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Pyrrolizidinalkaloid-lsomere

Eine Herausforderung fiir die Analytik

Arne DUbecke, Cord LUllmann und Gudrun Beckh

Pyrrolizidinalkaloide (PA) wurden schon in den 1920er-Jahren in Zusammenhang mit der

bei Pferden nach Konsum von PA-haltigem Pflanzenmaterial auftretenden Schweinsber-

ger Krankheit (Seneziose) gebracht. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat bereits

1988 auf die potenziell krebserzeugende Wirkung von PA hingewiesen [1]. Daraufhin hat

das Bundesgesundheitsamt im Jahr 1992 Grenzwerte fir PA in phytopharmazeutischen
Produkten eingefihrt [2].
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Die Relevanz von PA fur Lebensmittel kris-
tallisierte sich allerdings erst zu Anfang
dieses Jahrtausends heraus. Wissenschaft-
ler der CSIRO (Commonwealth Scientific
and Industrial Research Organisation) in
Australien untersuchten insbesondere
Honig aus Gebieten mit groBen Bestan-
den an Natternkopf (Echium sp.), da der
Natternkopfin Australien zum damaligen
Zeitpunkt eine weit verbreitete Problem-
pflanze darstellte und der Transfer von
PA aus diesen Pflanzen in Honig und Pol-
len vermutet und schlieBlich auch belegt
wurde [3]. Der Startschuss fiir die Routine-
analytik im Lebensmittelbereich erfolgte
2007 durch eine Studie der niederlandi-
schen ,Netherlands Food and Consumer
Product Safety Authority” [4] zu PA in
Honig. Endgultig nahm das Thema dann
2008 durch die Publikation von Kempf et
al. [5] an Fahrt auf, ebenfalls zu PA in Ho-
nig. Die Ergebnisse der niederlandischen
Studie belegten das Vorkommen von PA
in 43 von 171 untersuchten Honigpro-
ben (25 %). Kempf et al. ermittelten in
19 von 216 Honigproben (8,8 %) aus Su-
permarkten PA, was z. T. auf die héhere
Bestimmungsgrenze der verwendeten GC-
MS-Methode zurtckzufihren war. Im Juli

2013 wurde schlieBlich Uber das Auftreten
von PA in Tee und Krautertee durch das
Bundesinstitut far Risikobewertung (BfR)
im Rahmen einer Stellungnahme berich-
tet [6].

Zur Analytik von PA

Aus analytischer Sicht stellen PA eine
groBe Herausforderung dar. Obwohl meh-
rere Hundert verschiedene PA bekannt
sind, waren noch vor gerade einmal 10
Jahren lediglich 8 Referenzsubstanzen
verfugbar. Die insbesondere fur die Ana-
lyse von Pflanzenmaterial, wie z. B. Tee
und Krautertee, unerlasslichen PA-N-
Oxide waren damals nicht erhéltlich. Dies
hat sich mittlerweile gedndert und so gibt
es nun knapp fanfzig kommerziell erhalt-
liche PA-Referenzen, wobei die Verflg-
barkeit einiger Substanzen jedoch stark
schwankt und nicht dauerhaft gewahrleis-
tet ist. Die Reinheit der Substanzen kann
zudem zwischen den verschiedenen Her-
stellern deutlich abweichen und ist auch
nicht immer hinreichend bestimmt.

Eine  weitere  Problematik  be-
steht in der strukturellen Ahnlichkeit
einiger PA. Insbesondere sind in diesem
Zusammenhang die Lycopsamin-ghnlichen
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PA aufgefallen, also Lycopsamin, In-
termedin, Indicin, (+)-Echinatin und
Rinderin (LycTypPA). Diese Substan-
zen besitzen die gleiche Masse und
weisen nur minimale strukturelle
Unterschiede auf (Diastereomere
bzw. Enantiomere), was die chro-
matographische Trennung haufig
erschwert.

