgenden Abschnitt sind die einzelnen

Methoden verglichen.

5.3.1 Identifizierung von Mykotoxinen mittels Hybridmassenspektrometrie

Mit den in Kapitel 3.5.3 beschrieben Methoden wurden Satratoxin G und H, Rori-
din L-2, sowie Trichoverrin A und B in den extrahierten Proben nachgewiesen (Kapi-
tel 4.3.1). In dem Totalionenchromatogramm waren keine markanten Substanzpeaks
direkt zu erkennen. Erst durch die Selektion diskreter Massenspuren waren, wie im
Beispiel von Satratoxin H gezeigt, im Chromatogramm Peaks zu sehen (Abbildung
36, Seite 70). In dem dazu gehdrenden Massenspektrum waren charakteristische
lonen, die auf den Analyten hinweisen kénnen, zu erkennen (Abbildung 37, Seite
71). Das wichtigste Identifikationskriterium war bei diesem Massenspektrometer auf-
grund der vorgegebenen Massenauflosung das Produktionenspektrum. Durch die
Selektion und gezielte Fragmentierung war eine Interpretation und Beschreibung der
chemischen Struktur moglich. In dem dargestellten Beispiel wurden vom protonierten
Vorlauferion zwei charakteristische Produkte erzeugt (Abbildung 38, Seite 72). Die
lonen 249 und 231 m/z wurden auch in der Literatur als Merkmal fur das Terpenge-
rist von Trichothecenen genannt (Tuomi et al. 1998, Gottschalk et al. 2008). Ahnli-
che Produktionen wurden auch bei der Anwendung der MS-Fragmentierungs-
simulation mit der Software ACD-Labs erhalten. Fur die Identifikation von Spurenstof-
fen in komplexen Mischungen, die auch isomere und oder isobare Substanzen ent-
halten, ist eine chromatographische Trennung erforderlich. Deshalb wurden fir die
Trennung verschiedene Kombinationen von Trennsaulen und Lésemittelsystemen
eingesetzt. Sowohl mit der chromatographischen Methode zum qualitativen als auch

zum quantitativen Nachweis mit der HPLC-Hybridmassenspektrometrie, wurden die



5. Diskussion 106

gleichen Ergebnisse erhalten. Unterschiede im Signal-zu-Rausch-Verhaltnis durch

den Einsatz von Acetonitril oder Methanol wurden nicht beobachtet.

5.3.2 Identifizierung von Mykotoxinen mittels Flugzeitmassenspektrometrie

Mit Hilfe der hochauflosenden Messmethoden der Flugzeitmassenspektrometrie
wurde die in Kapitel 3.5.4 und 3.5.5 beispielhaft dargestellte Identifizierung von My-
kotoxinen beim Fehlen von Referenzsubstanzen durchgefuhrt. Die Substanzen
Satratoxin G, H und ihre Isomere konnten mit beiden chromatographischen Metho-
den getrennt werden. Sowohl die Auflésung der Peakpaare als auch die Elutionsrei-
henfolge sind sehr gut vergleichbar, obwohl unterschiedliche Trennsaulen und Eluen-
ten verwendet wurden.

Die Identifikation der Analyten durch die Bestimmung der Summenformeln sind bei
der Cap-LC-TOF-MS mit einer Massengenauigkeit fur Satratoxin G von 5,7 ppm und
fur Satratoxin H mit einer Massengenauigkeit von -6,6 ppm als gut zu bezeichnen
(Abbildung 40, Seite 74). Dartber hinaus war mit dem QTOF-MS zusatzlich auch
eine Bestimmung der Summenformeln der Produktionen moglich. Die Vorlauferionen
und die Produktionen konnten mit einer sehr guten Massengenauigkeit bestimmt
werden (Abbildung 41-Abbildung 43, Seite 75 und 76) und bestatigen die Ergebnisse
mit dem Hybridmassenspektrometer. Die in der Literatur von Gottschalk et al. (2008)
und Tuomi et al. (1998) beschriebenen Produktionen fur die Satratoxine wurden von
den Autoren mit Massenspektrometern mit geringer Auflosung gemessen, allerdings

konnten dort zur Methodenentwicklung Referenzsubstanzen eingesetzt werden.

5.3.3 Unterscheidung der Chemotypen von Stachybotrys chartarum anhand
der Mykotoxinprofile

Die Unterscheidung der Chemotypen S und A von Stachybotrys chartarum war auch
ohne molekularbiologische Techniken durch den Nachweis der makrocyclischen Tri-
chothecene in den Proben moglich. Dies konnte anhand der dargestellten Ergebnis-

se am Beispiel von Satratoxin G und H, sowie den Isomeren gezeigt werden. Diese
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Mykotoxine wurden in den Wildstammisolaten S1, S2 und S4 nachgewiesen, deshalb
sind diese dem Chemotyp S zuzuordnen. In der Probe von Stamm S3 konnten so-
wohl keine Satratoxine, als auch keine anderen makrocyclischen Trichothecene
nachgewiesen werden. Die Atranone A oder C sowie B wurden mit beiden entwickel-
ten Messmethoden mittels Flugzeitmassenspektrometrie in der Probe von Stamm S3
nachgewiesen (Tabelle 40, Seite 81). Dadurch ist dieser Stamm dem Chemotyp A
zuzuordnen. Anhand dieser Mykotoxine ist eine direkte chemotaxonomische Diffe-
renzierung moglich. Grenzen hat die Bestimmung und Identifizierung von Mykotoxi-
nen in komplexen Matrices durch isomere oder isobare Interferenzen. Substanzen
ahnlicher Struktur kénnen direkt mit Hilfe der Massenspektirometrie nur bei einer
chromatographischen Trennung unterschieden werden. Dies zeigt sich bei Satratoxin
G und H sowie ihren Isomeren (Kapitel 4.3.3). Analyten gleicher Summenformel aber
unterschiedlicher Struktur lassen sich jedoch durch ihr Produktionenspektrum diffe-
renzieren. Mit den beiden hochauflosenden Massenspektrometern konnten in den
Stdmmen S1 und S3 nicht immer die gleichen Substanzen nachgewiesen werden.
Bei Verrucarin B konnte beispielsweise die Summenformel C,7H3,09 mit der Cap-LC-
TOF-MS bestatigt werden, allerdings wurden in allen untersuchten Proben zwei
Peaks erhalten. Mit der HPLC-QTOF-MS Methode konnte diese Summenformel nicht
bestatigt werden. Ob in den analysierten Proben eine oder zwei Substanzen dieser

Summenformel enthalten sind, konnte nicht zweifelsfrei geklart werden.

5.3.4 Schlussfolgerungen zum qualitativen Nachweis von Mykotoxinen beim
Fehlen von Referenzsubstanzen am Beispiel von Stachybotrys charta-

rum

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass mit Hilfe der Flissigkeitschromatographie
durch Kopplung mit der Massenspektrometrie Mykotoxine auch ohne Referenzsub-
stanzen im spurenanalytischen Bereich nachgewiesen werden konnen. Eine Unter-
scheidung von isomeren Substanzen, wie im Beispiel fur Satratoxin G und H gezeigt,
setzt eine vollstandige chromatographische Trennung der Substanzen voraus. Nur
dann ist ein Nachweis durch die verschiedenen Retentionszeiten madglich. Grenzen
ergeben sich auch bei isobaren Substanzen, die bei einer Co-elution selbst mit der

hochauflosenden Flugzeitmassenspektrometrie nicht unterschieden werden kdnnen



5. Diskussion 108

(van der Heeft et al. 2009). Dem gegenuber bietet die MS/MS Funktionalitat be-
stimmter MS Geratetypen den Vorteil, das bei einer chromatographischen Trennung
der Komponenten diese aber durch ihr Produktionenspektrum, welches Ruckschlus-
se auf die chemische Struktur ermdglicht, unterschieden werden kdonnen (van der
Heeft et al. 2009).

