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und deren N-Oxiden
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Einleitung Ergebnisse

o ] . y . i B X|C of +MRM (54 pairs): 326.1/120.0 Da ID: Crotalin 326/120 from Sample 25 (P_53738-RPY2_Honigpulver) of 120926_Applica_RichtigkeitWdhPr... Max. 1.4e4 cps.
Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind sekundare Pflanzenmetabolite, die der Pflanze vor allem als

FraBBschutz dienen. Vornehmlich gehoren Pyrrolizidinalkaloid-haltige Pflanzen den s
Familien der KorbblUtler (Asteraceae), der Borretschgewachse (Boraginaceae) und der |
Hullsenfriichtler (Leguminosae) anl'l. In die Nahrungskette des Menschen gelangen sie
(ber Pollen und Honig oder in Extrakten und Olen in Naturheilmitteln oder neuartigen
Lebensmittelzutaten!?l.

Wahrend einige Insekten an PAs angepasst sind und sie in eigene FraBgifte umwandeln
konnen, wirken sie auf Saugetiere toxisch.

Insbesondere fur Pferde sind diese sekundaren
Pflanzenstoffe gefahrlich (Schweinsberger Krankheit),
aber auch beim Menschen sind akute Vergiftungen
(veno-occlusive disease) und chronische Schaden
bekannt: PAs sind hepatotoxisch und werden als
genotoxisch und kanzerogen betrachtet. Einen
Grenzwert gibt es fur medizinsche Produkte, nicht
jedoch flr Nahrungsmittel. Das BfR empfiehlt bei einer
chronische Exposition einen Grenzwert von 7 ng/kg
Korpergewicht!3l. Bei einem Erwachsenen mit 70 kg
Gewicht und einer taglichen Honigportion von 20 g
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Strukturell handelt es sich bei PAs um 1,2-Dehydropyrrolizidinester mit einem Necin- 50 85 40 45 50 85 60 65 70 75 80 8 90 95 100 105 110
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Grundgerust. Die Ester konnen als Mono-, Di- oder cyclische Ester auftreten. Honigpulver, mit 1ppb aufdotiert, Dilute&Shoot, auf Synergi Polar RP

Pyrrolizidinalkaloid-N-oxide (PANO) kdnnen im menschlichen Korper zu PA reduziert

werden und sind daher in die toxikologische Bewertung mit einzubeziehen. Das obige Chromatogramm zeigt ein typische Chromatogramm eines Standards.
Lediglich spat eluierende PA zeigen ein leichtes Tailing. Die Isomeren Senecionin-N-oxid

CH3 CH und Retrorsin sind basisliniengetrennt.
H3C\/ OH 3 Die Methodenentwicklung zeigte, dass Ole mit dem Dilute&Shoot-Ansatz gute
/ HO . .

Bestimmungsgrenzen erreichen. Die Honigmatrix zeigte groBere Variabilitat und je nach

Honig muss eine zusatzliche Aufreinigung tUber eine SPE-Kartusche erfolgen, um

befriedigende Bestimmungsgrenzen zu erreichen.

Die Bestimmungsgrenzen der folgenden Tabelle wurden im Rahmen einer Validierung

HO O durch eine 7fache Bestimmung in der Nahe der Nachweisgrenze ermittelt:
:"- HSC Analyt CAS-Nr LOQ [Hg/kg]
any Ol Honig Honig (SPE)
\ Crotalin 315-22-0 1 1 1
N N+ Crotalin-N-oxid 35337-98-5 1 10 1
Heliotrin Echimidin 520-68-3 1 1 1
T I N T O_ Echimidin-N-oxid 1 5 1
Heliotrin 303-33-3 1 1 1
Heliotrin-N-oxid 6209-65-0 1 0 1
Methode Lasiocarpin 303-34-4 1 1 1
Lasiocarpin-N-oxid 127-30-0 1 2 1
SPE-Aufarbeitung Dilute & Shoot Lycopsamin 10285-07-1 1 1 1
Retrorsin 480-54-6 1 2 1
10 g Probe 1 g Probe Retrorsin-N-Oxid 15503-86-3 1 5 1
l l Senecionin 130-01-8 1 1 1
. — Senecionin-N-oxid  13268-67-2 1 2 1
0.05 M Schwefelsaure / Methanol Essigsaure pH 3.3 / MeOH Seniciphyllin 480-81-9 - . .
llésen, zentrifugieren ldsen, bei Olen entfetten Seniciphyllin-N-oxid 38710-26-8 1 1 1
SPE-Kartusche: starker Kationentauscher Senkirkin 2318-18-50 o 1 2
l Die Wiederholprézision betragt im Konzentrationsbereich von 1 ug/kg fir die Matrix Ol 5-
einengen filtrieren 15%, far die Matrix Honig 5-20% bzw. 5-25% (SPE-Aufarbeitung).
l l Reale Proben sind vor allem mit Lycopsamin belastet, es treten aber auch Echimidin,
LC-MS/MS LC-MS/MS Senecionin, Seniciphyllin und Retrorsin auf. Die Summe der Pyrrolizidinalkaloide liegt bei
positiven Proben meist im Bereich von 5-25 pug/kg.
Es wurden zwei Aufarbeitungen getestet: ein einfacher Dilute & Shoot-Ansatz und eine
SPE-Aufarbeitung angelehniJ naéqh[“]. SC h I U Bfo I geru ng
FUr PA und PANO wurden je drei lonentubergange (MRM) optimiert. Die Messungen
wurden auf einer HPLC 1200 (Agilent Technologies, Waldbronn) mit einem Das hier vorgestellte Verfahren ermoglicht die Analytik von 16 Pyrrolizidinalkaloiden und
Massenspektrometer APl 4000 (ABSciex, Darmstadt) durchgefthrt. iIhrenN-Oxiden in einem Lauf innerhalb von 15 min im Bereich von 1 pug/kg. Da
Pyrrolizidinalkaloide auch in Blattsalaten, Krautertees und Milch enthalten sein konnen, ist
Saule Synergi Polar RP, 150x3mm, 5um (Phenomenex, eine Erweiterung der Methode auf diese Matrices in Planung.
Aschaffenburg)
Laufmittel MeOH, (NH,),CO,-Puffer pH 6, Gradientenprogramm
Fluss 600 pL/min _
Injektionsvolumen 20 pL the ratur
Temperatur 40 °C
[1] http://www.bfr.ound.de/cm/343/analytik-und-toxizitaet-von-pyrrolizidinalkaloiden.pdf (vom 11.8.11, Zugriff am 6.11.2012)
_ . _ , , _ _ _ _ [2] http://www.bfr.ound.de/cm/343/raffiniertes_echium_oel.pdf (2008/558/EG vom 27.6.2008, Zugriff am 6.11.2012)
Die Auswertung erfolgt tber die Wiederfindung einer aufdotierten Wiederfindungsprobe, [3] http://www.bfr.bund.de/cm/343/fragen-und-antworten-zu-pyrrolizidinalkaloiden-in-lebensmitteln.pdf (vom 3.2.12, Zugriff
da keine isotopenmarkierten Standards zur Verflugung stehen. am 6.11.2012)

[4] DUbecke, A., Beckh, G., Lillmann C. Food Add. Cont. 2011. p.348-358.
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