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Summary

SUMMARY

Emerging contaminants, or organic micropollutaatg, a serious problem in the
aguatic environment, because most of these compgoaral ubiquitously present and
comprise a high bioaccumulation potential. Besid@®ipounds of anthropogenic origin
(e.g., pharmaceuticals, pesticides, steroids osgoed care products), also naturally
produced micropollutants can be present in therenment. One class of naturally
produced micropollutants are mycotoxins. Their rigbiwas first observed in a
laboratory-scale leaching study in the 1980s amdahestrated the potential of mycotoxin
emission into the aquatic environment.

Mycotoxins are naturally occurring secondary plaetabolites produced by fungi
of different genera, and exhibit a great structudaersity, which results in widely
varying chemical and physical properties. Thesetmetabolites are commonly found in
crops grown and stored for human or animal consiampas well as in processed food,
hence their occurrence in food and feed has begiest extensively. However, the
environmental exposure to mycotoxins has been slyaiovestigated. Thus far, the
identified main input sources of mycotoxins inte @quatic environment include 1) run-
off and drainage from fields cultivated with furigfected cereals, 2) husbandry animals
(i.e., excretion from grazing livestock, run-offofn feeding operations, or manure
application), and 3) human excretion via seweresyst Especially, the production and
emission of various mycotoxins from infected agitioal plots cropped with small grain
cereals, as well as their occurrence in surfaceerwahas hardly been investigated
systematically.

The objectives of this doctoral thesis were: 19lbtain experimentally determined
soil organic-carbon water partitioning coefficierits a diverse set of mycotoxins to 2)
extend the limited knowledge on environmental fatd behavior of a few compounds to
a larger variety of mycotoxins, hence natural organicropollutants, and 3) to quantify
their loads in the respective matrices (drainagé-surface waters, waste water treatment
plant (WWTP) effluent), 4) to determine the conition of different sources (i.e.,
WWTP effluents, and agricultural areas), and 5)et@luate their ecotoxicological
relevance.

In this doctoral thesis, a broad selection of mgrwts originating from different

fungal species was investigated. Target compouradsded aflatoxins (aflatoxins; BB,
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Gi1, &, My), ochratoxins (ochratoxin A, B), citrinin, patulirsterigmatocystin, and
sulochrin produced by differenAspergillus spp. strains. Furthermore, mycotoxins
produced by Alternaria spp. (alternariol, alternariol monomethylethertemliene,
tentoxin), ergot alkaloids (ergocornine, ergocnyeji and Fusarium spp. toxins
(fumonisins, beauvericin, resorcyclic acid lactgnigpe A and B trichothecenes) were
aimed at.

First, appropriate analytical methods had to bestbped to quantify mycotoxins
in aqueous and solid agro-environmental samplesiegs samples were solid phase
extracted, whereas solid samples were solid-liguittacted. Matrix-related effects and
losses during sample preparation were compensétieer éy the addition of isotope-
labeled analogues or by matrix-matched calibratidfgcotoxins were further separated
and detected by high performance liquid chromafgyyacoupled to tandem mass
spectrometry. The method detection limits for thfgetent aqueous matrices (drainage-
and surface water, as well as WWTP effluents) waetow 10 ng per liter for 27
compounds. The absolute method recoveries for 18fahe 33 mycotoxins were higher
than 70%, and relative method recoveries for seaenpounds ranged from 72 to 103%
in waste water treatment plant effluent (at 25 jgilhe method detection limit for whole
wheat plants ranged from 1 to 26 ngjgigniawy Here, rather high matrix effects and high
analyte concentrations made the application ofop®iabeled analogues unaffordable.
The total method recoveries for 26 out of 28 compouradgyed between 69 and 122%
because of the use of matrix-matched calibrations.

The establishednalytical methods were further applied in two eliént studies to
investigate the emission of mycotoxins from a) apegimental field via drainage water,
and b) via WWTP effluents over approximately twange Additionally, the presence of
mycotoxins in surface water samples was investibater the same time period to attain
seasonal concentration dynamics as part of an isiomstudy.