Auch wenn einzelne Substanzen einer Spezies zugeordnet werden kdnnen, so ist
weiterer Forschungsbedarf notwendig, da sich die Mykotoxinprofile zur chemotaxo-
nomischen Bestimmung durch biotische und abiotische Faktoren deutlich unterschei-
den kénnen (Jarvis et al. 1995). Durch die Kombination von Flissigkeitschroma-
tographie und hochauflésender Massenspektrometrie ist eine chemotaxonomische
Differenzierung moglich (Nielsen und Smedsgaard 2003). Mit Hilfe der multivariaten
Datenanalyse konnen die komplexen, aber auch umfassenden Datensatze, die mit
einem TOF generiert werden, auf mogliche gleiche Inhaltsstoffe untersucht werden.
Zur Analyse von pflanzlichen Metaboliten haben Grata et al. (2008) ein LC-TOF-MS
Methode entwickelt und statistisch ausgewertet. Auch sind so retrospektive Auswer-
tungen alter Datensatze moglich, wenn z.B. eine neue Substanz identifiziert wurde,
konnte nach dieser ohne eine neue Messung der Probe in den Messdaten gesucht
werden (van der Heeft et al. 2009). Dies wirde helfen die komplexen Zusammen-

hange der Biosynthesewege aufzuklaren.
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5.4 Produktionsverlauf der Toxine von Stachybotrys chartarum

Durch gezielte Auswahl von geeigneten Stammen und Inkubationsbedingungen soll-
ten die Moglichkeiten zur optimalen Produktion von Trichothecenen, hier insbesonde-
re von Satratoxin G und H, durch Stachybotrys chartarum evaluiert werden (Kapitel
4.4).

5.4.1 Satratoxin G

Ab der dritten Woche der Inkubation kam es bei allen Stachybotrys chartarum Stam-
men zu einer verstarkten Bildung von Satratoxin G. Die Stamme S1 und S4 bildeten
unter allen Kulturbedingungen deutlich niedrigere Gehalte als die Stamme S1114,
S1495 und S1624. Beim Vergleich der Nahrmedien konnten mit Instantreisflocken
(IRF) meist hohere Gehalte als mit Kartoffelpiree (KP) erreicht werden. Eine ver-
starkte Toxinproduktion durch eine Senkung der Temperatur ab der dritten Woche
von Raumtemperatur auf 4 °C, wie sie in der Literatur beschrieben wird, wurde nur
bei Stamm S1495, gewachsen auf KP-Medium, beobachtet. Bei den Stammen
S1624, S1495 und S1114 wurden die maximalen Gehalte von Satratoxin G meist
nicht in den am langsten inkubierten Proben gefunden. Dies kdnnte auf einen Abbau,
weitere Metabolisierung oder eine heterogene Bildung der Toxine in den einzelnen
Zellkulturflaschen hinweisen. Diese Abnahme der Gehalte beschreiben auch Islam et
al. (2009), die einen Abbau von Satratoxin G nach sieben Wochen Inkubation beo-
bachteten. Unter den untersuchten Bedingungen fir eine optimale Satratoxin G Aus-
beute wurden die groten Mengen mit den Stammen S1495 und S1624, gewachsen

bei Raumtemperatur auf Instantreisflocken, produziert (Tabelle 41, Seite 85).
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5.4.2 Satratoxin H

Eine Zunahme der Gehalte von Satratoxin H wurde in den Proben ab der dritten Wo-
che der Inkubation beobachtet. Die Werte fur die Stamme S1114, S1495 und S1624
stiegen von der zweiten auf die dritte Woche sprunghaft an, wahrend die Werte flr
die Stamme S1 und S4 wesentlich langsamer zunahmen. Mit einem Gehalt von
164 ng/g konnte fur den Stamm S1624, kultiviert bei Raumtemperatur auf In-
stantreisflocken, die mit Abstand hochste Ausbeute von Satratoxin H erreicht werden.
Alle anderen Stamme und Kultivierungsbedingungen erzielten deutlich geringere
Ausbeuten (Tabelle 42, Seite 87).

5.4.3 Trichoverrin A und B

Beide Vorlauferprodukte Trichoverrin A und B aus der Biosynthese der Trichothece-
ne (Nielsen 2002) wurden in grolderen Konzentrationen in den Extrakten bestimmit.
Analog zu den Ergebnissen bei Satratoxin G und H wurden auf dem Instantreismedi-
um hdéhere Gehalte als auf dem Kartoffelpireemedium erhalten (Tabelle 43, Seite
88). Mit 4.780 ng/g wurde die hochste Trichoverrin A und B Ausbeute mit dem
Stamm S1624, kultiviert bei Raumtemperatur auf Instantreismedium, erzielt. Fur die
Probe, die ab der dritten Woche bei 4°C inkubiert wurde, wurde mit 3.258 ng/g eine
um 32 % niedrigere Konzentration bestimmt. Die Stamme S1, S2 und S1114 erziel-
ten nur 5 —41 % der Gehalte von Stamm S1624 unter den gleichen Bedingungen.
Beim Stamm S1495 entsprachen die ermittelten Gehalte an Trichoverrin A und B mit
36 % - 92 % den von Stamm S1624.
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5.4.4 Schlussfolgerungen zum Produktionsverlauf der Toxine von Stachy-

botrys chartarum

Die Wildisolate S1, S4 und S1114 zeigten verglichen mit S1495 und S1624 unter
allen Inkubationsbedingungen deutlich niedrigere Gehalte der untersuchten Tri-
chothecene. Der Stamm S1624 produzierte die groRte Menge an Satratoxin H, Tri-
choverrin A und B. Lediglich bei Satratoxin G konnte der Stamm S1495 geringfugig
mehr produzieren. Die von Jarvis et al. (1986) beschriebene Senkung der Inkubati-
onstemperatur ab der dritten Woche fuhrte nicht zu einer verstarkten Toxinbildung.
Insgesamt wurde mit Instantreisflocken im Vergleich zum Kartoffelpuree als Nahrme-
dium meist mehr Toxin gebildet. S4 bildete nur bei Raumtemperatur auch mehr
Satratoxin G bei Verwendung der Instantreisflocken. Dieser Effekt scheint biologisch
bedingt und ist nicht auf Matrixeffekte bei der Analyse durch die Nahrmedien zuruck-
zufuhren, wie die vergleichbaren Wiederfindungsraten belegen. Ob es sich bei den
teilweise sinkenden Gehalten mit zunehmender Inkubationdauer von Stamm S1495
um einen Toxinabbau oder um mikrobiologische Schwankungen handelte, konnte
abschlie3end nicht geklart werden. Islam et al. (2009) beschreiben eine ahnliche Ki-
netik in Bezug auf die Bildung von Satratoxin G und Roridin L-2. Da die Inkubation in
einzelnen Zellkulturflaschen durchgeflihrt wurde, ist trotz einer einheitlichen Zugabe
von Medium und Vorkultur von individuellem Verhalten auszugehen.

