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Pyrrolizidinalkaloide: Struktur / Vorkommen

v'mehr als 500 Verbindungen und ihre Oxide bekannt

v'von vielen Pflanzenarten (3% aller Blitenpflanzen) zum
Schutz vor FraRfeinden gebildet

v'hohe PA-Gehalte insbesondere bei Korbblutlern
(Asteraceae), Borretschgewachsen (Boraginaceae) und
Hiilsenfriichtlern (Fabaceae)

v'gewbhnliches Greiskraut (Senecio vulgaris)
verbreitetes Feld-Unkraut

v'Jakobs-Greiskraut / Jakobs-Kreuzkraut (Senecio
jacobeae): extensive Ausbreitung auf Weiden und
Wiesen; Gesamt-PA-Gehalt: 0,2-0,3%

v'"Humanexposition durch pflanzliche Arzneimittel
(,traditionelle Medizin“), verunreinigte pflanzliche
Nahrungsmittel (kontaminiertes Getreide, Salate (Rucola
kontaminiert mit Senecio vulgaris), Krautertee, ,,Busch-
Tee”), tierische Nahrungsmittel (Milch, Honig, Eier)




Pyrrolizidinalkaloide: Toxizitat
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' N K v'PAs mit Doppelbindung in Position 1,2 in ihrem Grundgerust (Necin) toxisch,
(R o Starke der Toxizitat abhangig vom jeweiligen PA

¢ v'starkere toxische Wirkung bei Veresterung der OH-Gruppe an Position 7 und
| bei bei zyklischen Diestern

v'in hoher Dosierung akute Leberschidigungen,
bestimmte PA: genotoxisch, kanzerogen

v'bei Aufnahme von PAs Giber ldngeren Zeitraum vor allem Leberschiden
(Venenverschluss, Leberzirrhose), aber auch Schaden in Lunge, BlutgefaRen,
Niere, Gastrointestinaltrakt, Pankreas und Knochenmark

v'Toxizitat abhdngig von Menge, Dauer der Exposition, Geschlecht und Alter
v'bei den meisten PAs Datenlage zur Toxizitit rudimentar

v'Risiken einer chronischen Aufnahme von PAs in niedrigen Dosen nur schwer
abschatzbar

v'BfR-Stellungnahme: max. 0,1 pg PA pro Tag und 0,007 ug ungeséttigte PA pro kg
Korpergewicht und Tag (Basis: MOE-Ansatz)




Pyrrolizidinalkaloide: Historie

v'1988: WHO: gesundheitliches Risiko durch belastete Nahrungs- und
Futtermittel

v'1992: BGA: Phytopharmaka, die Pflanzen enthalten, die PA mit einem
ungesattigten Necingerist aufweisen, nur in Verkehr bringen, wenn tagl.
max. Aufnahmedosis 1 pg nicht tberschreitet, max. 6 Wochen, sonst
max. 0,1 ug/Tag

v'2001: FDA: alle Beinwell-Praparate vom Markt nehmen

v'2007: BfR: Forderung der Nulltoleranz (Anwendung, wenn kein
sicherer Grenzwert basierend auf wissenschaftlichen Daten festgelegt
werden kann)

v'2007: EFSA: Forderung eines Futtermittel-Monitorings

_ | v'2009: Kontaminationen von Rucola und Salat-Mischungen mit Senecio
vulgaris entdeckt

v'2011: EFSA: Scientific Opinion




Pyrrolizidinalkaloide: Historie

v'2012: BfR-Forschungsprojekt: Analyse von iber 200 handelstiblichen
Krautertee- und Teeproben

teilweise hohe Summengehalte (bis zu 3,4 mg/kg Trockenprodukt)

*grolle Schwankungen bei gleicher Teesorte (auch bei derselben Marke zwischen
unterschiedlichen Chargen)

*ausreichende Kontrollen von Krautertee- und Teechargen vor der Vermarktung
notwendig

*Zusage der Verbande, sich intensiv um Aufklarung der Ursachen und Minimierung der
Gehalte zu bemihen