The occurrence and abundance of mycotoxins prodoceth artificially infected
test field cropped with winter wheat and their esius into the drainage water was
determined by applying the respective, validatedlydital methods. Eight mycotoxins
were repeatedly detected in whole wheat plant sesngll varying subfields, which were
infected with four differenFusariumstrains. Within all subfields, and over the whole
investigation period, deoxynivalenol was the domtmaycotoxin, also in drainage water
samples. The maximum concentration of deoxynivdlé@mavheat plants and drainage

water samples were 133 mgékg and 1.1 pg/L, respectively. Resultant loads of al
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detected mycotoxins were determined: infected whglaints produced 2.3-292 g
mycotoxins/haly, whereof 0.5-354 mg mycotoxins/hafy., 0.002-0.12% were emitted
with drainage water. Hence, only a minor fractiohtlee total mycotoxins initially
produced by the infected wheat plants was emitiaddvainage water. These emitted
fractions depended upon several processes suchinagtic conditions, crop variety,
possible degradation processes (not investigatatiisnstudy), and sorption processes.
Therefore, sorption coefficients of several mycatexetween water and a model sorbent
for natural organic matter were experimentally dateed. This unique data set indicated
that for example the leaching of the hydrophiliecngmunds deoxynivalenol and nivalenol
into drainage water can be explained by their l@sptve affinities. However, nder
good agricultural practice (including plowing, soper pest management, crop rotation,
as well as the cultivation of lesausariumsusceptible wheat varieties), and without any
artificial plant infestation, the mycotoxin concetions and emission should usually be
much lower.

Nevertheless, mycotoxin emission frorRusariuminfected fields of the
investigated river catchment areas was estimateadnge betweef.2 — 970, 0.3 — 1105,
0.06 — 270, and 0.003 — 5.8 g, respectively, olrervthole period of investigation from
December 2009 to October 2011 for DON, NIV, 3-AcDQ@Nd BEA.

In WWTP effluent samples DON again prevailed withximum concentrations
of up to 73 ng/L over the two other detected typei&hothecenes (NIV and 3-AcDON),
and BEA. Additonally, the detected mycotoxin cortcations from the sporadically
monitored WWTP effluents were translated into datgitted loads per capita. Hence,
these loads can be extrapolated to the whole ilgatsin period as well, which ranged
from 0.05-1.5 kg, 0.01-0.4 kg, 0.02-0.6 kg, and-363y for DON, NIV, 3-AcDON, and
BEA, respectively.

Mycotoxins were also regularly detected in Swissage water samples, although
at lower concentrations compared to drainage watet WWTP effluents. Nivalenol
prevailed in surface waters with maximum conceitnst of up to 24.1 ng/L. The
cumulative mycotoxin loads over the whole invedimaperiod ranged from 0.1-10.9 kg,
0.1-13.6 kg, not detected-1.0 kg, not detected«g.4or DON, NIV, 3-AcDON, and
BEA, respectively. These loads matched the sumotih lestimated loadsg=(sarium
infected cropsand WWTP) within a factor of two for DON. Hendbgese two sources

largely explain the loads of mycotoxins quantifiedhe sampled river water even though
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husbandry animals as a whole could not be taken &atcount for the source
apportionment.

The here presented results document the importaet of both investigated
sources (WWTP effluents, arlisariuminfected crops) for the occurrence of the most
prominent mycotoxins detected in surface waterSwitzerland. The contribution from
each source varied according to the specific cleniatics of the river catchment area,
i.e., the number of WWTPs and inhabitants connetbedach river sampling station
compared to the size of the agricultural area cedppith winter wheat.