BfR-Methode

Das BfR hat im Jahr 2014 eine Me-
thode zur Analyse von PA in Tee
veroffentlicht [7], die einen Um-
fang von 28 Parametern vorgibt.
Von den genannten LycTypPA sind
allerdings lediglich Lycopsamin und
Intermedin bzw. deren N-Oxide
(+)-Echinatin

sowie Rinderin und deren N-Oxide

enthalten. Indicin,
sind nicht enthalten. In der Praxis
steht man allerdings taglich vor
dem Problem, diese Parameter un-
terscheiden zu mussen, da der Han-
del sich an die Vorgaben des BfR
halt. Abbildung 1 veranschaulicht
die Herausforderung bei der Aus-
wertung von Chromatogrammen
aus der taglichen Routine.

Die vom BfR durchgefihrte Me-
thodenvalidierungsstudie [8] hat
gezeigt, dass insbesondere bei den
LycTypPA haufig vergleichsweise
hohe Abweichungen auftraten.
Dabei wurden im Rahmen dieser
Studie lediglich die beiden chro-
matographisch  vergleichsweise
gut trennbaren Isomere Lycops-
amin und Intermedin analysiert.
Die wesentlich problematische-
ren LycTypPA (+)-Echinatin, Indi-
cin und Rinderin konnten damals
mangels Verfugbarkeit zertifizier-
ten Referenzmaterials nicht in die
Untersuchung aufgenommen wer-
den. Aufgrund der unvollstandigen
chromatographischen Trennung
der LycTypPA haben auch Mulder
et al. [9] in der Studie fur die Eu-
ropean Food Safety Authority aus
dem Jahr 2015 Intermedin und In-
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Abb. 1 Durch Ubereinanderlegen der Chr&matogramme der Isomere wird schnell
klar, dass eine eindeutige Zuordnung der stark Uberlagerten LycTypPA-Peaks
nicht leicht ist. Insbesondere Indicin, Rinderin, Lycopsamin und (+)-Echinatin lie-
gen sehr dicht zusammen. Lediglich Intermedin l&sst sich vergleichsweise gut von
den anderen Isomeren abtrennen.

Indicin Intermedin

Rinderin

(+)-Echinatin

Abb. 2 Strukturformeln der LycTypPA Indicin, Intermedin, Lycopsamin, Rinderin
und (+)-Echinatin: Unterschiede in der Stereochemie liegen zum einen in den
Seitenketten (Necinsauren) sowie am Grundkodrper an C7 vor. Insbesondere die
Ausrichtung der OH-Gruppe an C7 beeinflusst das lonenverhaltnis bei der LC-MS/
MS-Messung.
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Intensitat

Handelslabore erhalten insbeson-
dere zu diesen Parametern Ruck-
fragen seitens ihrer Kunden, da
die Auswertung dieser Substanzen
nicht einheitlich vollzogen wird.
Dies ist auch nicht weiter ver-
wunderlich, denn die Retentions-
zeiten von 4 der 5 Isomere sind
unter Routinebedingungen sehr
ahnlich. Lediglich Intermedin lasst
sich gut von den anderen Isomeren
abtrennen. Die anderen 4 Substan-
zen Uberlagern sich stark. In Abbil-
dung 2 sind die Unterschiede der
verschiedenen Isomere dargestellt.
Dies betrifft zum einen die Orien-
tierung der OH-Gruppe an C7. Fur
Indicin, Intermedin und Lycops-
amin ist diese gleich, fur Rinderin
und (+)-Echinatin hingegen entge-
gengesetzt. Zum anderen sind un-

terschiedliche Necinsauren an C9

Abb. 3 Dargestellt sind die Intensitdten der Massentibergédnge ™/, 300 — 156

verestert, die sich ebenfalls in ih-
rer Stereochemie unterscheiden.

(schwarz), ™/, 300 — 120 (Rot) und ™/, 300 — 138 (griin). Indicin, Intermedin und
Lycopsamin zeigen Ubereinstimmende Intensitaten. Bei (+)-Echinatin und Rinde-
rin hingegen ist der Ubergang ™/, 300 — 138 der intensivste und der Ubergang

Lycopsamin und Echinatin sind mit
der (-)-Viridiflorinsaure verestert,

m/,300 — 156 hingegen der schwéchste.

dicin nicht separat, sondern als Lycops-
amin ausgewertet.

