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1. Anwendungsbereich

Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind sekundare Pflanzenstoffwechselprodukte, denen karzinogene
und genotoxische Eigenschaften zugeschrieben werden. Derzeit sind etwa 600 dieser Ver-
bindungen bekannt, die hauptsachlich in den Pflanzengattungen der Boraginaceae, Astera-
ceae und Fabaceae gebildet werden. Auf Grund der weltweiten Verbreitung dieser Pflanzen,
kann es leicht zu Kontaminationen von pflanzlichen Lebens- und Genussmitteln, Phytophar-
maka oder auch tierischen Futtermitteln kommen (EFSA Panel on Contaminants in the Food
Chain (CONTAM) 2011).

Die Methode beschreibt die Bestimmung folgender Pyrrolizidinalkaloiden in Pflanzenmateral:
Senecionin (Sc), Senecionin-N-oxid (ScN), Seneciphyllin (Sp), Seneciphyllin-N-oxid (SpN),
Senecivernin (Sv), Senecivernin-N-Oxid (SvN), Monocrotalin (Mc), Monocrotalin-N-oxid
(McN), Retrorsin (Re), Heliotrin (Hn), Heliotrin-N-oxid (HnN), Trichodesmin (Td), Retrorsin-N-
oxid (ReN), Echimidin (Em), Echimidin-N-Oxid (EmN), Intermedin (Im), Intermedin-N-Oxid
(ImN), Lycopsamin (La), Lycopsamin-N-Oxid (LaN), Europin (Eu), Europin-N-Oxid (EuN),
Erucifolin (Er), Erucifolin-N-Oxid (ErN), Jacobin (Jb), Jacobin-N-Oxid (JbN), Senkirkin (Sk),
Lasiocarpin (Lc) und Lasiocarpin-N-Oxid (LcN). Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen,
die wahrend der in-house Validierung bestimmt wurden, befinden sich im Anhang (8.1) in
Tabelle 3.

2. Kurzbeschreibung

Die PA werden aus dem Pflanzenmaterial mittels schwefelsaurem Wasser unter Verwen-
dung eines Ultraschallbads zweifach extrahiert. Die Proben werden anschlieend zentrifu-
giert. Ein Aliquot des Uberstands wird zur Festphasenextraktion (SPE) unter Verwendung
von C-18-Materialien eingesetzt. Nach methanolischer Elution der PA, wird das Eluat zur
Trockne gebracht und wieder in Methanol/Wasser (HPLC-Anfangsbedingungen) aufgenom-
men.

Zur chromatographischen Trennung wird eine RP18-HPLC-S&ule mit einem binaren Gra-
dienten verwendet. Die Analyten werden mittels Triple Stage Quadrupole Massenspektro-
metrie detektiert. Die Konzentration der Pyrrolizidinalkaloide wird Uber eine Matrix-
Standardreihe (Matrix-Matched-Calibration) bestimmt.

3. Chemikalien und Lésungen

3.1 Allgemein

Hinweis: Die in dieser Methode vorgesehenen Arbeiten mit gesundheitsschadlichen
Chemikalien sind unter geeigneten Vorsichts- und Schutzmalnahmen, wie
Vermeidung des Hautkontaktes und Benutzung des Abzuges durchzufihren.
Soweit nicht anders angegeben, sind analysenreine Chemikalien und fir die
HPLC-MS/MS geeignete Losungsmittel zu verwenden. Das verwendete Wasser
muss in Glasgeraten destilliert oder entmineralisiert bzw. von entsprechender
Reinheit sein.