Die maximalen Gehalte an Satratoxin G lagen bei 297 ng/g, bei Satratoxin H bei
164 ng/g und bei Trichoverrin A und B bei 4780 ng/g. Werden diese Werte der halb-
quantitativen Auswertung mit Angaben aus der Literatur verglichen, so werden fir die
Stamme S1114 und S1495 durchweg hohere Gehalte angegeben (Hohne 2008, Ga-
reis und Hohne 2009). S1114 produzierte 8,55 ug/g Satratoxin G und 6,95 pg/g
Satratoxin H. Der Stamm S1495 konnte 7,69 ug/g Satratoxin G und 8,17 ug/g Satra-
toxin H erzeugen. Die Trichoverrine wurden in diesen Arbeiten im Gegensatz zu den
Satratoxinen nicht mittels HPLC quantifiziert. Abweichend von den Ergebnissen mei-
ner Arbeit wurden mehr als 20-fach hohere Gehalte der beiden Satratoxine in Proben
der gleichen Stamme bestimmt. Eine Ursache liegt in der halbquantitativen Auswer-
tung durch Vergleich mit dem strukturverwandten Roridin A. Es kann davon ausge-
gangen werden, dass Satratoxin G und H trotz ihrer strukturellen Ahnlichkeiten zu

Roridin A andere lonisierungs- bzw. Fragmentierungsbedingungen fur eine ver-
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gleichbare Quantifizierung bendtigen. Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigten Unter-
schiede zwischen den untersuchten Stammen untereinander und auch bei den Inku-
bationsbedingungen auf. Leider stand weder eine Referenzsubstanz noch ein fester
Umrechnungsfaktor zur Quantifizierung zur Verfugung. In wie weit sich auch Unter-
schiede durch die Probenvorbereitung ergeben haben, konnte aus den Literaturquel-
len nicht eindeutig enthommen werden. Dort ist nicht beschrieben, ob das Mycel ge-
trennt oder mit dem Nahrmedium extrahiert worden ist. Wie gezeigt werden konnte,
fuhrt eine Anreicherung und Matrixabtrennung durch Festphasenextraktion zu hohe-
ren Gehalten der betrachteten Mykotoxine. Fur die grundlegenden Experimente die-
ser Arbeit wurde ein einfaches und kostengtinstiges Verfahren angewendet, deshalb
wurde das beschriebene Verfahren zur Festphasenanreicherung nur exemplarisch
eingesetzt. Ein signifikanter Unterschied, bezogen auf die beiden eingesetzten
Nahrmedien, konnte bei den Wiederfindungsraten fur Roridin A nicht beobachtet
werden. Verglichen mit dem von Delmulle et al. (2008) fur die Extraktion von Roridin
A aus Malzextraktagar beschriebenen Wert von 67,6 %, konnten mit 77,5 % bei KP
und 78,3 % bei IRF Nahrmedium vergleichbare Wiederfindungsraten bestimmt wer-
den.

Jarvis et al. (1998) beschrieben Stamme von Stachybotrys chartarum, die Satratoxi-
ne im dreistelligen pg/g-Bereich produzieren kénnen. Die héchsten Werte erreichte
hierbei das Isolat ,Zsarolyan“ mit 160 ug/g fur Satratoxin G und 192 ug/g fur Satrato-
xin H. Far Satratoxin G und Roridin L-2 sind Gehalte von 84 pg/g auf Reismedium in
der Literatur beschrieben, somit konnten nach einer Aufreinigung 12 mg Satratoxin G
und 4 mg Roridin L-2 erhalten werden (Islam et al. 2009). Auch unter Bericksichti-
gung von Abweichungen bei der Bestimmung der Gehalte in dieser Arbeit, wie auch
bei den zitierten Publikationen untereinander, zeigt sich doch eine sehr grol3e Varia-
bilitat in der Produktivitat verschiedener Isolate. Des Weiteren stellt sich die Frage, in
wie weit die Expression der Gene, die fir die Mykotoxinproduktion verantwortlich
sind, durch die Uberimpfung gestort bzw. gemindert wurde.

Das Ziel der Kultivierung von Stachybotrys chartarum Stammen war die Optimierung
der Produktion und Aufreinigung einer genliigenden Menge an Satratoxin G und H.
Die Summenformeln der Substanzen lief3 sich im unteren ng/mL Bereich mit Hilfe der
beschriebenen LC-MS Methoden bestimmen. Dartber hinaus lieen sich anhand der
Produktionenspektren auch Strukturinformationen zu den Analyten erhalten, die eine

chemische Charakterisierung ermoglichten. Fur ein eindeutige Bestimmung der che-
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mischen Struktur mittels der Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) werden aller-
dings wegen der geringen Empfindlichkeit deutlich hdhere Konzentrationen bendtigt
(Wolfender et al. 2001). Um beispielsweise eine Menge von etwa 1 mg Reinstoff zu
erhalten, musste die Menge von 3,4 kg des Stamms S1624 bei Raumtemperatur auf
Instantreisflocken inkubiert und extrahiert werden. Fir Satratoxin H waren bei glei-
chen Bedingungen 6,1 kg Substrat nétig. Im Gegensatz dazu wirden fir Trichoverrin
A und B 209,2 g genlgen. Beim Vergleich mit den Literaturwerten fur die Toxinpro-
duktion durch die Stamme S1114 und S1495 ergibt sich, dass schon weniger als
150 g Substrat ausreichen wirden. Die gleiche Produktivitat der Stamme von Jarvis
et. al. (1986) vorausgesetzt, ergabe sich die Menge von 1 mg Satratoxin bei nur 6,5 g
Substrat. Wegen der bereits diskutierten Schwachen der halbquantitativen Gehalts-
bestimmung sind diese Werte nicht absolut. Eine Korrektur bzw. Quantifizierung der
Gehalte in den hergestellten Extrakten ware fur zukunftige Arbeiten von Vorteil.

Zur genauen Bewertung der erzielten Ergebnisse ware primar eine genaue Quantifi-
zierung notwendig. Des Weiteren kdnnte durch eine Suche nach potenteren Wild-
stammen die mogliche Ausbeute der makrozyklischen Trichothecene ebenfalls ge-
steigert werden. Durch Einsatz der Gentechnik kdnnte auch eine Steigerung der Pro-
duktion bewirkt werden. Die Arbeiten von Peltola et al. (2002) und Gareis und Hohne
(2009) stellen einen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein des Tri5-Gens
und der Bildung von Satratoxin G und H her. Die Steigerung der Expression dieses
Gens hatte eine hohere Mykotoxinmenge zur Folge. Eine Aufreinigung der Extrakte
und Isolierung von Reinstoffen kdnnte mittels praperativer HPLC oder mit dem von
Beyer et al. (2009) fur die Aufreinigung der Trichothecene T2-Toxin und HT2 einge-
setzten Fast Centrifugal Partition Chromatography (FCPC) durchgefuhrt werden.
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6 Zusammenfassung

Etwa 10 % der Haushalte in Deutschland haben einen direkt sichtbaren Schimmel-
pilzbefall im Wohnraum. Schimmelpilze konnen toxische Substanzen (Mykotoxine)
produzieren. Diese schwerflichtigen Verbindungen kdnnen sich zusammen mit Par-
tikeln und Sporen im Hausstaub anreichern. Mehr als 400 Schimmelpilzgifte (Myko-
toxine) sind heute bekannt, aber nur wenige sind als Referenzsubstanzen kauflich zu
erwerben. Bisher wurden Mykotoxine im Innenraum nur an artifiziellen oder fallindu-
zierten Proben untersucht. Uber das Vorkommen von Mykotoxinen in Haushalten
ohne sichtbaren Schimmelpilzbefall ist bisher nur wenig bekannt.