Der Grund fur erhéhte Abweichun-
gen durfte in vielen Fallen nicht nur an
einer unzureichenden Trennung der Iso-
mere liegen, sondern auch an einer un-
terschiedlichen Interpretation der Peaks.
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Intermedin und Rinderin mit der

(+)-Trachelanthinsdure und Indicin

mit der (-)-Trachelanthinsaure. Eine

Eingrenzung kann u. U. das Peak-
flachenverhaltnis ermoglichen. Zwar tre-
ten bei allen Isomeren die gleichen Frag-
mente auf, jedoch unterscheiden sich die
Intensitaten der Fragmente (lonenverhalt-
nisse) von (+)-Echinatin und Rinderin von
denen von Lycopsamin, Indicin und Inter-
medin (Abb. 3).

Esistjedoch meist nichtimmereindeutig
erkennbar, ob nur die eine Substanz oder
mehrere LycTypPA Ubereinanderliegen.
GemafB SANTE/11945/2015 [10] darf das
lonenverhaltnis nicht mehr als £30 % von
der Referenz abweichen, ist dies doch der
Fall, wird davon ausgegangen, dass es sich
nicht um die gesuchte Substanz handelt.
Das SANTE-Dokument bezieht sich aller-
dings auf Pestizide, jedoch wird diese He-
rangehensweise allgemein auch fur PA als
anwendbar erachtet. Bei Uberlagerung
zweier Isomere hingegen kann das lo-
nenverhaltnis deutlich abweichen, sodass
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der Peak gemaB SANTE nicht quantifi-
ziert warde. Ein darunterliegender Peak
eines bekannten PA wirde dann u. U. ig-
noriert werden. Da in Tee und insbeson-
dere auch in Honig aber haufig mehrere
Isomere gleichzeitig auftreten, stellt sich
hier im Laboralltag die Frage, wie mit die-
ser Situation umgegangen werden sollte.

Dazu folgendes Szenario. Es tritt ein
Isomer auf, woflr kein Referenzmaterial
verfligbar ist (z. B. Rinderin), das aber ein
anderes Isomer Uberdeckt, woflr es ei-
nen Standard gibt (z. B. Lycopsamin). Das
Routinelabor steht nun vor der Schwie-
rigkeit der Auswertung dieses Peaks. Die
Peaks Uberlagern sich stark und die Mas-
senlbergange sind gleich, lediglich die lo-
nenverhaltnisse unterscheiden sich mehr
oder weniger, je nach Mischungsverhalt-
nis der beiden Isomere.

Wertet man den Peak mit dem vor-
handenen (Lycopsamin-)Standard aus,
riskiert man aufgrund unterschiedlicher
lonenverhéaltnisse einen systematischen
Fehler. Oder man ignoriert den Peak ein-
fach, wenn die lonenverhéltnisse ausrei-
chend deutlich voneinander abweichen.
NatUrlich besteht durchaus die Wahr-
scheinlichkeit, dass Lycopsamin darunter
liegen kénnte und dann ebenfalls igno-
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riert wirde. Sicherlich sind dies auch pro-
blematische Falle aus Sicht der Lebensmit-
tellberwachung.

Abgesehen vom Bedarf an Referenz-
substanzen und der Verbesserung der
chromatographischen Auflésung unter
Routinebedingungen, wére zudem ein
Konsens zwischen den Laboren (amtliche
und private Labore gleichermafBen) zur In-
terpretation in Fallen von Uberlagerun-
gen der Isomere hilfreich, der insbeson-
dere dem Vorkommen von LycTypPA, die
nicht im BfR-28-Umfang enthalten sind,
Rechnung trédgt und somit Abweichungen
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mintermedin
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Lycosamin = Echinatin  mRinderin

je Kilogramm Kérpergewicht- auf-
zunehmen. Eine 60 kg schwere
Person sollte also nicht mehr als
0,42 ug PA taglich zu sich neh-
men. Der Auswertung durch die
Testmagazine wird i. d. R. ein Ver-
zehr von 4 Tassen (Krauter-)Tee
(aus je 2 Gramm Tee) pro Tag bzw.
20 Gramm Honig (entsprechend
einer Portionspackung) zugrunde
gelegt. Daraus ergibt sich schlief3-
lich ein Gehalt von maximal ca.
50 pg/kg PA in Tee oder Krautertee
sowie 21 pg/kg in Honig.