3.2 Chemikalien

3.2.1  Senecionin (Sc)
3.2.2 Senecionin-N-oxid (ScN)
3.2.3 Seneciphyllin (Sp)
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3.24
3.2.5
3.2.6
3.2.7
3.2.8
3.2.9
3.2.10
3.2.11
3.2.12
3.2.13
3.2.14
3.2.15
3.2.16
3.2.17
3.2.18

3.2.19
3.2.20
3.2.21
3.2.22
3.2.23
3.2.24
3.2.25
3.2.26
3.2.27
3.2.28

3.2.29
3.2.30
3.2.31
3.2.32
3.2.33
3.2.34

Seneciphyllin-N-oxid
Monocrotalin
Monocrotalin-N-oxid
Retrorsin

Heliotrin
Heliotrin-N-oxid
Trichodesmin
Retrorsin-N-oxid
Echimidin
Intermedin
Lycopsamin
Senkirkin
Lasiocarpin
Lasiocarpin-N-oxid
Europin-N-Oxid
Europinhydrochlorid
Echimidin-N-oxid
Erucifolin
Erucifolin-N-Oxid
Intermedin-N-Oxid
Jacobin
Jacobin-N-Oxid
Lycopsamin-N-Oxid
Senecivernin

Senecivernin-N-Oxid

Ameisensaure 98 — 100%, z.B. Sigma-Aldrich

Methanol (MeOH), LC-MS Qualitat, z.B. Merck LiChrosolv®
Schwefelsaure 98%, z.B. Merck

Ammoniak 32%, z.B. Merck
Ammoniumformiat, LC-MS Qualitat, z.B. Fluka

Acetonitril, z.B. Merck LiChrosolv®

3.3 LoOsungen

3.3.1

3.3.2

Extraktionsmittel:

Zur Herstellung des Extraktionsmittels werden 2,665 ml H,SO,4 (3.2.31) mit Wasser
auf 1 L aufgeflllt. Die Endkonzentration der Lésung betragt 0,05 M.

Ammoniakalische Lésung zur Neutralisation

Zur Herstellung der ammoniakalischen Lésung zur Neutralisation werden

5 ml Ammoniak (3.2.32) mit Wasser auf 25 ml aufgefulit.
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3.3.3

3.34

3.3.5

2,5% Ammoniak in Methanol (zur SPE-Elution fir Schwarz-/Griintee)

Zur Herstellung der ammoniakalischen Methanol-Losung werden 7,8 ml 32% Ammo-
niak mit Methanol auf 100 ml aufgefillt. Die Losung ist arbeitstaglich frisch anzuset-
zen.

Eluenten fir die Chromatographie:
. Eluent A:

315 mg Ammoniumformiat (3.2.33) werden in 5 ml Wasser gel6st, 1 ml Ameisensaure
(3.2.29) wird hinzugefiigt und mit Wasser auf 1 L aufgefllit.

= Eluent B:

315 mg Ammoniumformiat (3.2.33) werden in 5 ml Wasser gel6st, 1 ml Ameisensaure
(3.2.29) wird hinzugefiigt und mit Methanol (3.2.30) auf 1 L aufgefillit.

Standardldsung zur Kalibration
= Stammldsung (0,1 mg/ml):

Zur Herstellung einer Stammlésung wird 1 mg eines Pyrrolizidinalkaloidstandards auf
einer Prazisionswaage (4.4) eingewogen und mit Acetonitril (3.2.34) im Messkolben
auf 10 ml augefullt. Die Konzentration der Stammlésung betragt 0,1 mg/ml.

= Standard-Arbeitslosung 1 pg/ml (PA-Mix)

Fir die Standard-Arbeitslosung werden jeweilige Volumina der einzelnen PA-
Stammlésung (0,1 mg/ml) in ein Messkolben pipettiert und mit Acetonitril (3.2.34) bis
zur Messmarke aufgefillt, sodass man eine Konzentration von 1 ug/ml PA erhalt.

. Herstellung der Matrix-Standardreihe (Matrix matched standard - MMS)

Fir die Kompensation eventuell auftretender Matrixeffekte wird eine Matrix-
Standardreihe (MMS) verwendet. Um hierbei die gleiche Matrixstarke in der Kalibrati-
on wie in den Proben zu erreichen, wird ein Blank-Pflanzenmaterial in gleicher Weise
wie die Proben aufgearbeitet (Kapitel 5). Um ausreichend Blank-Matrix-Extrakt fur die
Herstellung der MMS zu erhalten, werden zweimal 10 ml des neutralisierten Blank-
Extraktes (5.2) mittels SPE aufgereinigt. Dies ergibt 2 ml rekonstituierten Blankextrakt
zur Herstellung der MMS. Die MMS Level werden, wie in Tabelle 1 beschrieben, pi-
pettiert.

