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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 73, 57—70 (1982)

T. Scbroeder, B. M. Carden, J. Lüthy und Ch. Schlatter, Institut für Toxikologie der
Eidgenössischen Technischen Hochschule und der Universität Zürich,
Schwarzenbach

Übergang von (14C)-Aflatoxin Bi und Metaboliten
in Milch bei der Ratte

Passage of (14C)-Aflatoxin Bj and Metabolites into Rat Milk

Einleitung

Der Ubergang von im Futter vorhandenen Aflatoxinen und deren im Nutztier

entstehenden Metaboliten in die Milch ist Anlaß für zahlreiche Untersuchungen

gewesen. Aflatoxin Mj wurde schon früh (1) als wichtigstes, fluoreszierendes

und toxisches Folgeprodukt von Aflatoxin Bj in der Milch von Ratten (1),
Schafen (2), Ziegen (3), Wasserbüffeln (4) und Kühen (5) erkannt und als 9a-Hy-
droxy-aflatoxin Bi identifiziert (6). Verschiedene Autoren (7—14) haben die
Menge in der Kuhmilch ausgeschiedenes Aflatoxin M! mit der Aufnahme von
Aflatoxin Bj im Futter korreliert. Das gefundene Aflatoxin Mj entspricht 0,1—3%
des aufgenommenen Aflatoxin B[. Auch mit Hilfe von tritiummarkiertem
Aflatoxin Bj wurde eine Quantifizierung der in die Kuhmilch übergehenden Metaboliten

versucht (15). Das gefundene Total aller Ausscheidungen der untersuchten
Tiere fällt allerdings mit 15 Prozent in 96 Stunden aus dem Rahmen der bei anderen

Spezies gefundenen Werte. Ob dies auf ein tatsächlich anderes Verhalten des
Rindes zurückzuführen ist oder ob technische Gründe wie der für austauschmarkiertes

Aflatoxin B] anderweitig beschriebene Verlust von Tritiumwasser(16)
eine Rolle spielen, bleibt unklar. In bezug auf die Bedeutung von Aflatoxin M]
in der Milch stellen sich die Fragen nach dem Gewicht einzelner freier Metaboliten

wie Aflatoxin Mi in bezug auf den Gesamtgehalt an freien Aflatoxinfolge-
produkten und nach dem Verhältnis letzterer zum makromolekular gebundenen
Anteil. Auf beide Fragen kann nur bei Verwendung von markiertem Aflatoxin Bi
eine Antwort gefunden werden, während alle in der Literatur beschriebenen
Arbeiten mit einer bereits erwähnten Ausnahme (15) zur Quantifizierung einzig auf
die Fluoreszenz des Aflatoxin Mi abstellten. Da bei fehlender, schwacher oder
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durch Begleitsubstanzen unterdrückter Fluoreszenz die Nachweisgrenze ansteigt,
kann nur eine minimale, nie aber eine maximal vorhandene Substanzmenge
angegeben werden.

Wegen des für Metabolismusuntersuchung an der Milchkuh großen technischen

Aufwands entschlossen wir uns, vorerst die Ratte als Modelltier für den
Ubergang von (14C)-Aflatoxin Bj in die Milch zu verwenden, obschon eine
Übertragung auf die Kuh nicht direkt möglich ist.

Die Metabolisierung von Aflatoxin B[ durch die Ratte ist mehrfach untersucht

worden (17—30). Die 24-Stunden-Ausscheidung bei intraperitonealer
Applikation beträgt 70—80%, davon erscheinen ein Viertel im Urin und drei Viertel
in den Fäzes (18). Bei oraler Applikation werden als Maximalwert 3,3% der Dosis
im Plasma gefunden (25). Es fällt auf, daß im Vergleich zu Aflatoxin Bj (1%) und
Aflatoxicol (0,25%) viel weniger Aflatoxin M! (< 0,1%) auftritt. Bei intravenöser
Applikation werden höhere Plasmaspiegel von rund 15% erreicht, und Aflatoxicol

