Ein Angriffspunkt fiir potentielle Anti-
biotika gegen L. monocytogenes ist dessen
Pyruvatcarboxylase, da dieser Erreger iiber
keinen vollstindigen Citratevelus verfiigr
und Oxalacerar direkt aus Pyruvar bezie-
hen muss.

Das 34 kb groBe Listeria-Gen (PycA)
fir die Pyruvatcarboxvlase wurde rekom-
binant in E. coli exprimiert, gereinigt und
biochemisch charakterisiert: Dhe Akniviriin
des Enzyms erwies sich daber als abhingig
vom Biotinylierungsgrad. Durch Coexpres-
sion einer Biorin-Prorein-Ligase  (BirA)
kann der Bionnylierungsgrad  optimiert
werden. Es wurde ein Aktivitiitsassay ent-
wickelt, bei dem gebildetes Oxalacetar mit-
tels rekombinant hergestellter Malatdehyd-
rogenase (MDIH) als Hiltsenzym NADH-
abhiingig  bestimmt werden  kann.  Dice-
ses System soll fir ein High Throughput
Screening (HTS) eingeserzt werden, um

¢ 40.000 chemischer Verbindungen aul

ithre inhibitorische Wirkung zu resten, Da
das Enzym auch im Menschen vorkommr,
muss cine Kreuzaktivitit zwingend ausge-
schlossen werden. Alle porenziellen inhihi-
rorisch wirksamen Verbindungen miissen
daher auch auf ihre inhibitorische Akti-
vitiit gegeniiber dem menschlichen Enzym

gerestet werden, Hierzu wurde dieses En-
zym chentalls rekombinant hergestelle und
charakterisiert.
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Oxalsiure und Ameisensiure sind nach
der Oko-Verordnung in der Bioimkerei
zum Einsatz gegen Varroamilben zugelas-
sen [1]. Diese Siauren konnten bei falscher
Dosierung als Ritckstand im Honig vorlie-
gen. Allerdings weisen Honige bereits na-
tiirhcherweise Gehalte an diesen Stoffen
auf |2, 3].

Ziel dieser Arbeit war es zu Gherpriiten,
oh die Gehalee in Bio-Honigen hoher sind
als i Honigen aus konventioneller Imke-
rei und somit moglicherweise ein Einsatz
als Varroazid nachweisbar wiire. Dazu wur-
den konventionell und biologisch erzeugre
Sorren- und Polyflora-Honige vergleichend
analysiert.

Als Methode wurde die [onenchroma-
tographie penurzr, da dieses Verfahren
im Vergleich zur enzymatischen Analy-
se schneller und giinstiger ist und dariiber
hinaus in einem Lauf baide Siuren erfasst
werden konnen.

In verschiedenen Sortenhonigen wur-
den Gehalte an Ameisensiure zwischen
10 und 300 mg/kg und an Oxalsiaure zwi-
schen 10 und 18C mg/kg gemessen, wobci
Honmigtau- und vor allem Edelkastanienho-
nige deutlich hohere Konzentranionen aut-
Wiesen.

In Biohonigen wurden indes keine signi-
fikant hiheren Sauregehalte im Vergleich
zu konventionellen Honigen gemessen. Ein
moglicher Einsarz in der Bioimkerer [isst
sich somit aufgrund von analytischen Be-
funden dieser Stoffe nicht nachweisen.
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Bei den PFC (perfluorinated and polyfluori-
nated compounds) handelt es sich um eine
groBe Stoffgruppe, als Leitsubstanzen gel-
ten die Perfluorcarbonsiuren und die Per-
fluorsulfonsiuren. Die Perfluorcarbonsiiu-
ren und die Perfluorcarbonsiuren werden
wegen lhrer tensidischen Eigenschaften
gerne als Oberflichenbehandlungsmirttel
eingesetzt, sie hinden zudem Anwendung in
Feuerldschschiumen und werden als Hilfs-
stoff bei der Herstellung von Polytetrafluor-
ethylen (PTFE) verwendet. Die ubiquitiire
Verbreitung der Substanzen ist also leicht

nachvollzichbar, zumal diese Substanzen
schr resistent sind. Die PFC weisen zwar
cine geringe akute Toxizidt aut, sind aber,
vor allem im Blur und in der Leber, bioak-
kumulierbar.

Um die Relevanz dieser Substanzen fur
Lebensmittel abschiitzen zu konnen, gibt
es Projekte wie das SafeGuard-Projekt.
Im Rahmen dieses Projektes werden Tie-
re, die der Lebensmictelgewinnung dienen,
wie z. 3. Schafe und Rinder, mit PFC-hal-
tigem Futter gefuttert. Bei diesen Tieren
wird withrend der Fitterungsperiode Blue,
Milch, Urin und Kor gesammelt, um fest-
zustellen, welche Substanzen sich wo in
welchen Mengen anlagern und wie viel
ausgeschieden wird. Nach der Schlachtung
werden zudem Muskelfleisch, Leber und
Niere untersuchr. Das BfR fithrt die Tier
versuche durch, withrend das CVUA-MEL
fur die Untersuchung der Proben zustindig
1st.

Dic PFC liegen in den Proben an Prote-
ine gebunden vor, was bet der Probenauf-
arbeitung beriicksichtigt werden muss, Die
Aufarbeitung von Plasma und Urin erfolgt
mit Ameisensiure. Bei der Aufarbeitung
von Milch ist hingegen ein enzymatischer
Abbau von Vorteil, weil durch den Emulsi-
onsbruch eine stiirkere Aufkonzentrierung
méglich ist. Bei der Untersuchung von Fut-

termitteln und Kot hat sich eine Methanol-
extraktion bewihrt. Die Messung am Ende
erfolgt mitrels LC-MS/MS.

Gerade die wensidischen Eigenschaften,
die die PFC so beliebt machen, bereiten bei
der Analytik Schwierigkeiten. Die Obertli-
chenaktivitiit fithrr zum Beispicl zu Anla-
gerungen an die Gefilwandungen und zu
Verschleppungen bei der Injektion der Pro-
ben in die THPLC. Durch die Verwendung
als Hilfsstoff bei der Kunststoffherstellung
sind dic PFC im Labor sehr verbreitet, dies
tithrt zu Blindwerten, die vermieden wer-
den miissen. Besonders problematisch sind
dabei die Blindwerte, dic durch die LC-
MS'A"S .\'C”“\'l \-‘t.‘l'il!’:\ill..'l‘lt \\'C]’{.i\.‘ll.

Noch gianzlich ungeklirt im Rahmen
der PFC-Analytik ist der Umgang mit den
vorhandenen Isomeren. Es gibt bisher kein
cinheitliches Vorgehen, was zu sehr groien
Ergebnisunterschieden fithren kann.
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Unter Mutterkorn versteht man die Skle-
rotien des Pilzes Claviceps purpureq, die die
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