*Lebensmittelliberwachung von BMELV gebeten, weitere Gehaltsdaten zu generieren




Pyrrolizidinalkaloide: Historie

v'BfR-Stellungnahme 7/2013

*Bewertung mogl. gesundheitlicher Risiken nach MOE (Margin of Exposure)-

Ansatz (wird international zur Abschatzung des potenziellen Risikos von

genotoxisch und kanzerogen wirkenden Substanzen angewendet); MOE ergibt

sich aus der menschl. Exposition als Mal} fir den Umfang des Kontakts mit

, einem Stoff im Verhaltnis zu der im Tierversuch festgestellten oder berechneten
W Effektdosis fur eine gegebene Tumorinzidenz

- max. 0,1 pg PA pro Tag und 0,007 pg ungesattigte PA pro kg Korpergewicht
und Tag

*akute Gesundheitsgefahrdung durch Verzehr von Tee und Honig bei
kurzfristiger Aufnahme (bis zu 14 Tage) unwahrscheinlich

fur Vielverzehrer (insbesondere Kinder, Schwangere, Stillende) konnte Risiko
it einer gesundheitlichen Gefahrdung bestehen

/ *Kinder, Schwangere und Stillende sollten nicht ausschlieRlich Krautertees und
Tees trinken

*Abwechslung und Vielfalt wichtig




Pyrrolizidinalkaloide: Methodeniiberblick

v'DC
equalitativ
*NG: 1-10 pg
v'LC-MS
*zahlreiche Veroffentlichungen
*liberwiegend angewendetes Prinzip
*Bestimmung freier Basen und der N-Oxide moglich
*NG:<0,1 ug
: *daneben: Summenmethode (Extraktion mit LiAlH,, Derivatisierung mit
Phthalsaureanhydrid)
v'GC-MS
*Reduktion der N-Oxide vor Analyse erforderlich
*NG vergleichbar mit LC-MS
v'ELISA
/ *sehr empfindlich
‘ *kaum Cleanup erforderlich
*sehr spezifisch (= Antikorper fir jede PA-Struktur erforderlich)

T




Pyrrolizidinalkaloide: Methodeniiberblick

v'zahlreiche Studien/Veréffentlichungen insbesondere zu

*Extraktion
» PAs relativ polar, basisch
--> gut 16slich in polaren org. Lsm. (MeOH) und verdiinnten wassrigen
Sauren
» Aufschlammen, Erhitzen (Soxhlet), Ultra-Turrax, Ultraschall
» Extraktionsdauer, pH
*Clean-up
»ursprunglich Flissig-/flUssig-Extraktion der sauren, wassrigen
Extrakte mit unpolaren Lsm.

> SPE
» Diatomeenerde (ChemElut): nicht geeignet fir nicht-zyklische Diester
‘ »(C8/C18: relativ hoher Matrix-Anteil im Extrakt
A et »SCX: bessere Aufreinigung
/ » Diol: sehr gute Wiederfindungen
»Amino: Verluste beim Waschen

| »Si

*LC-MS




7+ BfR

Bundesinstitut fir Risikobewertung

Pyrrolizidinalkaloide: BfR-Methode

é N

zweimalige Extraktion mit
0,05 M Schwefelsaure

(15 min Ultraschall)

A 4

4 Y

Einstellung des pH-Wertes
im vereinigten Extrakt auf
6-7

A4

SPE mit C18-Material
« Aufgabe von 10 ml Extrakt
* Waschen mit 2 x 5 ml Wasser
 Trocknung mit Vakuum 5-10 min
« Elution mit 2 x 5 ml Methanol
\, J

A 4

Einengen und Aufnehmen
mit MeOH/Wasser 5/95

A 4

LC-MS/MS
(Quantifizierung tber
Matrixkalibration; Messung
von 2 MRMs pro Analyt)

BG 5-10 pg/kg

\
.