Vor diesem Hintergrund war das Ziel meiner Arbeit die Entwicklung von sensitiven
und selektiven Nachweisverfahren zur Quantifizierung und Identifizierung von aus-
gewahlten Mykotoxinen in Materialien des Innenraums wie Hausstaub auf Basis flus-
sigkeitschromatographischer Trennung und massenspektrometrischer Detektion. Die
Methoden sollten zur Ermittlung von Hintergrundwerten an einer statistisch relevan-
ten Anzahl von Proben angewandt werden.

In dieser Studie wurden 500 Hausstaubproben aus dem bevdlkerungsreprasentati-
ven Kollektiv der Kontrollgruppe der Norddeutschen Leukdmie- und Lymphomstudie
(NLL) untersucht. Zusatzlich wurden 354 Hausstaubproben zusammen mit einem
Fragebogen aus verschiedenen Regionen Deutschlands selbst gesammelt. Diese
lieRen sich in 153 Proben mit (Schadensfallproben) und 201 ohne (Kontrollproben)
sichtbaren Schimmelpilzbefall im Wohnraum unterteilen. Fir die Untersuchungen
wurde Hausstaub unbekannten Alters eingesetzt, auf < 63 ym PartikelgroRe gesiebt
und extrahiert. Die zur Analyse vorgesehenen Mykotoxine wurden anhand einer Lite-
raturrecherche Uber ihr Vorkommen in Innenrdumen, der toxikologischen Relevanz
und der Verfligbarkeit von Referenzstandards ausgewahlt. Aflatoxin B1, Citrinin, De-
oxynivalenol, Diacetoxyscirpenol, Gliotoxin, Ochratoxin A, Roridin A und Sterigmato-
cystin wurden ausgewahlt, um mittels FlUssigkeitschromatographietandemmas-
senspektrometrie (LC-MS/MS) in den extrahierten Hausstaubproben quantifiziert zu
werden. Die entwickelte Methode ist empfindlich, selektiv und zuverlassig fur die
ausgewahlten Zielverbindungen. Die Nachweisgrenzen betrugen zwischen 1,1 und
6 ug/kg Hausstaub < 63 um. Die Wiederfindungsraten lagen zwischen 40 % fur Deo-
xynivalenol und 89 % fur Sterigmatocystin. In 31 von 854 analysierten Hausstaub-
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proben konnten die Mykotoxine Citrinin, Deoxynivalenol, Ochratoxin A und Sterigma-
tocystin quantifiziert werden. Die Konzentrationen lagen im unteren ug pro kg Haus-
staub Bereich. Die maximale Konzentration fur das am haufigsten detektierte Myko-
toxin Sterigmatocystin betrug 2.070 pg/kg Hausstaub. Es gab keinen eindeutigen
Zusammenhang zwischen einem Schimmelpilzbefall im Wohnraum und den nach-
gewiesenen Mykotoxinen.

Aufgrund der Tatsache, dass Satratoxin G und H als Referenzsubstanzen nicht zur
Verflgung stehen, wurden verschiedene Stamme von Stachybotrys chartarum kulti-
viert und extrahiert. Die Extrakte wurden fur die qualitative Untersuchung der produ-
zierten Mykotoxine mit unterschiedlichen Messmethoden durch Kopplung von Flus-
sigkeitschromatographie und einem Hybridmassenspektrometer, einem Flugzeitmas-
senspektrometer und einem Quadrupolflugzeitmassenspektrometer analysiert.

Die Mykotoxine Satratoxin G, H und ihre Isomere des Schimmelpilzes Stachybotrys
chartarum konnten auch ohne Bezug auf Referenzsubstanzen mit den verschiede-
nen LC-MS-Messverfahren eindeutig nachgewiesen werden. Mit dem Hybridmas-
senspektrometer konnten die Mykotoxine anhand ihrer Vorlauferionen und dem spe-
zifischen Fragmentierungsmuster charakterisiert werden. Die Summenformeln der
Analyten wurden durch Kapillar-Flissigkeitschromatographie gekoppelt mit einem
Flugzeitmassenspektrometer (Cap-HPLC-TOF-MS) bestatigt. Mit einer sehr guten
Massengenauigkeit konnten die Vorlauferionen und das Fragmentierungsmuster
durch Messungen mit einem Quadrupolflugzeitmassenspektrometer (HPLC-QTOF-
MS) bestatigt werden. Die Messmethoden mit informationsabhangigen MS-
Experimenten maximierten die Informationen in einem Chromatographielauf. Die
Kombination von Charakterisierung der chemischen Struktur anhand des Fragmen-
tierungsmusters und hochauflésender MS bot die Mdglichkeit einer Uberpriifung der
ausgewahlten Verbindungen in einem spurenanalytischen Bereich von ppm bis ppb
in einer komplexen Matrix.

Die entwickelten Messmethoden konnten zur Untersuchungen der Toxinprofile bei
der Biosynthese von Mykotoxinen an unterschiedlichen Stammen von Stachybotrys
chartarum verwendet werden. Anhand des Toxinprofils war es mdglich auch ohne
molekularbiologische Methoden zwei morphologisch identische Chemotypen von
Stachybotrys chartarum zu unterscheiden. Nur der Chemotyp S ist in der Lage die
hoch zytotoxischen Mykotoxine aus der Gruppe der makrocyclischen Trichothecene

zu produzieren. Chemotyp A produziert die weniger giftigen Atranone.
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Funf Wildstammisolate des Chemotyps S wurden unter verschiedenen Bedingungen
inkubiert, um die Bildung von Satratoxin G und H zu analysieren. Der maximale Ge-
halt von Satratoxin G wurde mit 297 ng/g Myzel und fur Satratoxin H mit 164 ng/g
Myzel bei Stamm S1624 inokuliert bei Raumtemperatur auf Instantreisflocken be-
stimmt. Im Vergleich zur Literatur sind die maximalen Gehalte der analysierten Tri-
chothecene in den untersuchten Proben sehr niedrig. Mogliche Griinde dafir sind die
semi-quantitative Bestimmung durch Kalibration mit dem strukturverwandten Rori-
din A oder die untersuchten Stamme und Inkubationsbedingungen.

Mit den entwickelten flussigkeitschromatographischen Trennverfahren und mas-
senspektrometrischen Detektionsmethoden konnten Mykotoxine sensitiv und selektiv
in Materialien des Innenraums nachgewiesen werden. Mit den Analysemethoden war
auch ohne Referenzsubstanzen im spurenanalytischen Konzentrationsbereich eine
Charakterisierung und ldentifizierung von Mykotoxinen mdglich. Die Untersuchung
der Hausstaubproben auf ausgewahlte Mykotoxine zeigt trotz weniger positiver Be-

funde, dass diese in gesundheitlich relevanten Konzentrationen vorhanden sind.
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7 Summary

Approximately 10 % of households in Germany have direct visible moulds. Moulds
can produce toxic metabolites. Particles, spores as well as semi and low volatile
compounds like mycotoxins accumulate in house dust. More than 400 mycotoxins
are known today, but only a few reference substances are purchasable. In indoor
environments mycotoxins have been studied only on artificial or case induced sam-
ples until now. The occurrence of mycotoxins in households without visible mould is
mostly unknown.

Because of this, the aim of my work was the development of sensitive and selective
trace level monitoring methods for quantification and identification of mycotoxins in
interior materials like house dust based on liquid chromatographic separation and
mass spectrometric detection. The methods should be applied to assess background
values at a statistically significant number of samples.