Based on the quantified mycotoxin concentrationdrainage water and WWTP
effluent samples, as well as the calculated loadm fthese sources, the mycotoxin
exposure to surface waters is rather low. So faly a few studies are available dealing
with the ecotoxicity of these compounds. Neverts®ldhese studies indicate, that the
ecotoxicological relevance of mycotoxins in the atuenvironment is rather small due

to strong dilution in surface waters and the lowasure.
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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Neu erfasste chemische Verunreinigungen, oft auds arganische
Mikroverunreinigungen bezeichnet, sind ein erngtesblem fir die aquatische Umwelt,
da die meisten dieser Verbindungen ubiquitar vadkansind und zudem ein hohes
Bioakkumulationspotential aufweisen. Neben Verbmgkn anthropogenen Ursprungs
(zum Beispiel: Arzneimittel, Pestizide, Steroideep&orperpflegemittel), kénnen in der
Umwelt auch natirlich produzierte Mikroverunreimgen auftreten. Eine Klasse
naturlich vorkommender Mikroverunreinigungen sindyKdtoxine. Deren Mobilitat
wurde erstmals in den 1980er Jahren in einer La&swaschung-Studie beobachtet und
demonstriert die potentielle Mykotoxin-Emissiondie Gewasser.

Mykotoxine sind nattrlich vorkommende, sekundarefféechselprodukte von
Pilzen verschiedener Gattungen, und weisen eingsgrstrukturelle Vielfalt auf, welche
in ihren verschiedenen chemischen-physikalisch nsSgeaften zu Tage tritt. Diese
toxischen Metaboliten kommen haufig in fir mensdi#i und tierische Nahrung
angebautem und gelagertem Getreide, sowie in \atatén Lebens- und Futtermitteln
vor, weswegen das Vorkommen in diesen ausfuhrlicteraucht wurde. Bisher kaum
untersucht ist jedoch die Umweltexposition gegenibéykotoxinen. Die bisher
identifizierten Haupteintragspfade von Mykotoxinardie Oberflachengewéasser sind: 1)
der direkte Austrag aus landwirtschaftlichen Flacheelche mit von Pilzen infiziertem
Getreide bepflanzt sind, 2) Tierhaltung (d.h. Abesdung von Nutztieren, direkter
Austrag aus Fltterungs- und Mastanlagen, oder desbrigen von Stallmist) und 3)
durch menschliche Ausscheidung Uber die Kanalisatissbesondere die Produktion und
die Emission von verschiedenen Mykotoxinen ausziafien landwirtschaftlichen
Parzellen, die mit Getreide bepflanzt sind, sowie Yorkommen in Fliessgewassern,
wurden bisher kaum systematisch untersucht.

Die Ziele dieser Dissertation waren: 1) experimindeganische Kohlenstoff-
Wasser-Verteilungskoeffizienten fir eine Reihe &ykotoxinen zu ermitteln, um 2) die
begrenzten Kenntnisse uber das Umweltverhalteneungen wenigen Verbindungen zu
einer Vielzahl von Mykotoxinen zu erweitern, 3) ehrFrachten sollten in den
entsprechenden Matrices (Drainagewasser und Hiessger, Klaranlagenausfluss)

guantifiziert werden, sowie 4) der Beitrag aus dezinzelnen Quellen
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Zusammenfassung

(Klaranlagenabwasser und landwirtschaftlichen Fdaghbestimmt werden, und 5) ihre
Okotoxikologische Relevanz bewertet werden.

In dieser Doktorarbeit wurde eine breite Auswahh JWdykotoxinen, die von
verschiedenen Pilzarten stammen, untersucht. Zl@hdungen umfassten Aflatoxine
(Aflatoxin By, By, G, Gy, My Ochratoxine (Ochratoxin A, B), Citrinin, Patulin,
Sterigmatocystin und Sulochrin, welche von verstdienAspergillus spp. Stammen
gebildet werden konnen. Daruber hinaus wurden elisnflykotoxine vonAlternaria
spp. (Alternariol, Alternariol monomethylether, @ttuene, Tentoxin), Mutterkorn-
Alkaloide (Ergocornin, Ergocryptin) un&usarium Toxine (Fumonisine, Beauvericin,
Resorzyklische Saure Laktone, Typ A und B Trichoéme) untersucht.