Pyrrolizidinalkaloide: BfR-Methode
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zweimalige Extraktion mit
0,05 M Schwefelsaure

(15 min Ultraschall)
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Einstellung des pH-Wertes
im vereinigten Extrakt auf
6-7
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Bundesinstitut fir Risikobewertung

Online-SPE

-

LC-MS/MS
(Quantifizierung tber
Matrixkalibration; Messung
von 2 MRMs pro Analyt)

BG 5-10 pg/kg




SPE Exchange Module (SEM)

' ; grundsatzlicher Ablauf;
Solvatisieren, Aquilibrieren, Beladen, Waschen, Elution durch
HPLC-Gradienten, Spulen




SPE Exchange Module (SEM):
Methodenablauf

1) Solvatisieren
. HPD pumpt 2 ml Methanol durch Kartusche
. Ziel: Befeuchten der Sorbens-Partikel
. Eluat lauft in den Abfall
. HPLC-Saule wird mit Start-Eluent aquilibriert

2) Aquilibrieren

R, (e . HPD pumpt 4 ml Wasser durch Kartusche

[ o et . Ziel: wissrige Umgebung auf Kartusche = kein Analyt-Durchbruch bei Aufgabe
| . Eluat lauft in den Abfall

. HPLC-Saule wird mit Start-Eluent aquilibriert

, 3) Beladen
< . Probe wird injiziert
! . HPD spult Probenlésung mit geringem Volumen Wasser und niedriger Flussrate
1 aus der HPLC-Probenschleife auf die Kartusche

| . HPLC-Saule wird mit Start-Eluent aquilibriert




SPE Exchange Module (SEM):

Methodenablauf
4) Waschen
. HPD pumpt mit geringer Flussrate Waschlésung durch die Kartusche
. Ziel: Entfernen von Matrix (wenn moglich mit etwas hoherer Elutionskraft als

beim Beladen)
. Eluat lauft in den Abfall
. HPLC-Saule wird mit Start-Eluent aquilibriert

5) Elution
. Kartusche wird in den Flussweg (vor HPLC-Saule) geschaltet
. Ziel: Elution aller Analyten
. Kartusche bleibt nur so lange im Saulen-Flussweg wie notig, dann erneute

Ventilschaltung

———— 6) Spilen
j . Kartusche wird mit Elutionsmittel hoher Elutionskraft gespilt (vorzugsweise
v rickwarts)

‘ f . Uber HPLC-Saule lauft weiter der HPLC-Gradient




Online-SPE-LC-MS/MS




SPE Exchange Module (SEM):
zu optimierende Variablen

v'verinderbare Parameter

v'Kartuschentyp
v'Flussrichtung beim Beladen und Eluieren

v'verwendete Lésemittel zum Konditionieren, Beladen, Spilen
4 Anschlisse

v'Probenmenge / -konzentration
v'Volumina zum Konditionieren, Beladen, Waschen und Spiilen

_ ! v'Elutionsdauer = Elutionsvolumen / Zusammensetzung des
i Elutionsmittels

v'Flussrate beim Konditionieren, Beladen, Spiilen




SPE Exchange Module (SEM):
zu optimierende Variablen: Kartuschentyp

v'Kartuschentyp
=BfR-Methode: C18-Material

- naheliegendste Start-Option: unpolares Material
(C8, C18, Polymerphase)

=Phasen, zu deren Elution pH-Wert-Anderungen erforderlich
sind (z. B. Kationentauscher), moglicherweise

. problematisch, da nachteilige Beeinflussung der

S Chromatographie moglich




SPE Exchange Module (SEM):

zu optimierende Variablen: Kartuschentyp

| | "l
ﬂ } h Std.

. ‘f‘\ \ )
M\ A T /va\t J | N \x [

A
W o
BA I JRAN AVASIN AV

¥ C18

S AAN A A

GP

SH

MMKat.

MMARN.

Si



SPE Exchange Module (SEM):
zu optimierende Variablen: Kartuschentyp
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SPE Exchange Module (SEM):
zu optimierende Variablen: Elutionszeit
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SPE Exchange Module (SEM):
zu optimierende Variablen: Waschzeit

(C18, nicht endcapped)

Std.
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SPE Exchange Module (SEM):
zu optimierende Variablen: Waschzeit

(C18, endcapped)
E 100 pl Waschen
- \
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;:: uuﬁ\ !!!!!!

i - 750 pl Waschen
- B




SPE Exchange Module (SEM):
zu optimierende Variablen: Waschzeit
(C18, endcapped) - Monocrotalin
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SPE Exchange Module (SEM):
zu optimierende Variablen: Waschzeit / Waschlosung
(C18, endcapped)
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SPE Exchange Module (SEM):
zu optimierende Variablen: Waschzeit / Waschlosung
(C18, endcapped) - Monocrotalin