Tabelle 1: Schema zur Herstellung der MMS

Konzentration | Konzentration Aliquot Aliguot Aliguot entnommen
der Matrix- in der Probe entnommen Volumen aus Blank PM-Extrakt
Kalibration aus

ng/ml pg/kg ] ]
MMS_1 5,0 10,0 MMS_5 20 280
MMS_2 10,0 20,0 MMS_8 20 280
MMS_3 25,0 50,0 MMS_8 20 100
MMS 4 50,0 100,0 PA-Mix 10 100
MMS_5 75,0 150,0 PA-Mix 15 185
MMS_6 100.0 200,0 PA-Mix 20 180
MMS_7 125,0 250,0 PA-Mix 25 175
MMS_8 150,0 300,0 PA-Mix 60 340
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4. Geréate

4.1 Allgemein

Neben der normalen Laborausriistung werden folgende Gerate verwendet:

4.2 Muhle

4.3  diverse Kolbenhubpipetten, Mehrfachdispenser, z.B. Fa. Brand
4.4 Prazisionswaage, Genauigkeit: 0,0001 g

4.5 Zentrifuge fiur 50 ml Zentrifugengefale, 5000 x g

4.6 Ultraschallbad

4.7 Uberkopfschuttler, z.B. Heidolph

4.8 Reagensglasschiittler, z.B. Fa. Vortex

4.9 Verdampfungsstation, z.B. TurboVap

4.10 Zentrifugengefal® 50 ml

4,11 Reagenzglaser 15 mi

412 Messkolben, 10 und 20 ml

4.13 Faltenfilter, z.B. Munktell

4.14 SPE-Kartuschen: DSC-C18 SPE (Supelco), 500 mg, 6ml

4.15 SPE-Vakuumkammer

4.16 Filter 0,2 um, z.B. VWR Zentrifugalfilter 0,5 ml, modifizierter Nylonmembran
4.17 HPLC-Probenvials 2 ml

4,18 Glasinserts, 250 ul konisch fur 2 ml Probenvials

4,19 LC-Saule, z.B. Fa. Thermo, Hypersil Gold® C18; 150 x 2,1 mm; 1,9 ym
420 LC-MS/MS System
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5. Durchfuhrung

5.1 Probenvorbereitung (Mahlen des Pflanzenmaterials)

Um fir die Gesamtprobe reprasentative Analysenergebnisse zu erhalten, wird diese vor der
Analyse auf eine einheitliche Partikelgrof3e gebracht und homogenisiert. Dazu wird die ge-
samte Probe portionsweise mit Trockeneis gemischt (im Verhaltnis 2:1), auf eine Korngrofie
von 0,5 mm gemahlen (4.2) und anschlieBend homogenisiert, z. B. durch Schiitteln im Uber-
kopfschuttler (4.7): Alternativ zur Verwendung von Trockeneis (sehr gleichmafige Vermah-
lung aufgrund von Scherkraften und Porositat des gekuhlten Probenmaterials) kann auch auf
eine KorngréfRe von 0,25 mm gemahlen werden, sofern die Probe dabei nicht malfigeblich
erhitzt wird.

Sollte weder das Mahlen auf 0,5 mm Korngrofie mit Trockeneis noch das Mahlen auf
0,25 mm Korngroflie méglich sein, so kann eine im Vergleich zu 5.2 erh6hte Menge von min-
destens 10 g der auf 0,5 mm KorngréRe gemahlenen Probe eingewogen werden. Das ver-
wendete Volumen an Extraktionsldsungsmittel muss entsprechend erhoht werden, damit das
Verhaltnis von Einwaage zu Extraktionslésungsmittel gleich bleibt.