In this study, 500 house dust samples from the control group of a representative col-
lection for the German population were examined. In addition 354 house dust sam-
ples were collected together with a questioner in different regions of Germany. 153 of
these samples were with (cases) and 201 without (controls) visible indoor moulds.
For the investigations house dust of unknown age was collected, sieved to < 63 ym
particle size and extracted. The mycotoxins under consideration were selected by a
literature search regarding their occurrence in the indoor environment, toxicological
aspects and the availability of standards. Thus, aflatoxin B1, citrinin, deoxynivalenol,
diacetoxyscirpenol, gliotoxin, ochratoxin A, roridin A and sterigmatocystin were cho-
sen for method development and quantified with multiple-reaction-monitoring in the
tandem mass spectrometer (LC-MS/MS). The developed method is sensitive, selec-
tive and reliable for the selected target compounds. The limits of detection were in
range of 1.1 and 6 pyg/kg house dust. Recovery rates were between 40 % for de-
oxynivalenol and 89 % for sterigmatocystin. In 31 of 854 house dust samples citrinin,
deoxynivalenol, ochratoxin A and sterigmatocystin could be quantified. Concentration
levels were in the lower pg/kg house dust range. The maximum concentration for the
most prevalent mycotoxin Sterigmatocystin was 2.070 pg/kg house dust. There was
no distinct correlation of a mould infestation in the household and the occurence of

mycotoxins.
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Due to the fact that no reference standards are purchasable for mycotoxins from the
mould Stachybotrys chartarum, different strains were inoculated and extracted. The
extracts were used for the qualitative investigation of the produced mycotoxins using
different liquid chromatography systems coupled to a hybrid mass spectrometer, a
time of flight mass spectrometer and a quadrupole time of flight mass spectrometer.
The mycotoxins satratoxin G, H and their isomers from the mould Stachybotrys char-
tarum could be identified without reference substances by using different LC-MS ap-
proaches. With the hybrid mass spectrometer it was possible to characterise the sub-
stances by their precursor ion and fragmentation pattern. The sum formulas of the
analytes were confirmed by capillary liquid chromatography coupled to a time of flight
mass spectrometer (Cap-HPLC-TOF-MS). The verification of the precursor ion and
the fragmentation pattern was also done with a quadrupole time of flight mass spec-
trometer (HPLC-Q-TOF-MS) with excellent mass accuracy. With information depend-
ent acquisition methods it was possible to maximize the information in a single LC
run. The combination of chemical structure characterization by fragmentation pattern
and high resolution MS offers the opportunities for verification of selected compounds
in a range of ppm or ppb in a complex matrix.

The developed methods were used for studying the biosynthesis profile of mycotoxin
formation from different strain of Stachybotrys chartarum. By creating a specific toxin
profile, it was possible to distinguish the two morphologically identical chemotypes of
Stachybotrys chartarum without molecular biological methods. Only the chemotype S
is able to produce the highly toxic macrocyclic trichothecenes. Chemotype A can
form the less toxic atranones.

Five strains of chemotype S were inoculated under different condition to study the
formation of satratoxin G and H. The maximal concentration of satratoxin G was
297 ng/g and for satratoxin H 164 ng/g. This was performed by strain S1624 inocu-
lated at room temperature on instant rice media. Comparison with literature shows
that the concentrations of the selected trichothecenes in the samples were rather low.
Possible reasons were the semi quantitative determination by calibration with roridin
A or the investigated strains and incubation conditions.

The developed liquid chromatographic separation and mass spectrometric detection
methods are sensitive and selective to detect mycotoxins in interior materials. Addi-
tionally the developed methods could be used for characterization and identification

of mycotoxins in trace analysis concentrations with no need of reference compounds.
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The determination of the selected mycotoxins in house dust shows in spite of less-
positive findings that these substances can be found in health-relevant concentra-

tions.
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Tabelle 45: Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalien Hersteller CAS-Nummer Reinheit
Acetonitril Promochem 75-05-8 min. 99,9 % (LC/MS)
Aflatoxin B1 Sigma Aldrich 1162-65-8 298% (TLC and HPLC)
Ammoniumacetat Biosolve 631-61-8 (ULC/MS)
Ammoniumformiat Biosolve 540-69-2 (ULC/MS)
Chloroform Promochem 67-66-3 fur Rickstandsanalysen
Citrinin Iris Biotech 518-75-2 >99%
Deoxynivalenol Iris Biotech 51481-10-8 >99%
Diacetoxyscirpenol Sigma Aldrich 2270-40-8
Dichlormethan Promochem 75-09-2 min 99,5 % (fir Rickstandsanalysen)
Essigsaure Biosolve 64-19-7 min. 96 % (ULC/MS)
Gliotoxin Iris Biotech 67-99-2 >99.9%
Methanol Promochem 67-56-1 min. 99,9 % (LC/MS)
Ochratoxin A Iris Biotech 303-47-9 >99%

Roridin A Iris Biotech 14729-29-4 99%
Sterigmatocystin Iris Biotech 10048-13-2 >99.9%
Stickstoff Praxair 7727-37-9 fur Kiihlzwecke
Wasser Promochem 7732-18-5 min. 99 % (LC/MS)

Tabelle 46: Liste der verwendeten Gerate

Name Hersteller Funktion
3200 Q Trap AB Sciex MS/MS-Gerat
1200 Series Agilent HPLC-System
AJ 150 Mettler Analysenwaage
CBM-20A Shimadzu Kontrollgerat
CG840B Schott pH-Meter
CTO-20AC Shimadzu Saulenofen
DGU-20A; Shimadzu Degaser
EL3002-I1C Mettler Toledo Waage
Express LC-100 Eksigent Kapillar-HPLC-System
HTS PAL CTC Analytics Autosampler
Injekt Braun 5 mL-Einwegspritze
KahImobil Van der Heijden Klhlwasserkihlung
LC-20AD Shimadzu Lésemittelpumpen A und B
Luna Phenomenex Trennsaule (L-d: 50 mm - 2 mm, PartikelgroRe: 2,5 uym)
Luna Phenomenex Trennsaule (L-@: 150 mm - 2 mm, PartikelgroRe: 3 um)
Maxis Bruker Daltonic QTOF-MS
Mini ApMass Saulenofen
N035.3 AN 18 KNF Neuberger Vakuumpumpe
N726.3 FT.18 KNF Neuberger Vakuumpumpe
Pursuit XRs C18 Varian Trennsaule (L-@: 150 mm - 2,0 mm, Partikelgrof3e: 5 um)
RC-45/15 MS Macherey-Nagel Spritzenvorsatzfilter (Porenweite 0,45 um)
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Name Hersteller Funktion

RK 1028 H Bandelin Ultraschallbad

Rotovapor R-114 Buchi Rotationsverdampfer

Security guard C18 Phenomenex Vorsaule 4 - 2,0 mm

SIL-20AC Shimadzu Autosampler

Spe-12G J.T. Baker SPE-Aquarium

Synergi Fusion-RP Phenomenex  Trennsaule (L-d: 100 mm - 0,3 mm, PartikelgroRe: 2,5 ym)

PALL Life

Type A/E; P/N 61631 Sciences Glasfaserfilter

Unique HT Leco TOF-MS

Vakuum Controller 168 Buchi Vakuumkontrolleinheit

vapotherm basis mobil | Barkery Stickstoffbriicke

vapotherm basis mobil | Barkery Temperaturregler

Waterbath B480 Buchi Wasserbad

XS 105 Mettler Toledo Analysenwaage

Tabelle 47: Analytische Kenndaten der Methode zur Quantifizierung von acht Mykotoxinen im Haus-
staub mittels HPLC-Hybridmassenspektrometer