(4%) ist relativ zu Aflatoxin B! (5%) eher noch in größerer Menge gefunden
worden, doch auch hier fehlt Aflatoxin M] (< 0,2%) fast vollständig. In
Perfusionsexperimenten an Rattenlebern (24) wurde als einziger plasmagängiger Metabolit

Aflatoxin M! gefunden, während in der Galle Aflatoxin B^ Qj, eventuell
Mj und zwei weitere Aflatoxinmetaboliten auftraten. In dieser Arbeit wurde
allerdings nicht spezifisch nach Aflatoxicol gesucht. Aflatoxicol besitzt wegen seines

verschobenen Absorptionsmaximums (33) eine weit schwächere Fluoreszenz
als Aflatoxin Bj oder M; bei Anregung mit Licht von 360 nm. Das aus der
chemischen Reduktion von Aflatoxin Bj erhaltene Diastereomerengemisch ist bei
der Ratte halb so karzinogen wie die Ausgangssubstanz (31, 32). In der Forelle tritt
nur eines der beiden Isomeren auf (33, 34), nämlich jenes mit S-Konfiguration an
C-Atom 1 mit der durch Reduktion der Ketogruppe entstandenen Hydroxylfunk-
tion. Aflatoxicol ist somit in seiner Gefährlichkeit ähnlich wie Aflatoxin B! und
doch etwas kritischer als Aflatoxin Mh Die Ratte, für welche Aflatoxicol als

Hauptmetabolit von Aflatoxin Bj im Plasma beschrieben worden ist, stellt daher
ein speziell interessantes Versuchstier dar. Aufgrund der erwähnten Eigenschaften

besteht durchaus die Möglichkeit, daß Aflatoxicol als Aflatoxin-BrMetabolit
bei früheren Untersuchungen der Erfassung in Milch entgangen sein könnte.

Versuche und Resultate

Gewinnung von Rattenmilch

Die Ratten wurden 4—5 Tage vor dem Melken unter leichter Surital-Narkose
um die Zitzen herum rasiert. 5 bis maximal 10 Minuten vor dem Melken musste
1,25 Einheiten synthetisches Oxytocin (Syntocinon, Sandoz) intraperitoneal
gespritzt werden, damit die Milchfreigabe erfolgte. Ohne die Oxytocingabe ist die
Milchausbeute sehr gering, da die natürliche Oxytocinausschüttung bei Störung
der Tiere durch äußere Einflüsse und bei Fehlen des Drüsenreizes unterbleiben
kann. Unmittelbar vor dem Melken wurde die Zitze mit K-Y-Gelee (IKS Nr. 14657,
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Johnson-Johnson AG, Spreitenbach) bestrichen. Zur Gewinnung der Rattenmilch

wurde in Anlehnung an eine in einer pharmazeutischen Firma angewandte
Methode ein Melkstand konstruiert, der in Abbildung 1 schematisch dargestellt
ist. Mittels eines als Zitzenbecher dienenden, aufgeweiteten Polyethylen-
schlauchs wurde ein Vakuum von 150—200 Torr an die Zitze angelegt und durch
ein Magnetventil alle zwei Sekunden von einem Intervallschalter unterbrochen.
Eine Spritzennadel gewährleistete die Belüftung des Zitzenbechers bei unterbrochener

Vakuumleitung. Durch das abgebogene Schlauchende gelangen pro
Melkung und Ratte 0,5—1 ml Milch in das Auffangröhrchen.

Polyäthylenschlauch
(aufgeweitet)

Spezifische Aktivitäten von Milch und Blut nach Applikation von (,4C)-Aflatoxin Bt

Zur Untersuchung des Ubergangs der Radiomarkierung von Aflatoxin Bj in
die Milch und der Verteilung auf verschiedene Metaboliten wurde biosynthetisch
nach Hsieh und Mateles (37) hergestelltes Aflatoxin B[ in neunprozentiger Etha-
nollösung mit der Schlundsonde an zwei laktierende Ivanovas Sprague-Dawley-
Ratten appliziert. Tier 1 erhielt 1,54 pCi (14,8 pg) eine Woche nach dem Werfen,
Tier 2 1,94 pCi (18,7 pg) nach der zweiten Laktationswoche. Das erste Tier wurde
1, 4, 24 und 48 Stunden nach der Applikation gemolken, das zweite nach 2, 5, 24
und 48 Stunden. Nach dem Melken wurden die Muttertiere zwecks Erhaltung
der Milchproduktion zu den Jungen zurückgegeben und eine Stunde vor der
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nächsten Melkung wieder entfernt. Blut aus der Schwanzvene konnte aus technischen

Gründen nur von Tier 2 gewonnen werden.