5.2 Extraktion

Fur die Extraktion werden 2,0 = 0,1 g Pflanzenmaterial in ein geeignetes Zentrifugengefaf’
(4.10) eingewogen.

1. Extraktion Auf die komplette Probe werden 20 ml der 0,05 M H,SO,4 (3.3.1) ge-
geben. Dabei muss darauf geachtet werden, dass das komplette Pro-
benmaterial mit dem L&sungsmittel benetzt ist. Die Extraktion wird
dann fir 15 min bei Raumtemperatur in einem Ultraschallbad (4.6)
durchfihrt.

Zentrifugation Die Probe wird fur 10 min = 2 min mit 3800 x g zentrifugiert (4.5). Der
Uberstand (Extrakt 1) wird in ein geeignetes sauberes Gefall Uberge-
fuhrt. Der Rickstand wird fur eine zweite Extraktion verwendet.

2. Extraktion Auf die bereits extrahierte Probe werden erneut 20 ml der 0,05 M
H,SO, (3.3.1) gegeben und das Pflanzenmaterial wird durch Schitteln
(gegebenenfalls durch Rihren) im Extraktionsmittel vollstandig sus-
pendiert. AnschlieRend wird erneut fir 15 min bei Raumtemperatur im
Ultraschallbad extrahiert.

Zentrifugation Die Probe wird erneut unter den oben genannten Bedingungen zentri-
fugiert. Der Uberstand wird mit dem ersten Extrakt vereinigt.

Neutralisation Die vereinigten Extrakte werden mit der NH3-Losung (3.3.2) auf pH 6-7
eingestellt. Die pH-Wert-Kontrolle erfolgt mit Indikatorstébchen. In der
Regel werden ca. 500 pl bis 1000 ul der NH;-Lésung benétigt.

Der neutralisierte Gesamtextrakt wird Uiber einen Papierfilter filtriert. Ein Aliquot des Filtrates
wird fir die SPE verwendet. Sollte das Filtrat noch grofiere Mengen an Partikeln enthalten,
kann dieses zusatzlich zentrifugiert werden um ein Verstopfen der SPE-Kartuschen zu ver-
hindern.
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SPE
Die SPE wird mit Hilfe einer Vakuumkammer (4.15) durchgefiihrt.

Konditionierungsschritt 1: 5 ml Methanol (3.2.30)

Konditionierungsschritt 2: 5 ml Wasser

Probenaufgabe 10 ml Probe

Waschschritt 2 x 5 ml Wasser

Trocknung 5 - 10 min (hierbei Vakuum anlegen)
2 x 5 ml Methanol (3.2.30) bzw.

Elution: im Fall von Griin- und Schwarztee:

2 x 5 ml ammoniakalisches Methanol (3.3.3)

Im Anschluss wird das Eluat unter Stickstoffstrom bei 50 °C £ 5 °C zur Trockne gebracht.

5.3 Rekonstitution der Probe

Der Riickstand wird in 1 ml Methanol/Wasser (5/95, v/v) aufgenommen und durch Schitteln
auf dem Reagensglasschuttler (4.8) gelost.

Die Probe wird durch einen geeigneten Filter mit einer Porengrée von 0,2 um filtriert (4.16).
Falls ein Zentrifugalfilter verwendet wird, werden 500 pl der Probe bei 20000 x g flr 10 min
zentrifugiert. 200 pl des Filtrats werden zur Messung in ein HPLC-Vial (4.17) mit Glasinsert
(4.18) Uberfuhrt.

6. HPLC-MS/MS

6.1 Chromatographische Trennung

Die Messungen kdnnen mit verschiedenen Hochleistungsfllissigkeitschromatographen
(HPLC) und Trennsaulen durchgeflhrt werden. Die chromatographischen Bedingungen kdn-
nen frei gewahlt werden. Die akzeptable Mindestretentionszeit betragt das Doppelte der Re-
tentionszeit flr das Totvolumen der Saule. Analyten, die nicht massenspektrometrisch unter-
schieden werden kdnnen, mussen chromatographisch getrennt vorliegen (z.B. Intermedin
und Lycopsamin). Die im Anhang (8.1) aufgeflihrten Bedingungen unter Verwendung einer
C18-Saule (4.19) und den unter 3.3.4 angegebenen FlieBmitteln haben sich in Vorversuchen
als geeignet erwiesen, sind jedoch nur als Beispiel zu verstehen.