Fur die Quantifizierung der Mykotoxine in wassrigaend festen Proben wurden
geeignete Analysemethoden entwickelt. Die Festpleadmktion wurde flr wassrige
Proben angewendet, wahrend bei festen Proben estdliissig Extraktion durchgefiihrt
wurde. Matrixbedingte Effekte und Verluste wahreshet Probenaufarbeitung wurden
entweder durch die Zugabe von isotopenmarkiertandairds oder mittels auf die Matrix
abgestimmten Kalibrierungen kompensiert. Mykotoxmaden nachfolgend aufgetrennt
und mittels Hochleistungs-Flissigchromatographiekogpelt an ein  Tandem-
Massenspektrometer detektiert. Die Nachweisgreinzdié einzelnen wassrigen Matrices
(Drainagewasser, Fliessgewasser sowie Klaranlagéuosas) liegt fur 27 Verbindungen
unter 10 ng pro Liter. Die absolute Wiederfindurdgsrfir 13 der 33 Mykotoxine war
grosser als 70%, und die relative Wiederfindungsrdr sieben Verbindungen lag
zwischen 72 und 103% in Klaranlageabwasser (bendb). Die Nachweisgrenze fir
ganze Weizenpflanzen variierte von 1 bis 26 fgl@ngewicht (re) Hohe Matrixeffekte und
Analytkonzentrationen machten die Verwendung varogenmarkierten Standards fur
die Quantifizierung von Mykotoxinen in ganzen WeigBanzen unerschwinglich. Die
absolute Wiederfindungsratag fur 26 von 28 Verbindungen zwischen 69 und%_22
aufgrund der Verwendung von an die Matrix angegaskKalibrierungen.

Die etablierten analytischen Methoden wurden ndgbfal in zwei verschiedenen
Studien eingesetzt, um die Emission von Mykotoximgniber das Sickerwasser aus
einem landwirtschaftlichen Testfeld, und b) Gben ddaranlagenausfluss zu ermitteln
innerhalb eines Untersuchungszeitraumes von anm@hewei Jahren. Im selben
Zeitraum wurde zusatzlich das Auftreten von Mykaex in
Oberflachengewasserproben untersucht, wobei dsorsale Konzentrationsdynamik im

Rahmen einer Immission-Studie ermittelt wurde.
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Zusammenfassung

Das Auftreten und die produzierte Menge von Mykater auf einem kinstlich
infizierten Winterweizen-Testfeld und deren Austiaglas Drainagewasser wurden mit
der jeweiligen, validierten Analysemethode bestimndicht Mykotoxine wurden
wiederholt in Weizenpflanzen von unterschiedlichexlfeldern gemessen, welche mit
vier verschiedenefusariumStammen infiziert wurden. Innerhalb aller Teilfeldand
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg, Waoxynivalenol das
dominierende Mykotoxin, ebenso in den Drainagewassben. Die maximalen
Konzentration von Deoxynivalenol in Weizenpflanzem Drainagewasserproben waren:
133 mg/kge und 1.1 pg/L. For alle quantifizierten Mykotoxinennten folgende
Frachten bestimmt werden: infizierte Weizenpflanzemduzierten 2.3 bis 292 ¢
Mykotoxine/ha/Jahr, wovon 0.5 bis 354 mg MykotoxXire@Jahr, dass heisst 0.002 bis
0.12% im Drainagewasser emittierten. Daher wird eur geringfugiger Teil der
insgesamt in den Weizenpflanzen produzierten Mykotn ins Drainagewasser
emittiert. Die Grdsse der emittierten Fraktion wikedn mehreren Faktoren wie
klimatischen Bedingungen, Pflanzensorte, moglichbbau-Prozesse (in dieser Studie
nicht untersucht), und Sorptionsprozessen beestfluSorptionskoeffizienten zwischen
Wasser und einem Modell-Sorbenten fur naturlicltoeganisches Material wurden fir
mehrere  Mykotoxine experimentell bestimmt. Diesesnzigartige Datenset
veranschaulicht, dass die Auswaschung von hydmphilVerbindungen, wie
Deoxynivalenol und Nivalenol, in das Drainagewasadrdie geringe sorptive Affinitat
dieser zuriick gefuhrt werden kanmter guter landwirtschaftlicher Praxis (einschliefl
Pfligen, einer angemessene Schadlingsbekampfuaghtfolge, sowie dem Anbau von
weniger Fusarienanfalligen Weizensorten) und ohne das kinstlichézieren der
Pflanzen, sollten die Mykotoxin-Konzentrationen udié Emission jedoch wesentlich
niedriger sein.