-2dpm x 10 /100(jl

In Abbildung 2 ist der zeitliche Verlauf der spezifischen Aktivitäten von
Milch und Blut dargestellt. Die Radioaktivitäten wurden nach basischem
Aufschluß in Soluene-100 Tissue Solubilizer (Packard Instruments International,
Zürich) und Entfärben mit Wasserstoffperoxid gemessen. Im Blut scheint sie nach
einer Stunde leicht geringer zu sein als in der Milch, während sie bereits beim
nächsten gemeinsamen Meßpunkt leicht über dem Milchwert liegt. Für beide
Kompartimente sind auffallend ähnliche volumenbezogene spezifische Aktivitäten

festzustellen und der zeitliche Verlauf ist beinahe parallel. Die Milchkurven

beider Tiere zeigen gute Ubereinstimmung.

Verteilung der Radiomarkierung auf verschiedene Fraktionen

Zur Quantifizierung des proteingebundenen Anteils und einzelner Aflatoxin-
metaboliten wurde die Milch nach der in Abbildung 3 gezeigten Methode
aufgearbeitet. Nach Zumischen einer Lösung der inaktiven Aflatoxine Bb Mh B2a
und Aflatoxicol in zehnprozentigem Ethanol wurde die Milchprobe bei 4 °C
über Nacht stehen gelassen, um eventuell reversibel in Proteinkomplexen gebundene

Metaboliten herauszuverdünnen. Bei dieser Ethanolkonzentration trat kei-
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Zentrifuqation

Abb. 3. Aufarbeitungsschema für Rattenmilch

ne ersichtliche Proteinfällung auf. Diese wurde anschließend durch Einrühren in
Aceton herbeigeführt. Nach einer ersten Zentrifugation wurde das Proteinsediment

mit frischem Aceton einmal gewaschen und erneut zentrifugiert. Der
Extrakt wurde nach Abblasen von Aceton im Stickstoffstrom zwischen je 10 Milliliter

gesättigte Kochsalzlösung und Hexan verteilt, worauf die entfettete wässerige
Phase mit Dichlormethan ausgezogen wurde. Für die nach einer und nach vier
Stunden gewonnene Milch von Tier 1 sind die in den verschiedenen Fraktionen
vorgefundenen Radioaktivitäten in Tabelle 1 zusammengefasst. Auf die
Aufarbeitung der Milch von Tier 2 wurde aus technischen Gründen verzichtet. Zu beiden

Zeitpunkten ist nur eine geringe Aktivität in derHexanfraktion auffindbar, während

der Hauptteil im Dichlormethan vorliegt. Die in der Kochsalzlösung
vorgefundenen Anteile bleiben ungefähr gleich und sind ebenfalls gering. Nach vier

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 73 (1982)
61



Tabelle 1. Übergang von Aflatoxin Bj in Rattenmilch
Verteilung der (14C)-Radioaktivität

Zeit nach oraler Applikation 1 St unde 4 Stunden

dpm % dpm %

Totalaktivität Milch 3635 100 979 100

Fällung 143,4 3,8 183,8 18,8
Hexan 108,6 3,0 28,1 2,9
Dichlormethan 3159,2 86,9 573,8 58,6
NaCl (gesättigt) 79,1 2,2 33,4 3,4