6.2 MS-Bedingungen

Die Messungen konnen mit MS/MS-Geraten verschiedener Hersteller durchgeflihrt werden.
Im Anhang (8.1) sind beispielhaft die geratespezifischen Bedingungen eines Messsysteme
aufgefuhrt, die sich in Vorversuchen als geeignet erwiesen haben.

Hinweis: Fur den qualitativen Nachweis sowie fur die Quantifizierung ist es erforderlich,
das pro Analyt mindestens zwei substanzspezifische Ubergange detektiert und
ausgegeben werden.
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6.3 Messung

Fur die quantitative Analyse werden folgende Kriterien festgelegt.

= Injektion:

Alle Proben und Matrix-Standards (MMS) werden doppelt injiziert, um die Wieder-
holbarkeit der MS-Detektion sowie einen mdéglichen Responsedrift innerhalb der
Sequenz zu prifen.

" Sequenz

Fir die Bestimmung von der Pyrrolizidinalkaloide wird die folgende Reihenfolge
der Analysen in einer Sequenz festgelegt.

Kalibrationslésungen (5 — 150 ng/ml)

Lésungsmittelblindwert

Proben (erste Injektion)

Losungsmittelblindwert

Kalibrationslésungen (5 — 150 ng/ml)

Ldsungsmittelblindwert

Proben (zweite Injektion)

NoO oAb

7. Berechnungen

Die quantitative Bestimmung erfolgt mittels einer Matrix-Standardreihe (MMS). Die Berech-
nung erfolgt durch Einsetzen der Peakflachen der Proben in die Kalibrierfunktion.

7.1 Kalibrierfunktion
Gleichung 1: Kalibrierfunktion

foy=y=ax+b

Legende:

y Flache unter dem Peak des Zielanalyten
a Steigung der Kalibrierfunktion

X Konzentration des Zielanalyten [ng/ml] = R (Massenkonzentration)
b Achsenabschnitt der Kalibrierfunktion
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7.2 Quantifizierung
Gleichung 2: Berechnung des Gehaltes an PA (Analysengleichung)

Gehalt PA = g x DF = {(y—b)xl} X r:]/Ex”ak‘ x—1 X Vo ate

a Einwaage VAuftrag
Legende:
i Massenkonzentration [ng/ml]
DF Umrechnungsfaktor von ng/ml auf ug/kg
y Peakflache des Zielanalyten
b Achsenabschnitt aus Matrixkalibrierung
a Steigung aus Matrixkalibrierung
VExtrakt Volumen des Extraktionsmittels [ml]
MEinwaage Masse der eingewogenen Probe [g]
V auftrag Volumen des auf die SPE aufgetragenen Extrakts [ml]
Vprobe Endvolumen der Probe [ml]

7.3 Angabe der Ergebnisse

Die Angabe der Ergebnisse erfolgt in ug/kg mit zwei signifikanten Nachkommastellen. Zur
Umrechung der Konzentration in der Messlosung in ng/ml in die Konzentration im Pflanzen-
material in pg/kg liegt bei Einhaltung des unter Kapitel 5 beschriebenen Probenaufarbei-
tungsverfahrens der Faktor bei 2.

Referenzen

DIN ISO 32645. (1994) Chemical Analsysis; Decision limit, Detection limit and determination
limit, Estimation in case of repeatability, terms, methods, evaluation. Deutsches
Institut fur Normung DIN.

EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain (CONTAM). (2011) Scientific Opinion on
Pyrrolizidine alkaloids in food and feed. The EFSA Journal 9, 1-135
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8. Anhang
8.1 LC-MS/MS Messung
LC-MS/MS System bestehend aus

Triple-Quadrupole-Massenspektrometer (z. B. Thermo TSQ Vantage)
HPLC-Anlage HPLC-Pumpe (z. B. Thermo Accela 1250)

Degasser

Autosampler (z. B. CTC Analytics PAL ATS MYX)
Saulenofen (z. B. MayLab MistraSwitch)

HPLC-Einstellungen

Eluent A siehe 3.3.4

Eluent B siehe 3.3.4

Temperatur Saule 40 °C

Flussrate 300 pl/min

Injektionsvolumen 10 uL

Saule z. B. Thermo Hypersil Gold C18; 150 x 2,1 mm, 1,9 um

Gesamtlaufzeit 15 Minuten

Gradient Zeit [min] % A % B
0,0 95 5
0,5 95 5
7,0 50 50
7,5 20 80
7,6 0 100
9,0 0 100
9,1 95 5
15,0 95 5

MS-Geréteeinstellungen

lonisation Elektrospray positiv (ESI +)

lon Spray Voltage [V] 4000 (positive polarity)

Capillary Temperature [°C] 275

Vaporizer Temperature [°C] 350

Sheath Gas Pressure [psi] 45.0

lon Sweep Gas Pressure [psi] 2.0

Aux Valve Flow 10

Substanzspezifische Parameter

Die Analyten werden durch Selected Reaction Monitoring (SRM) detektiert. Zur Identifikation
wurden drei spezifische Ubergénge auf drei Tochterionen (Fragmentionen) gewahlt. Die ent-
sprechenden Ubergéange und die Kollisionsenergie (CE) sind Tabelle 2 zu entnehmen.
Ebenso ist dort die unter den beschriebenen Bedingungen vorliegende Retentionszeit jedes

Analyten aufgeflihrt.
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Tabelle 2: Substanzspezifische Parameter der LC-MS/MS Methode

K : Vorlauferion o e Fragmention | CE | Retentionszeit
urzbezeichnung Spannung )

(amu) V) (amu) V) (min)

Mc 326,2 129 120,1 36 4,25
1941 29
280,2 23

Er 350,2 110 120,3 32 4,87
138,1 30
136,3 32

McN 342,1 90 118,3 37 4,99
120,2 34
136,2 37

ErN 366,1 129 136,1 30 5,16
120,1 33
118,1 34

Jb 352,1 120 120,1 36 5,25
155,2 29
280,1 22

Im 300,1 112 120,2 24 5,40
138,3 18
156,3 28

Eu 330,1 89 138,1 20 5,34
156,2 28
2541 16

JbN 368,1 110 120,1 32 5,51
296,1 23
324,0 26

EuN 346,1 91 111,2 41 5,63
1721 31
328,1 37

La 300,1 112 138,3 18 5,53
112 156,3 28
156,3 28

ImN 316,1 95 111,2 37 5,91
138,1 26
172,1 26

LaN 316,1 95 111,2 37 6,02
95 138,1 26
1721 26

Re 352,2 120 120,3 36 7,54
138,3 28
324,2 27

Td 354,2 109 120,3 35 6,37
2223 28
308,3 22
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S-Lens

Kurzbezeichnung Vorlauferion Spannung Fragmention | CE Retentipnszeit

(amu) V) (amu) (V) (min)

ReN 368,2 110 136,2 31 6,41
118,2 29
120,1 32

Sp 334,2 100 120,3 26 6,56
138,4 26
306,2 26

Hn 314,2 91 138,3 19 6,72
156,3 28
120,3 32

SpN 350,2 110 118,2 36 6,79
136,3 32
120,3 32

HNnN 330,2 110 136,1 30 7,03
172,1 26
111,2 39

Sv 336,2 135 120,2 27 7,26
138,2 27
308,2 26

Sc 336,2 135 120,2 27 7,33
138,2 27
308,2 26

SvN 3521 110 118,1 30 7,42
120,1 36
136,3 27

ScN 352,2 110 118,1 30 7,54
120,1 36
136,3 27

Em 398,2 112 120,3 21 8,02
112 220,3 14
336,2 16

EmN 414,2 129 2541 32 8,01
352,1 27
396,2 24

Sk 366,2 106 150,3 24 8,19
168,2 28
122,3 31

Lc 412,2 94 120,2 30 8,99
336,3 17
220,2 18

LcN 428,1 110 136,1 33 9,33
253,9 27
352,3 21
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Bestimmung von PA in Pflanzenmaterial
mittels SPE-LC-MS/MS