100 pl Waschen pH 10
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500 pl Waschen pH 10
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1000 pl Waschen pH 10
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Matrixprofile (Kamille)
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Matrixprofile (Kamille)
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Mehrfachinjektionen liber dieselbe SPE-Kartusche

1. Injektion

2. Injektion

3. Injektion

4. Injektion



Vergleich der Verfahren mit Offline- und Online-SPE
anhand zweier Referenzproben aus einem Proof-ACS-Ringversuch

v Chromatographische Trennung, Signalintensitaten und Matrixinterferenzen vergleichbar

Kamille Krauter-Mischung
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Vergleich der Verfahren mit Offline- und Online-SPE
anhand zweier Referenzproben aus einem Proof-ACS-Ringversuch

v’ Kamille- und Krauter-Teemischung, n=6, Kalibration tiber das Gesamtverfahren mit 5 Pkt. 10-300 pg/kg
v’ Mittelwerte der Ergebnisse und Wiederholprazisionen beider Verfahren vergleichbar
v’ z-Scores liegen in akzeptablem Bereich

Kamille
Analyt Mittelwert | RSD [%] rob. robuste z-Score, Z-Score,
[ng/kg] Mittel- Standard- | berechnet berechnet
wert abweich. | nach uber
RV RV [%0] Horwitz robuste
[ng/kg] Standard-
abweich.
Retrorsin-NOX 45 41 3,0 4,7 41,5 9,1 0,4 0,0 04 0,0
Seneciphyllin 41 36 2,6 3,7 34,8 23,7 0,8 0,1 03 0,0
Seneciphyllin- 66 63 3,4 7,9 69,2 18,8 -02 -04 -0,2 -0,3
NOX
Senecionin 71 64 3,9 5,0 50,3 17 1,9 1,3 1,2 0,8
Senecionin- 102 98 4,7 3,2 102,3 22,9 0,0 -0,2 0,0 -0,2
NOX

schwarze Werte: Offline-Verfahren, griine Werte: Online-Verfahren




Vergleich der Verfahren mit Offline- und Online-SPE
anhand zweier Referenzproben aus einem Proof-ACS-Ringversuch

Krauter-Teemischung

Analyt Mittelwert | RSD [%] | rob. robuste z-Score, Z-Score,
[na/kg] Mittel- Standard- | berechnet berechnet
AR\ wert abweich. nach Horwitz | Gber robuste
oA of RV RV [%] Standard-
[ng/kg] abweichung
Monocrotalin- 44 45 3,6 4,7 33,2 8,6 15 1,3 13 1.4
NOX
Retrorsin 222 239 35 7,2 1994 62,8 11 0,4 0,4 0,6
Retrorsin-NOX 161 155 15 6,3 118,5 25,5 1,6 1,7 1,7 1.4
Seneciphyllin- 44 41 6,0 7,2 55 22,7 -0,9 -0,5 -0,5 -0,6
NOX
Heliotrin-NOX 82 79 18 6,3 684 15,1 0,9 0,9 0,9 0,7
Senecionin 112 112 9,7 8,4 86,9 27,1 1,3 0,9 0,9 0,9
Senecionin- 59 52 10 11 345 8,5 3,2 2,9 2,9 2,1
e NOX
Lasiocarpin- 57 59 55 6,5 56,6 10,6 0,0 0,0 0,0 0,2
NOX

schwarze Werte: Offline-Verfahren, griine Werte: Online-Verfahren




s;m,?a;..""“ hedanktd ““k
* lanyuu a e kh:“g“
s 10 4l hmallhauat“’ )

UI&BI&S '

&%aﬁ ka .mel'cl mmumu 5“;

hn

5 zdzuek

ngua

v’an das Team des Fachbereichs Riickstinde und Kontaminanten
der Institut Kirchhoff Berlin GmbH

v“an Axel Semrau GmbH, insbesondere Marco Nestola, fiir die
applikative und technische Unterstitzung

v’an Sie fur lhre Aufmerksamkeit