Wiederfindung 3490,3 95,9 819,1 83,7

Stunden scheint der mit den Proteinen ausgefällte Anteil auf Kosten des dichlor-
methanlöslichen Anteils zuzunehmen. Es fällt aber auf, daß die Absolutwerte der
gesamten proteingebundenen Aktivität in allen Proben sehr ähnlich sind. Es ist
denkbar, daß eine gewisse Metabolitenmenge spezifisch an Proteine gebunden
vorliegt. Bei abnehmender Gesamtradioaktivität und gleichbleibendem Proteingehalt

würden damit die proteingebundenen Anteile automatisch immer mehr
ins Gewicht fallen. Für späte Ausscheidungsphasen müßte mit einer größeren
Aflatoxingabe zusätzlich abgeklärt werden, ob zeitunabhängig ein fester Anteil
des Gesamtmetabolitengehalts von Proteinen gebunden werden kann oder ob zu
späteren Zeitpunkten tatsächlich anteilmäßig mehr makromolekular gebundene
Metaboliten auftreten, während der Anteil freier Aflatoxinmetaboliten in der
ersten Ausscheidungsphase eindeutig die makromolekular gebundenen Folgeprodukte

überwiegt. Auf eine Tabellierung der Bilanz für 24 und 48 Stunden wurde
daher verzichtet. Aus der Dichlormethanfraktion wurden anschließend die Afla-
toxine mittels Dünnschichtchromatographie auf Silikagel isoliert. Tabelle 2 zeigt

Tabelle 2. Erstes Radio-Dünnschichtchromatogramm der dichlormethanlösli-
chen (14C)-AFB [-Metaboliten aus Rattenmilch

Zeit nach Applikation 1 Stunde 4 Stunden

dpm % dpm %

Total aufgetragen 3032,2 100 551,3 100

Aflatoxicol 46,5 1,5 N.D. 0,2
Aflatoxin B[ 180,1 5,95 19,4 3,5
Aflatoxin M, 2043,8 67,4 378,5 68,7
Aflatoxin B2a 85,0 2,8 — -
Auftragestelle 94,0 3,1 55,5 10,1

Wiederfindung 2473,3 80,75 453,4 82,2
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die Verteilung der Radioaktivität auf die verschiedenen Metaboliten im ersten
Dünnschichtchromatogramm für die nach einer und nach vier Stunden erhaltene
Milch. Die Silikagelplatte (Merck Nr. 5737) wurde aufeinanderfolgend zweimal
mit Chloroform-Tetrahydrofuran 9 : 1 und einmal mit Ethylacetat-Aceton-Iso-
propanol-Wasser 100 : 20 : 6,4 : 0,8 entwickelt. Die bei Bestrahlung mit Licht von
360 nm deutlich sichtbaren, fluoreszierenden Zonen wurden ausgekratzt und zur
Desorption in Dichlormethan-Ethanol 2 :1 eingerührt. Nach dem Filtrieren wurde

das Lösungsmittel im Stickstoffstrom eingedampft und durch Dichlormethan
ersetzt.

Aflatoxin M[ stellt mit einem Anteil von beinahe 70% tatsächlich den
wichtigsten Metaboliten von Aflatoxin Bj in der Rattenmilch dar. Die Anwesenheit
von mehr als 1,5% Aflatoxicol konnte mit Sicherheit ausgeschlossen werden, ob-
schon dieses wie bereits erwähnt im Plasma als Hauptmetabolit vorliegen soll.
Aflatoxin Bb welches nach Wong und Hsieh (25) eine Stunde nach oraler
Aufnahme etwa 30% der Plasmaaktivität umfasst, wurde nach einer Stunde zu 5%

und nach vier Stunden zu 3,5% bezüglich der ganzen Milchaktivität ebenfalls in
der Milch vorgefunden. Aflatoxin B2a umfaßte 1,5% und könnte teilweise auch
beim Auftragen auf die Silikagelplatte entstanden sein aus Aflatoxin Bb Wie
auch aus der graphischen Darstellung des Radiodünnschichtschromatogramms
(Abb. 4) ersichtlich ist, befindet sich zwischen den beiden apolaren Zonen keine
nennenswerte (< 0,15%) Radioaktivität. Zwischen den beiden polaren Aflatoxi-