Es kommt jedoch recht hau-

fig vor, dass Proben ausschlieB3-

Abb. 4 Ubersicht Uber die Haufigkeiten der verschiedenen LycTypPA in den Korb-  lich verschiedene LycTypPA enthal-

blatlern (Asteraceae) und Raublattgewachsen (Boraginaceae)

Y) BfR: Analyten
(z. B. Intermedin
und Lycopsamin),
die nicht massen-
spektrometrisch
unterschieden
werden konnen,
miissen chromato-
graphisch getrennt

vorliegen. {{

aufgrund unterschiedlicher Auswertung
zwischen Laboren zu minimieren hilft.
Bei vergleichsweise selten auftretenden
Ruckstanden kédnnte man argumentieren,
dass sich der Aufwand nicht lohne, PA hin-
gegen treten jedoch sehr haufig auf. Ein
Uberlagerndes LycTypPA nicht auszuwer-
ten, obwohl bekannt ist, dass es sich um
ein LycTypPA handelt, lasst sich mitunter
auch nur schwer kommunizieren.

Das BfR hat ja bereits verschiedene Me-
thoden zur PA-Analytik veroffentlicht.
Darin steht u. a., dass Analyten, die nicht
massenspektrometrisch  unterschieden
werden kénnen, chromatographisch ge-
trennt vorliegen missen (z. B. Intermedin
und Lycopsamin). Wie bereits erwahnt,
sind dies die beiden LycTypPA, die sich ver-
gleichsweise gut trennen lassen. Ergan-
zende Worte zum Umgang mit der Uber-
lagerung weiterer LycTypPA, die nicht im
BfR-28-Umfang enthalten sind aber na-
tarlich trotzdem vorkommen, wéren hier
winschenswert.

Sowohl PA in Tee als auch in Honig
waren bereits wiederholt im Fokus ver-
schiedener Testmagazine. Diese basieren
ihre Auswertung auf die Empfehlung des
BfR, taglich nicht mehr als 0,007 pg PA

ten, die sich im Chromatogramm

Uberlagern und entsprechend
problematisch auszuwerten sind. Die
Folge sind mitunter deutlich abweichende
Ergebnisse zwischen verschiedenen La-
boren, was nattrlich massive Auswir-
kungen auf das Urteil des Testmagazins
haben kann, abhangig davon, wie das
beauftragte Labor die Proben ausgewer-
tet hat. Die Zeitschrift Okotest hat z. B.
in einem Honigtest Produkte bereits bei
einer Ausschépfung von 50-100 % der
vom BfR empfohlenen taglichen Hochst-
menge um zwei Schulnoten abgewertet,
bei Uberschreitung sogar um vier [11].

Neben den Fragen, die durch die Ana-
lytik aufgeworfen werden, stellen insbe-
sondere die Tee- und Honigproduzenten
die Frage nach dem Ursprung dieser Sub-
stanzen.

Laut Smith & Culvenor [12] enthal-
ten ca. 3 % der Bluhpflanzen bzw. schat-
zungsweise mehr als 6000 Pflanzenarten
weltweit PA. Eine vollumféngliche Liste
aller PA-haltigen Pflanzen existiert aller-
dings nicht. Eine Ubersicht der Haufigkeit
der verschiedenen LycTypPA in verschie-
denen Pflanzenfamilien ist in Abbildung
4 dargestellt. Als Datengrundlage wurde
[13] herangezogen.