5 BFR

Tabelle 3: Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) bestimmt in einer
in-house Validierung mit der beschriebenen Methode*

Analyt LOD [ug/kg] |[LOQ [ug/kg]
Mc 0,9 2,8
McN 1,7 54
ErN 1,2 3,8
Jb 1,3 4,0
Eu 0,7 21
Im 1,0 3,1
JbN 1,3 4,2
La 2,0 6,4
EuN 0,7 2,3
ImN 1,2 3,8
LaN 1,5 4,9
Td 1,0 3,1
ReN 1,4 4,6
Sp 1,3 4.0
Hn 0,5 1,7
Er 0,6 1,9
SpN 0,9 2,7
HnN 0,6 2,0
Sv 1,7 53
Sc 1,8 59
SvN 0,8 2,6
Re 0,8 2,7
ScN 0,9 29
EmN 1,9 6,1
Em 0,8 2,6
Sk 0,8 24
Lc 0,8 2,4
LcN 0,9 2,8

* LOD and LOQ were determined according
to DIN EN ISO 32645 Calibration method
(DIN 1SO 32645 1994)
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8.2 Beispielchromatogramm
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Abbildung 1. Chromatogramm eines Mischstandards [c = 1 ng/ml], SRM

8.3 Anbieter von PA-Standardsubstanzen

Pyrrolizidinalkaloid Molekilmasse CAS Hersteller/Vertreiber Bestellnummer
Oskar Tropitsch 7550006

Echimidin 397,47 520-68-3 PhytoLab* 89553
PlantaAnalytica -

Erucifolin 349.38 40158-95-0  PhytoLab* 83446
Erucifolin-N-oxid 365,37 123864-94-8  PhytoLab* 83434
Europin-hydrochlorid 365,86 570-19-4 PhytoLab* 83237
. . AppliChem A9574,0010
Europin-N-oxid 345,39 65582-53-8 Phytol ab* 83238
AppliChem A9583,0020

I Latoxan® L6007
Heliotrin 313,40 303-33-3 Oskar Tropitzsch 7550511
PhytoLab 80403

AppliChem A9590,0010

Heliotrin-N-oxid 329,39 6209-65-0 Oskar Tropitzsch* 755054
PhytoLab 83236

Indicin-hydrochlorid 335,83 1195140-94-3 PhytolLab 83234
- . AppliChem A9593,0010
Indicine-N-oxid 315,36 41708-76-3 PhytoLab 83235
Intermedin 299,37 10285-06-0 PhytolLab* 82424
Intermedin-N-oxid 315,36 95462-14-9 PhytoLab™ 83434
AppliChem A9596,0010