Prozent 1^C

60-
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20-

10-

1 1 rC=T H n m1 1 tt "t-
I I I IM u

I I I I I I I I 111
I I MM I I I II

i /i Ii,Start AFB AFM, AFB AFL Front
2a 1 1

Abb. 4. Radiodünnschichtchtomatogramm der dichlormethanlöslichen Anteile (Silikagel,
Laufmittel: Chloroform-Tetrahydrofuran 9 :1; erste Entwicklung. Ethylacetat-
Aceton-Isopropanol-Wasser 100 :20 : 6,4 : 0,8; zweite und dritte Entwicklung)
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nen M! und B2a wurden dagegen 5,6% der auf das Dünnschichtchromatogramm
gelangten Aktivität ermittelt. Durch Rechromatographie der desorbierten Isolate
konnte deren radiochemische Reinheit bestimmt werden, allerdings wegen der
verfügbaren Radioaktivität nur für die nach einer Stunde gewonnene Milch. Die
Resultate sind in Tabelle 3 aufgeführt, aus der ebenfalls die verwendeten DC-Sy-
steme entnommen werden können. Die Werte für Aflatoxin B, und M, konnten

Tabelle 3. Rechromatographie der DC-Zonen

Zone AFL AFB, AFM, AFB2a Start System

AFL N. D. N. D. N.D. N.D. 9,5% i
AFB, N. D. 81 3% 1,8% N.D. 17,2% i
AFM, N. D. N. D. 93,6% 2,3% 2,6% Ii
AFB2a N. D. N. D. 34,7% 29,7% 35,0% Ii

Laufmittelsysteme: I Ethylacetat-Chloroform (3 : 1)

II Ethylacetat-Aceton-Isopropanol-Wasser (100 : 20 : 6,4 : 0,8)

weitgehend bestätigt werden, während Aflatoxin B2a eine starke Verunreinigung
durch den Hauptmetaboliten aufwies. Die in der Aflatoxicolzone gefundenen
46,5 dpm ergaben nur am Auftragsort eine über dem Hintergrund liegende Aktivität

und können somit nicht dem inaktiv in ausreichender Menge vorhandenen
Aflatoxicol zugeschrieben werden.

Diskussion der Resultate

Um die Bedeutung der erhaltenen Resultate einzustufen, ist es zweckmäßig,
den Zusammenhang zu einigen allgemeinen Aspekten der Milchbildung
herzustellen. Beim Rind werden durch drei Arterien-Venenpaare pro Stunde 300 bis
500 Liter Blut durch das Euter gepumpt, welches aus der Leber via Herz die
Milchbausteine heranführt. Durch die Epithelzellen der von zahlreichen Kapillaren

umsponnenen Alveolen werden diese Substanzen aktiv aufgenommen und
teilweise umgebaut zu milchspezifischen Produkten wie Lactose, Kasein, a-Lac-
talbumin, Triglyceriden und auch niederen Fettsäuren. Zu welchen Anteilen die
Abgabe der Milch holokrin, merokrin oder apokrin erfolgt, erscheint bei Durchsicht

der Literatur noch unklar. Bei Substanzen, welche in Wasser und Membranen

relativ gut löslich sind, ist dieser Aspekt jedoch unwichtig, falls zum
Zeitpunkt der Ausscheidung ein Gleichgewicht annähernd erreicht ist. Der Ubergang
von Fremdsubstanzen in die Milch ist am eingehendsten von Rasmussen (38)
untersucht worden. Zahlreiche andere Autoren (39—45) haben sich ebenfalls mit
diesem Problem befaßt. Als Quintessenz dieser Arbeiten lassen sich die folgenden

Aussagen machen:
1. Ionen mit Molekulargewicht grösser als 200 gehen nur durch aktiven Transport

in die Milch über. Der ionisierte Anteil von ionisierbaren Substanzen kann

64
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 73 (1982)



bei Abwesenheit eines Transportsystems die Plasmamilchschranke nicht passieren.