Analyt Geradengleichung Bestimmt- Reststandard- Verfahrensstan-
heitsmaB r*  abweichung Sy  dardabweichung Sx
Aflatoxin B1 y=1685,2*x +561,8 0,999 143,2 0,085
Diacetoxyscirpenol y=689,1*x +315 0,991 196,0 0,284
Gliotoxin y=497,8"x +16,8 0,995 99,74 0,200
Roridin A y=1933,5"x +134,8 0,998 249,7 0,129
Ochratoxin A y=1751,4*x -190 0,998 2391 0,137
Sterigmatocystin y=1081,4*x +34,7 0,999 102,2 0,094
Deoxynivalenol y=60,1*x -133,2 0,992 13,79 0,229
Citrinin y= 10453*x +3991 0,993 2830 0,271

Tabelle 48: Wiederfindungsraten fir die Quantifizierung von acht Mykotoxinen im Hausstaub mittels
HPLC-MS/MS berechnet nach Matuszewski et al. (2003); Messtag 1

Afla- Dia- Och- Ste- Glio- Ror- Deo- Cit-
toxin ceto- ra- rig- toxin idin xy- rinin
B1 xy- toxin ma- A niva-
scir- A to- lenol
pe- cysti
nol n
Poolstaub + 40 ng/mL vor Ex. 1 183 236 29 383 194 279 128 149
Poolstaub + 40 ng/mL vor Ex. 2 18,3 23,1 28,3 38 18,8 278 142 11,6
Poolstaub + 40 ng/mL vor Ex. 3 18,1 23 295 383 194 283 149 116
Mittelwert 18,2 232 289 382 192 280 14,0 127
Standardabweichung 0,115 0,321 0,603 0,173 0,346 0,265 1,069 1,905
Relative Standardabweichung [%] 0,6 1,4 21 0,5 1,8 0,9 7,7 15,0
Extraktionswiederfindung (RE) [%] 130,5 117,17 111,9 149,0 109,5 122,1 72,2 1079
Prozesswiederfindung (PE) [%] 456 581 723 955 480 70,0 349 318
Poolstaub + 60 ng/mL vor Ex. 1 254 32,1 438 49,7 30,4 40,3 19 22,3
Poolstaub + 60 ng/mL vor Ex. 2 253 326 445 50,3 29,8 43 204 18,7
Poolstaub + 60 ng/mL vor Ex. 3 253 321 427 50 296 434 179 173
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Afla- Dia- Och- Ste- Glio- Ror- Deo- Cit-

toxin ceto- ra- rig- toxin idin xy- rinin
B1 xy- toxin ma- A niva-
scir- A to- lenol
pe- cysti
nol n
Mittelwert 253 32,3 43,7 50,0 299 422 191 194
Standardabweichung 0,058 0,289 0,907 0,300 0,416 1,686 1,253 2,579

Relative Standardabweichung [%] 0,2 0,9 2,1 0,6 1,4 4,0 6,6 13,3

Extraktionswiederfindung (RE) [%] 127,9 116,5 112,3 1416 1356 1189 93,9 1143

Prozesswiederfindung (PE) [%] 42,2 538 72,8 833 499 704 478 48,6
Poolstaub + 80 ng/mL vor 1 32,7 40,3 59 66,1 418 55 18 26,5
Poolstaub + 80 ng/mL vor 2 32,6 40,2 60,7 655 424 558 199 257
Poolstaub + 80 ng/mL vor 3 32 405 506 64,8 43,1 555 189 214
Mittelwert 32,4 40,3 56,8 655 424 554 189 245
Standardabweichung 0,379 0,153 5,408 0,651 0,651 0,404 0,950 2,743

Relative Standardabweichung [%] 1,2 0,4 9,5 1,0 1,5 0,7 50 11,2

Extraktionswiederfindung (RE) [%] 116,9 1051 110,5 127,7 129,6 1136 88,9 1087
Prozesswiederfindung (PE) [%] 405 50,4 710 81,8 530 693 473 613

Poolstaub + 40 ng/mL nach Ex. 1 141 19,7 239 256 176 211 17,8 129
Poolstaub + 40 ng/mL nach Ex. 2 14 19,7 26,8 254 173 234 218 11,6
Poolstaub + 40 ng/mL nach Ex. 3 13,8 201 26,9 259 17,7 243 184 10,8
Mittelwert 14,0 198 259 256 175 229 193 118
Standardabweichung 0,153 0,231 1,704 0,252 0,208 1,650 2,157 1,060
Relative Standardabweichung [%] 1,1 1,2 6,6 1,0 1,2 7,2 11,2 9,0

Matrixwiederfindung (ME) 349 496 64,7 641 438 57,3 483 294
Poolstaub + 60 ng/mL nach Ex. 1 19,7 28,4 38,7 349 22 354 204 194
Poolstaub + 60 ng/mL nach Ex. 2 19,8 266 386 357 215 357 194 16,2
Poolstaub + 60 ng/mL nach Ex. 3 19,9 281 394 353 22,7 355 212 154
Mittelwert 19,8 27,7 389 353 221 355 203 17,0
Standardabweichung 0,100 0,964 0,436 0,400 0,603 0,153 0,902 2,117
Relative Standardabweichung [%] 0,5 3,5 1,1 1,1 2,7 0,4 44 125

Matrixwiederfindung (ME) 330 46,2 648 588 36,8 59,2 339 28,3
Poolstaub + 80 ng/mL nach Ex. 1 27,7 374 512 511 32,7 44,7 203 246
Poolstaub + 80 ng/mL nach Ex. 2 276 378 519 512 329 445 20,7 218
Poolstaub + 80 ng/mL nach Ex. 3 279 399 51 51,56 326 572 229 213

Mittelwert 27,7 384 514 513 32,7 488 21,3 226
Standardabweichung 0,153 1,343 0,473 0,208 0,153 7,275 1,400 1,779
Relative Standardabweichung [%] 0,6 3,5 0,9 0,4 05 149 6,6 7,9

Matrixwiederfindung (ME) 34,7 48,0 642 641 409 610 266 2872
Mittlere (ME) [%] 29,8 417 559 545 356 51,3 36,3 287

Mittlere (RE) [%] 125,41 112,9 111,56 139,5 1249 118,2 85,0 110,3
Mittlere (PE) [%] 42,8 541 720 86,9 50,3 699 433 4772
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Tabelle 49: Wiederfindungsraten fiir die Quantifizierung von acht Mykotoxinen im Hausstaub mittels
HPLC-MS/MS berechnet nach Matuszewski et al. (2003), Messtag 2