Dennoch, die fur den gesamten UntersuchungszeitiaarmDezember 2009 bis
einschliesslich Oktober 2011 abgeschatzten Mykot&missionen vonFusarium-
infizierten Anbauflachen aus den Einzugsgebieteanudéersuchten Fliessgewasser lagen
zwischen0.2 - 970, 0.3 - 1105, 0.06 - 270, und 0.003 - &.8ir Deoxynivalenol,
Nivalenol, 3-Acetyl-Deoxynivalenol, und Beauvericin

In Klaranlagenausflussproben dominierte ebenfallseoXynivalenol mit
maximalen Konzentrationen von bis zu 73 ng/L uber dnderen beiden Typ B
Trichothecene (Nivalenol und 3-Acetyl-Deoxynival®nound Beauvericin. Ferner

wurden die gemessenen Mykotoxin-Konzentrationen vaporadisch beprobten

XIX



Zusammenfassung

Klaranlagenausfluss in taglich emittierte Frachpga Kopf umgerechnet. Demzufolge
kénnen diese Frachten ebenfalls auf den gesamtéerduchungszeitraum extrapoliert
werden und variieren von 0.05 - 1.5 kg, 0.01 - Ky40.02 - 0.6 kg und 1.3 - 36 g fur
Deoxynivalenol, Nivalenol, 3-Acetyl-Deoxynivalenaind Beauvericin.

Mykotoxine wurden auch regelmaRig in Schweizer @hemengewassern
nachgewiesen, obwohl die Konzentrationen, vergtichat den Drainagewasser- und
Klaranlagenproben, deutlich niedriger waren. Nimale dominierte in den
Fliessgewasserproben mit maximalen Konzentratiomen bis zu 24.1 ng/L. Die
kumulierten Mykotoxin-Frachten Uber den gesamtetetdnichungszeitraum reichten von
0.1-10.9 kg, 0.1-13.6 kg, nicht detektiert-1.0 kgicht detektiert -4.4 kg fur
Deoxynivalenol, Nivalenol, 3-Acetyl-Deoxynivalenahd Beauvericin. Diese Frachten
stimmen fur Deoxynivalenol bis auf einen Faktor zwat der Summe der beiden
abgeschatzten FrachtgRrusariuminfizierten Anbauflachenund Klaranlagenausfluss)
Uberein. Folglich erklaren beide Quellen weitgehetid in den Fliessgewéassern
guantifizierten Mykotoxin-Frachten, obwohl Tierhaly als Ganzes bei der
Quellenzuordnung nicht bericksichtigt werden konnte

Die hier prasentierten Ergebnisse dokumentierenwildhitige Rolle der beiden
untersuchten Quellen (Klaranlagenausfluss Godariuminfizierten Getreidearten) fur
das Auftreten der prominentesten Mykotoxine in Sailzer Oberflachengewassern. Der
Beitrag der beiden Quellen variiert je nach denzdigehen Eigenschaften des
Einzugsgebietes, das heisst der Anzahl von Klagamaund Einwohnern die an das
Fliessgewasser angegliedert sind, verglichen zubl3&r der landwirtschaftlichen
Anbauflache die mit Winterweizen bepflanzt ist.

Basierend auf den quantifizierten Mykotoxinkonzatitmen im Sickerwasser und
in den Klaranlagenausflussproben, sowie den bestehriFrachten aus diesen Quellen ist
die Mykotoxin-Belastung von Oberflachengewdasserar ejering. Bislang gibt es nur
wenige Studien die sich mit der Okotoxizitat voresd#in Verbindungen befassen.
Gleichwohl lassen diese Studien Ruckschlisse nassadie 0kotoxikologische Relevanz
von Mykotoxinen in der aquatischen Umwelt, aufgruther starken Verdinnung in

Oberflachengewassern und der niedrigen Exposigiber, als klein einzustufen ist.
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