Aktiver Transport ist nur für wenige Substanzen wie Aminopyrin, N4-acetyl-
p-aminohippursäure und N4-acetyl-sulphanilamid (45) beschrieben.

2. Nicht ionisierbare Substanzen wie Harnstoff, Ethanol und Chloramphenicol
treten passiv durch Diffusion vom Blut in die Milch oder umgekehrt von der

Milch ins Blut über und erreichen bei Gleichgewicht gleiche Konzentrationen in
Plasma und Milch. Fettlösliche Substanzen diffundieren durch die Lipidschich-
ten, wasserlösliche durch wassergefüllte Poren. Die obere Auschlußgrenze dürfte
aufgrund von Experimenten mit Polyethyienglykolen bei ungefähr 4000 Dalton
liegen.

3. Das Konzentrationsverhältnis Milch zu Plasma läßt sich für partiell
ionisierte Substanzen nach Erreichen des Gleichgewichtes aus deren pKs-Wert und
den pH-Werten der beiden Kompartimente voraussagen, da nur die nicht
ionisierten Anteile durch die Plasma-Milchschranke durchtreten können. Da die
Milch im allgemeinen saurer ist als das Blut, treten Basen in der Milch in größerer,

Säuren dagegen in kleinerer Gesamtkonzentration auf als im Blut — die
Konzentrationen der ungeladenen Anteile sind aber in Blut und Milch gleich. Am
besten untersucht ist die Klasse der Sulfonamide. Tetracycline mit ihren nahe
zusammen liegenden pKs-Werten zeigen ein von diesem einfachen Diffusionsmodell

abweichendes Verhalten.
4. Der Verteilungskoeffizient einer Substanz zwischen wässeriger und Lipid-

phase bestimmt die Kinetik des Blut-Milch-Ubertritts und die Konzentration der
Substanz im Milchfett. Schlecht lipidlösliche Substanzen diffundieren im
allgemeinen lagsamer.

Trotz einer stattlichen Anzahl untersuchter Substanzen kann der Durchtritt
durch die Plasmamilchschranke nicht vorausgesagt werden. Bei jedem Versuch
darf nicht außer acht gelassen werden, daß Metabolisierungs- und Absorptionskinetik

auf der einen Seite, die Durchtrittskinetik an der Plasmamilchschranke auf
der anderen die Resultate stark beeinflussen können, wenn nicht durch spezielle
Vorkehrungen bei der Applikation ein Gleichgewichtszustand angenähert wird.

Für die neutralen, in Wasser wie auch in organischen Lösungsmitteln löslichen

Aflatoxine ist bei Gleichgewicht die gleiche Konzentration in beiden Kom-
partimenten zu erwarten. Tatsächlich sind die erhaltenen volumenbezogenen
spezifischen Radioaktivitäten über den ganzen beobachteten Zeitraum in Blut
und Milch sehr ähnlich. Der weitgehend parallele, leicht tiefer liegende Verlauf
der Milchaktivität im Vergleich zur Blutaktivität (Tier 2) scheint zu bestätigen,
daß kein aktiver Transport durch die Plasmamilchschranke stattfindet. Die
Überschneidung der beiden als Zeitfunktion gezeichneten Kurven (Abb. 2) in der
frühen Ausscheidungsphase ist möglicherweise darauf zurückzuführen, daß sich an
der Plasmamilchschranke das Gleichgewicht nicht vollständig einstellen kann
und demzufolge die maximale Milchkonzentration der Metaboliten erst nach
der maximalen Blutkonzentration durchlaufen wird. Ebenfalls aufgrund derselben

Voraussetzung müßte man aus dem gefundenen Metabolitenmuster den
Schluß ziehen, Aflatoxin Mj sei der Plasmahauptmetabolit von Aflatoxin B^
Aflatoxicol dagegen fehle. Diese offensichtliche Diskrepanz zu der Arbeit von
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Wong und Hsieh ist nicht ohne weiteres erklärbar. Stammunterschiede im Aflato-
xinmetabolismus scheinen aufgrund einer weiteren Untersuchung durch die
gleichen Autoren (27) als Ursache eher unwahrscheinlich, da in drei verschiedenen