Lasiocarpin 411,49 303-34-4 Oskar Tropitzsch* 7500019
PhytoLab 80412

AppliChem A9600,0010

Lasiocarpin-N-oxid 457,5 127-30-0 Oskar Tropitzsch* 7501284
PhytoLab 83220
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Pyrrolizidinalkaloid Molekilmasse CAS Hersteller/Vertreiber Bestellnummer
Oskar Tropitzsch 7501080
Lycopsamin 299,37 10285-07-1 PlantaAnalytica -
PhytoLab* 89726
Lycopsamin-N-oxid 315,36 95462-15-0 PhytoLab* 83447
Carl Roth 3418.1
Fluka 37024
Sigma C2401
. Oskar Tropitzsch 7550522
Monocrotalin 325,35 315-22-0 PhytoLab* 89251
R&D Chemicals 7351
Santa Cruz Biotechnology
Inc. sc-211921
Monocrotalin-N-oxid 341,36 35337-98-5 PhytoLab* 82629
AppliChem A4922,0020
Fluka 37025
Oskar Tropitzsch 7550659
Retrorsin 351,40 480-54-6 PhytoLab 89775
Santa Cruz Biotechnology
Inc. sc-215805
Sigma* R0382
. . AppliChem A8668,0010
Retrorsin-N-oxid 367,40 15503-86-3 PhytolLab* 82630
AppliChem A2071,0020
Carl Roth* 2261.1
Fluka 37031
Oskar Tropitzsch 7550292
Senecionin 335,40 130-01-8 PhytoLab* 89789
R&D Chemicals 1828
Sigma 17806
Santa Cruz Biotechnology
Inc. sc-286770
AppliChem A8678,0010
Senecionin-N-oxid 351,40 13268-67-2 Oskar Tropitzsch 7500301
PhytoLab* 82631
AppliChem A2072,0020
Carl Roth* 6414.1
Fluka 37033
: . R&D Chemicals 1850
Seneciphyllin 333,39 480-81-9 Santa Cruz Biotechnology
Inc. sc-229697
ABCR GmbH AB167974
PhytoLab* 89275
AppliChem A8684,0010
Seneciphyllin-N-oxid 349,38 38710-26-8 Oskar Tropitzsch 7500573
PhytoLab* 82632
Senecivernin 335.40 72755-25-0  PhytoLab* 83436
Senecivernin-N-oxid 351,39 101687-28-9  PhytoLab* 83437
AppliChem A6765,0010
. Fluka 37032
Senkirkin 365,43 2318-18-5 Oskar Tropitzsch 7500441
PhytoLab* 89274
Trichodesmin 353,41 548-90-3 Latoxan* L6049

*wurden vom BfR fiir die in-house-Validierung verwendet
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8.4 FlieBschema zur Probenaufarbeitung

= i BFR

[2 (+0,1) g Pflanzenmaterial

i Extraktion Risiken erkennen — Gesundheit schitzen
- Zugabe 20 ml 005 W H50, 7
- 1. Extraktion der PA im Ukraschallbad (15 min, RT) Gerdte . .
= Zentrifiugation (10 min, 3800 x g}, Uberstand in 50 ml Gefil Ultraschallbad; Zentrifuge; 50 ml Gefals,
- 2. Extraktion im Ultraschallbad (15 min, RT) 10ml Pipette, Filter
— Zentrifugation{10 min, 3500 x g) {sungsmittel
Ubarstande werden vereinigt, pH=E-7 einstallen, Filtration 005 M H,50,— Lisung, MH-Lisung
10 mi der Lisung werden fiir die SPE eingesetst

o

l Pflanzenextrakt flir SPE

2 SPE - Programm
e Gerste
- Kondtianierung 1: 5 ml Methanol s
- Konditionierung 2: 4 ml Wasser s & Vakuumkartnrﬁer
- Probenaufyabe: 10 ml Probe Werbrauchsmatenalien
- Waschschritt: 2 % & ml¥Wasser bzw. 25% Ammaniak DSC-C18 SPE Kartusche, 500 my
fiir Sehwarz-/Grinie) . :
; ; Losungsmittel
Trocknung der Kartusche fir 5— 10 min unter Vakuum : = :
Eldtian: iy Methanol; Wasser; 2 5% Ammoniak
[ SPE - Eluat -
¥ & Lésungsmittelwechsel
Gerdte

| - unter Stickstoffstrom Probe zur Trockne bringen

[ Riickstand -

“erdampfungsstation

v Rekonsiitufion der Probe
- fugabe von 1 ml Methanol®asser (5795, vy -
Lasen der Probe S fiala-
- Filligtion fosin SELE ial HPLGC-Vials; 02 pm Membranfilter
Lisungsmitel
MethanolMYasser
LC-MSIMS %
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