Afla- Diace- Ochra- Sterig- Glio- Ror- Deo- Cit-

toxin toxy- toxin A ma- toxin idin A  xy- rinin
B1 scirpe- tocystin hiva-
nol lenol
Poolstaub + 40 ng/mL vor Ex. 1 28 19,1 29,3 38,1 33,7 27,1 10,1 31,1
Poolstaub + 40 ng/mL vor Ex. 2 30,9 23,7 33,4 371 37,4 33 104 25,7
Poolstaub + 40 ng/mL vor Ex. 3 18,4 17 23,8 37,4 27,5 25 9,93 13,8
Mittelwert 25,8 19,9 28,8 37,5 32,9 28,4 10,1 23,5
Standardabweichung 6,542 3,427 4,817 0,513 5,002 4,148 0,238 8,851
Relative Standardabweichung [%] 25,4 17,2 16,7 1,4 15,2 14,6 2,3 37,6
Extraktionswiederfindung (RE) [%] 157,1 108,5 98,1 122,8 1389 1142 93,3 1185
Prozesswiederfindung (PE) [%] 64,4 49,8 72,1 93,8 82,2 70,9 254 58,8
Poolstaub + 60 ng/mL vor Ex. 1 29,5 27,8 43,3 55,4 37,5 43,6 14,6 41,9
Poolstaub + 60 ng/mL vor Ex. 2 35,6 31,3 45,3 57,8 46,4 46 15 26,3
Poolstaub + 60 ng/mL vor Ex. 3 33,2 28,9 45,5 57,4 41,9 46,2 15,1 28,6
Mittelwert 32,8 29,3 447 56,9 41,9 45,3 14,9 32,3
Standardabweichung 3,073 1,790 1,217 1,286 4,450 1,447 0,265 8,422
Relative Standardabweichung [%] 9,4 6,1 2,7 2,3 10,6 3,2 1,8 26,1
Extraktionswiederfindung (RE) [%] 135,2 113,1 115,0 162,2 1396 1386 82,0 107,0
Prozesswiederfindung (PE) [%] 54,6 48,9 74,5 94,8 69,9 75,4 37,3 80,7
Poolstaub + 80 ng/mL vor 1 46 39,2 62,9 67,5 52,1 56,7 19 63,7
Poolstaub + 80 ng/mL vor 2 42 36,2 58,5 68,5 46,8 52,2 19,1 38,9
Poolstaub + 80 ng/mL vor 3 36,2 37,6 58,9 66,6 44,6 54,5 18,5 30,5
Mittelwert 41,4 37,7 60,1 67,5 47,8 54,5 18,9 444
Standardabweichung 4,927 1,501 2,433 0,950 3,855 2,250 0,321 17,26
2

Relative Standardabweichung [%] 11,9 4,0 4,0 1,4 8,1 4,1 1,7 38,9

Extraktionswiederfindung (RE) [%] 133,4 115,8 114,3 136,5 110,0 1142 93,6 106,5
Prozesswiederfindung (PE) [%] 51,8 47 1 75,1 84,4 59,8 68,1 47,2 110,9

Poolstaub + 40 ng/mL nach Ex. 1 17,4 16,6 28,6 29,2 25,9 23,7 102 23,8
Poolstaub + 40 ng/mL nach Ex. 2 18,8 22,9 33,6 32,3 25,2 26,1 11 16,4

Poolstaub + 40 ng/mL nach Ex. 3 13 15,6 26 30,2 19,9 24,7 1,4 194
Mittelwert 16,4 18,4 294 30,6 23,7 24,8 10,9 199
Standardabweichung 3,027 3,958 3,863 1,582 3,281 1,206 0,611 3,722
Relative Standardabweichung [%] 18,5 21,5 13,1 5,2 13,9 49 5,6 18,7
Matrixwiederfindung (ME) 41,0 45,9 73,5 76,4 59,2 62,1 27,2 497

Poolstaub + 60 ng/mL nach Ex. 1 26,8 26,2 41,2 35,8 28,9 35,3 18,8 45,2
Poolstaub + 60 ng/mL nach Ex. 2 22,1 25,8 38,8 34,9 341 33 17,2 26,2
Poolstaub + 60 ng/mL nach Ex. 3 23,8 25,8 36,6 34,5 27,1 29,7 18,5 19,1

Mittelwert 24,2 25,9 38,9 35,1 30,0 32,7 18,2 30,2
Standardabweichung 2,380 0,231 2,301 0,666 3,635 2815 0,850 13,49
5
Relative Standardabweichung [%] 9,8 0,9 5,9 1,9 12,1 8,6 4,7 447
Matrixwiederfindung (ME) 40,4 43,2 64,8 58,4 50,1 54,4 30,3 50,3
Poolstaub + 80 ng/mL nach Ex. 1 34,2 37,5 53,6 52,8 46,1 49,9 19,7 61,5
Poolstaub + 80 ng/mL nach Ex. 2 27,7 29 49,5 41,7 43,4 451 19,4 35
Poolstaub + 80 ng/mL nach Ex. 3 31,2 31,1 54,6 53,9 41 48,1 21,4 285
Mittelwert 31,0 32,5 52,6 49,5 43,5 47,7 20,2 41,7
Standardabweichung 3,253 4,428 2,702 6,749 2,551 2,425 1,079 17,48

1
Relative Standardabweichung [%] 10,5 13,6 51 13,6 5,9 5,1 53 42,0
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Afla- Diace- Ochra- Sterig- Glio- Ror- Deo- Cit-
toxin  toxy- toxin A ma- toxin idin A xy- rinin
B1 scirpe- tocystin niva-
nol lenol
Matrixwiederfindung (ME) 38,8 40,7 65,7 61,8 54,4 59,6 252 521
Mittlere (ME) [%] 34,7 37,5 59,4 57,8 47,9 51,5 27,6 50,7
Mittlere (RE) [%] 1419 1125 109,1 140,5 1295 1223 89,6 110,6
Mittlere (PE) [%] 56,9 48,6 73,9 91,0 70,6 71,5 36,6 83,5
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Tabelle 50: Fragebogen

Fragebogen zur Erhebung von Informationen zum Gebaude und zur Nutzung (5 Sei-
ten). Die erste Seite mit den personlichen Angaben wurde getrennt aufbewahrt. Die
ubrigen Angaben wurden Uber eine Probenummer anonymisiert ausgewertet.

Forschungsstudie zu
Schimmelpilzgiften im Hausstaub

Institut fur Energie- und Umwelttechnik e. V. (IUTA)
Bliersheimer Str. 60
47229 Duisburg

Kontakt:
Christoph Portner
Telefon: 02065/ 418-216
Fax: 02065/ 418-211
Hausstaub@iuta.de

Datum: Probenehmer: Probe-Nr.

1 Alilgemeine Angaben

Name:
Objektanschrift:
Telefon:

Email:
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1.1 Probenahmestelle:

O Wohnhaus [0 Mietwohnung O Offentliches Gebaude/ Firma
Bemerkung:
1.2 Welches Stockwerk? [1 Souterrain, Keller [J Erdgeschoss [1 __ Obergeschoss
1.3 Befinden sich in unmittelbarer Umgebung des Gebdudes (bis max. 500 m):

[ Geschlossene Bebauung [ Landwirtschaftliche Nutzflichen [J Komposthaufen

O Mulltonnen [ Park I Friedhof [0 Kompostierwerk oder Miilldeponie
Genaue Beschreibung:

1.4 Um was fiir einen Typ Haus handelt es sich?

L1 Ein- oder Zweifamilienhaus, freistehend 1 Reihenhaus

[ Mehrfamilienhaus bis 5 Etagen [1 Mehrfamilienhaus mit mehr als 5 Etagen
O Offentliches Geb&ude/ Firma

00 Anderes: Bitte Beschreibung
2. Schimmelvorkommen allgemein
2.1 Trat schon einmal Schimmelbefall auf? [ ja [ nein

J Wenn ja, wann und wo:

2.2 Wurde schon einmal Schimmelbefall bekdampft? [ ja [ nein

[0 Wenn ja, wann, wie und durch wen:

2.3 Wurden fungizide Farben, Sprays etc. benutzt? [ ja [1 nein

[0 Wenn ja, wann, wie und durch wen:

3 Angaben Raume/ Gebaude

3.1 Gebéude allgemein

3.1.1 In welchem Jahr wurde das Gebaude erbaut? Jahreszahl (ungefahre Angabe) |_|_|_|_]|
3.1.2 Zeitpunkt des Einzuges in die Wohnung: Monat |_|_| Jahr |_| | |_|

3.1.3 Wurden umfangreiche bauliche Veranderungen vorgenommen (z. B. Innen-
/AuBendammung)?

J Wenn ja, wann und welche:

3.2 Weist das Haus eine der folgenden baulichen Besonderheiten auf?
O Energiesparhaus/ Niedrigenergiehaus [0 Oko-Haus (z.B. Holzhaus)

[0 Flachdachhaus [ Fertighaus
[0 Bauernhaus mit direkt angebautem Stallgebaude, in dem Tiere gehalten werden
[ Bauernhaus (mit Stallgebaude), mit friiherer Tierhaltung

[0 Anderes: Bitte Beschreibung

3.3 Lage der Rdume im Gebédude
3.3.1 Ist das Haus unterkellert? [ ja [1 nein

Wenn ja: I voll unterkellert [ teilweise unterkellert

Bemerkungen:
3.3.2 Was befindet sich unter der Wohnung?