Stämmen Aflatoxicol gefunden wurde. Wong und Hsieh gewannen ihr Blut
aus der vena iugularis, welche im Vergleich zur Milchdrüse ausgehend von der
Leber zu einem späteren Zeitpunkt durchlaufen wird. Aflatoxicol wird zumindest

in einigen Species im Gegensatz zu Aflatoxin M! und anderen Metaboliten
nicht im als Mikrosomen sedimentierbaren endoplasmatischen Reticulum,
sondern durch lösliche Enzyme im 105 000 g Überstand gebildet (46, 47). Es besteht
die Möglichkeit, daß es nach dem Passieren der Milchdrüse gebildet und in der
Leber zu Aflatoxin Bj reoxidiert wird. Eine neuere Arbeit (48) zeigt, daß Aflatoxicol

tatsächlich in der Ratte in vivo und durch isolierte Primärhepatozyten zu
Aflatoxin B; reoxidiert werden kann.

Offen ist auch die Frage der Übertragbarkeit der im Rattenversuch erhaltenen
Resultate auf das Rind. Sicher ist eine direkte Übertragung nicht möglich, da das

Rind als Wiederkäuer nicht zuletzt durch die andere Bakterienflora und die
längere Verweildauer im Pansen (47) ein anderes Absorptionsverhalten und zusätzlich

eine andere Lebermetabolisierungsrate zeigen dürfte. Der eigentliche
Laktationsvorgang ist jedoch bei vielen Säugern ähnlich, so daß grundsätzlich andere
Verhältnisse an der Plasmamilchschranke nicht zu erwarten sind. Es ist in diesem
Zusammenhang interessant, daß in Kuhmilch ebenfalls Aflatoxin B! gefunden
wurde (10,12), wenn auch in geringerer Menge als in der Rattenmilch des

vorliegenden Versuchs und nur bei sehr hoher Dosierung.
Es scheint daher aufgrund unserer Resultate nicht abwegig, an der Ratte mit

entsprechend geringem Aufwand Aussagen über mögliches Auftreten von im Plasma

vorhandenen Metaboliten in der Kuhmilch zu gewinnen. Das verwendete
Tiermodell sollte indessen durch parallele Untersuchung der an relevanter Stelle
gewonnenen Blutmetaboliten sowie durch einige Parallelversuche in Ratte und
Kuh breiter abgestützt werden, um so mehr als sich in jüngster Zeit Hinweise für
die Anwesenheit von Aflatoxicol in Kuhmilch ergaben (49). Dadurch würde
zusätzlich zur Absicherung des Durchtrittmusters auch die Durchtrittskinetik an
der Plasmamilchschranke erfaßbar. Auch ohne diese auf pharmakologischen
Überlegungen basierenden Verbesserungen beantwortet aber dieser einfache
Versuch die beiden gestellten Fragen nach makromolekular gebundenem Metaboli-
tenanteil und nach freiem Aflatoxicol hinreichend.

Dank

Herrn M. Lemaire, Sandoz AG, Basel, und Herrn Dr. M. Bachmann, Institut für Toxikologie

ETH und Universität Zürich, Schwerzenbach, sei herzlich gedankt für wertvolle
Hinweise zur Rattenmelkmethode bzw. für die zur Verfügung gestellte Melkapparatur. Weiterer

Dank gebührt Herrn Dr. M. Schällibaum, Eidg. Versuchsanstalt, Liebefeld, für zahlreiche

Anregungen in bezug auf den Ubergang von niedermolekularen Substanzen in die
Milch.