LycTypPA treten in einigen Gattungen
der Familie der KorbblUtler (Asteraceae)
auf und sind zudem in der Familie der
Raublattgewachse (Boraginaceae) weit
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Tab. 1 Ubersicht des Vorkommens von PA in verschiedenen Pflanzengattungen bzw. -arten basierend auf Hartmann et al. (1995)

Pflanzengattung/art Anzahl unter- | Indicin Intermedin Lycopsamin | Echinatin Rinderin
suchter Arten
Apocynaceae
Parsonsia sp. 2 X
Asteraceae
Adenostemma sp. 2 X
Ageratum conyzoides L. 1 X
Chromolaena odorata 1 X
King & Robinson
Conoclinium coelestinum (L.) DC 1 X
Eupatorium sp. 15 X X X X
Liatris punctata Hook 1 X
Trichogonia gardneri A. Grey 1 X
Boraginaceae
Amesickia sp. 17 X
Anchusa sp. 2 -
Asperugo procumbens L. 1 X
Borago officinalis L. 1 X
Cerinthe minor L. 1 X
Cryptantha sp. 8 X
Cynoglossum sp. 6 X
Echium vulgare L. 1 X
Heliotropium sp. 10 X X X X
Lappula glochidiata Brand 1 X
Lindelofia sp. 5 X
Lithosperum erythrorhizon Sieb. & Zuccharini 1 X
Mertensia sp. 2
Messerschmidia sibirica 1
Moltikiopsis ciliata (Forsk.) I.M. Johnston 1 X
Neatostema apulum (L.) .M. Johnston 1
Paracynoglossum imeretinum (Kusnez.) Pop. 1 X
Rindera sp. 5 X X
Solenanthus sp. 4 X X
Symphytum sp. 10 X X
Trichodesma africanum sp. 1 X

verbreitet. Vergleichsweise selten treten
LycTypPA in der Familie der Hundsgiftge-
wachse (Apocynaceae) auf. In einer neu-
eren Studie von Burzynski et al. [14] wur-
den allerdings LycTypPA in zwei weiteren
Arten gefunden (Echites umbellatus und
Parsonsia oligantha), die ebenfalls zur Fa-
milie der Apocynaceaea gehoren.

In PA-haltigen Pflanzen der Familie der
Asteraceae treten vornehmlich Rinderin

DLR | Mai 2017 €K

(32 %), Lycopsamin (22 %), (+)-Echinatin
(21 %) und Intermedin (18 %) und zu ei-
nem geringeren Anteil Indicin (7 %) auf.
Bei den Boraginaceae dominieren Lycops-
amin (34 %), Intermedin (31%) sowie
(+)-Echinatin (27 %). Rinderin und Indi-
cin treten mit jeweils 4 % vergleichsweise
selten auf. In Tabelle 1 ist eine Ubersicht
der Pflanzengattungen und -arten sowie
die darin vorkommenden Isomere darge-
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Y) Pyrrolizidin-
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an die Analytik auf-
grund ihrer Struk-
turvielfalt hohe
Anforderungen. {{
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stellt (zusammengestellt aus [13]). Diese
Liste soll einen ersten Anhaltspunkt ge-
ben, welche Pflanzen potenziell fur die
Kontamination von (Krauter-)Tee und Ho-
nig mit den LycTypPA infrage kommen
kénnen, erhebt aber keinen Anspruch auf
Vollstandigkeit.

Fazit

Die funf erwahnten LycTypPA sind je-
doch nicht die einzigen PA, die beson-
ders hohe Anforderungen an die Analytik
stellen. So sind z. B. Senecionin/Integerri-
min sowie deren N-Oxide ebenfalls haufig
auftretende Isomere, deren chromato-
graphische Trennung unter Routinebe-
dingungen schwierig ist. Bei der Vielzahl
verschiedener existierender PA-Struktu-
ren ist es sehr wahrscheinlich, dass die-
ses Thema auch noch in Zukunft relevant
bleiben wird. Umso wichtiger ist hier eine
klare Vorgabe zur Handhabung solcher
Falle, die z. B. durch das BfR im Rahmen
weiterer Methodenvalidierungsstudien
definiert werden kénnte.
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