I Bewohnte Wohnung [ unbewohnte Wohnung [ Souterrain, Keller

U Fundament, Erde Bemerkungen:
3.3.3 Was befindet sich oberhalb der Decke der Wohnung?

[ Bewohnte Wohnung [ unbewohnte Wohnung [ Dachboden [ Flachdach [0 Dachschragen
Bemerkungen:
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3.4 Bauwerksméngel:
[ Risse im Putz [J mangelhafte Verfugung [] Salzausbliihungen

I defekte Regenrinne / -fallrohre bzw. Dachziegel L1 feuchte Stellen

[0 Anderes: Bitte Beschreibung

3.5 Art der Fenster:
[ Einscheibenfenster [1 Kastendoppel- / 2-Rahmenfenster

LI Isolierverglasung, Thermofenster, Schallschutzfenster
Bemerkungen:

3.6 Womit ist der FuBboden in der Wohnung belegt? Bei Pilzbefall im betroffenen Raum:

[ Stein, Fliesen, Estrich
I Parkett, Kork, Stirnholz, Laminat Fugenbreite: _ mm Versiegelt mit:

U Linoleum, PVC, etc. 1 kurzfloriger Teppichboden [ hochfloriger Teppichboden
O lose Teppiche (m2)
[ Anders: Bitte Beschreibung:

3.7 Material der Wande? Bei Pilzbefall im betroffenen Raum?
U Raufaser OJ Vinyl [ Putz [0 Tapete [ Holz [0 Gipskarton

O Anders: Bitte Beschreibung

4 Raumnutzung allgemein
4.1 Wohnungsnutzer und ihre Aktivitdten:

4.1.1 Personenzahl: davon Raucher, die im Innenraum rauchen:
4.1.2 Geruchswahrnehmung (modrig, muffig): [1 ja (1 nein
Bemerkungen:

4.2 Boden- und Wandblindigkeit von Mébeln an AuBenwénden des betroffenen Raumes
4.2.1 Sind Einbauschrinke vorhanden? [ ja [ nein

4.2.2 Ist ein Abstand von mindestens 5 cm zwischen AuRenwidnden und Mobelstiick(en)?

O ja O nein

4.3 Haustiere

4.3.1 Gibt es Haustiere in der Wohnung? [ ja [ nein
Wenn ja, welche?
4.3.2 Gab es in der Vergangenheit Haustiere in der Wohnung? [ ja [ nein
Wenn ja, welche?
4.4 Wird héufig Obst und Gemiise in der Wohnung gelagert? [] ja [ nein
Wenn ja, wo und wieviel:
4.5 Wird in der Wohnung gekocht? [ ja [ nein

5. Reinigungsgewohnheiten / Miillentsorgung

5.1 Wird Biomiill in der Wohnung gesammelt? [ ja [J nein

5.2 Wird Wertstoffmiill z.B. ,,gelber Sack“-Miill in der Wohnung gesammelt? [1 ja [1 nein

5.3 Wird Restmiill in der Wohnung gesammelt? [ ja [1 nein

5.4 Falls ja, wie lange befindet sich der Sammelbehilter gewdéhnlich in der Wohnung?
Biomll WertstoffmUll Restmiill

5.4.1 weniger als 1 Woche [ [ [
5.4.21-2Wochen J 1 [

5.4.3 mehr als 2 Wochen [ [ [
5.4.5 Wie haufig wird gesaugt/ geputzt (pro Woche/ Monat)?

Bemerkungen:

6. Angaben zu Heizung und Liiftung
6.1 Heizung

6.1.1 Sind alle Raume beheizbar? [ ja [1 nein
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6.1.2 Werden alle Rdume beheizt? [1 ja [ nein
Wenn nein, wird der von Schimmelpilzen befallene Raum beheizt? [ ja [ nein

Wenn nein, Tlre gewohnlich: I offen [ zu
6.2.1 Wird ein passiver Luftbefeuchter (mit Wasser gefiillte GefaBe, oder ein Zimmerbrunnen)
verwendet? [ ja [J nein

6.2.2 Wird ein aktiver Luftbefeuchter (Verdunster, Vernebler) verwendet? [ ja [ nein

Wenn ja, wie haufig wird er benutzt? Anzahl der Stunden pro Tag: |_|_|
Anzahl der Tage pro Woche: |_|
6.3 Wie liiften Sie im Winter?

[ selten, nie [J einmal taglich fiir kurze Zeit durch 6ffnen mehrerer Fenster
I mehrmals taglich fir kurze Zeit durch 6ffnen mehrerer Fenster

U] Gber mehrere Stunden das/ die Fenster ganz 6ffnen

[ Das / die Fenster (iber mehrere Stunden gekippt

1 Bemerkungen :
7. Topfpflanzen
7.1 Wie viele Topfpflanzen befinden sich in der Wohnung?

Hydrokultur, Anzahl |_|_| Erdkultur, Anzahl |_|_|

8. Schimmelbefall

8.1 Ist aktuell Schimmelbefall sichtbar?

L ja O nein

8.2 Wenn ja, wie groB ist die befallene Fldche?

[J ca. PostkartengréRe [ ca. DIN A4-Grofde I ca. 1 mz [ groRer: ca. m2

8.3 In welchen Rdumen ist der Schimmel aufgetreten?
Moglichst genaue Beschreibung der betroffenen Raume:

8.4 Wo ist der Schimmel aufgetreten?
[ Hinter Mobeln [J Freie Wandflache [J Sonstiges
Médglichst genaue Beschreibung:

8.5 Sind Fotos des Schimmelschadens vorhanden? [ ja [ nein
Wenn ja, genaue Beschreibung:

9. Alter des Hausstaubes :

9.1 Bei Abgabe des eigenen Staubbeutels: ungefahrer Zeitraum der Nutzung des Beutels in
Tagen:

9.2 Bei Probenahme vom IUTA: Zeitpunkt der letzten Grundreinigung in Tagen:

9.3 Anzahl und Art aller Proben. Bitte genau beschreiben:

9.4 Art des Staubsauger-Beutels: [ Papier [ Vlies
U Vlies mit hygienischer Ausstattung L] Vlies mit integriertem HEPA-Filter

1 Bemerkungen :

9.5 Wurde der Staubsauger ausschlieBlich im Innenraum benutzt? [ ja L1 nein
Wenn nein, wo wurde noch gesaugt (z. B. Auto, Balkon, Terrasse):

10. Sonstige Informationen, Bemerkungen
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