66
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 73 (1982)



Zusammenfassung

Biosynthetisch hergestelltes (14C)-Aflatoxin B, wurde oral an zwei laktierende Sprague-
Dawley-Ratten verabreicht. Die spezifischen Aktivitäten von Milch und Blut nahmen von
rund 5000 dpm/ml (1 h) und rund 2000 dpm/ml (4 h) auf rund 1000 dpm/ml nach 24 Stunden

ab. Die mit Aceton gefällten Makromoleküle sowie die Wasser-, die Hexan- und die
Dichlormethanfraktion enthielten 3,8%, 2,2%, 3,0% bzw. 86,9% der Milchaktivität nach 1 h
und 18,8%, 3,4 %, 2,9% bzw. 58,6% nach 4 h. Mit Isotopenverdünnung und DC wurden 4

Aflatoxine isoliert. Aflatoxin Mt umfaßte mit 67,4% (1 h) und 68,4% (4 h) die Hauptaktivität
der Dichlormethanfraktion, Aflatoxin B, 5,95% (1 h) und 3,5% (4 h). Die nach Re-

chromatographie in Aflatoxin B2a gemessene Radioaktivität entsprach 0,8%, während Afla-
toxicol keine Aktivität enthielt. Das Metabolitenmuster in Rattenmilch ist vereinbar mit
den von Unger et al. (1977) für Plasma aus perfundierten Lebern beobachteten und
widerspricht dem von Wong und Hsieh (1978) beschriebenen. Reoxidation des vorhandenen
Aflatoxicols in der Leber könnte das völlige Fehlen in der Rattenmilch erklären.

Résumé

De 1'aflatoxine B, marquée au 14C par biosynthèse fut appliquée per os à deux rats en
lactation. Les activités spécifiques du lait et du sang ont diminué d'à peu près 5000 dpm/
ml (1 h) et 2000 dpm/ml (4 h) jusqu'à une valeur de 1000 dpm/ml âpres 24 h. La partie
macromoléculaire précipitée à l'acétone contenait 3,8% (1 h) et 18,8% (4 h), la fraction
aqueuse 2,2% (1 h) et 3,4% (4 h), l'extrait à l'hexane 3% (1 h) et 2,9% (4 h) et l'extrait au di-
chlorométhane 86,9% (1 h) et 58,6% (4 h). Quatre aflatoxines furent isolées par CCM de

l'extrait au dichlorométhane. La zone attribuée à l'aflatoxine M! contenait 67,4% (1 h) et
68,4% (4 h) de l'activité dans le dichlorométhane, celle de l'aflatoxine B, 5,95% (1 h) et 3,5%

(4 h). L'aflatoxine B2a contenait 0,8% après une deuxième Chromatographie et l'aflatoxicol
ne contenait plus aucune radioactivié. Le métabolisme de l'aflatoxine B, trouvée dans le
lait est comparable à celui décrit par Unger et al. (1977) pour le plasma obtenu dans la

perfusion d'un foie, mais il est contradictoire à celui proposé par Wong et Hsieb (1978). Une
réoxidation hépatique de l'aflatoxicol pourrait être la raison de l'absence de ce métabolite
dans le lait du rat.

Summary

Two lactating rats were orally administered biosynthetically labelled (14C)-aflatoxin B^
The specific activities of blood and milk decreased from 5000 dpm/ml (1 h, 2 h) and 2000

dpm/ml (4 h, 5 h) to 1000 dpm/ml at the end of 24 h. The radioactivity found after workup

of milk in the acetone-precipitated macromolecular fraction, the aqueous phase, the
hexane and dichlorométhane extracts amounted to 3.8%, 2.2%, 3.0% and 86.9%, respectively,

after 1 h and 18.8%, 3.4%, 2.9% and 58.6%, respectively, after 4 h. Four aflatoxins were
isolated from the dichloromethane-extract by isotope dilution and TLC. Of the total activities

in dichlorométhane, 67.4% (1 h) and 68.4% (4 h) were desorbed with aflatoxin Mb 5.95% (1 h)
and 3.5% (4 h) with aflatoxin B^ The radioactivity present in AFB2a after rechromatography
corresponded to 0.8%, while aflatoxicol contained no radioactivity. The metabolite pattern
found in rat milk is in agreement with that obtained by Unger et al. (1977) in plasma of a
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perfused liver, but is contradictory to the finding of aflatoxicol by Wong and Hsieh (1978).
Hepatic reoxidation of aflatoxicol could possibly explain the absence of aflatoxicol in rat
milk.
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