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Bundesinstitut fiir Risikobewertung

Toxikologische Einschéatzung von Kristallviolett

Empfehlung der BfR-Kommission fiir pharmakologisch wirksame Stoffe und Tierarzneimittel
vom 16. Mai 2019

Die BfR-Kommissionen setzen sich aus externen, unabhangigen Sachverstandigen zusam-
men. Die Stellungnahmen der BfR-Kommissionen missen nicht der Meinung des BfR entspre-
chen.

In der EU durfen an lebensmittelliefernden Tieren nur pharmakologisch wirksame Stoffe ange-
wendet werden, die gemal VO (EU) Nr. 470/2009 durch die EU-Kommission eingestuft und
fur die erforderlichenfalls Riickstandshochstmengen (MRLs; Maximum Residue Limits) fur tie-
rische Erzeugnisse festgelegt worden sind. Die Einstufung erfolgt auf Basis einer Risikobewer-
tung und Empfehlungen des Committee for Medicinal Products for Veterinary Use (CVMP) der
European Medicines Agency (EMA). Die fir die Anwendung bei lebensmittelliefernden Tieren
erlaubten Stoffe sind in Tabelle 1 des Anhangs der VO (EU) Nr. 37/2010 aufgefuhrt. Hierin
sind auch MRLs fir bestimmte Stoffe in verschiedenen tierischen Erzeugnissen aufgefuhrt.
Dennoch werden vereinzelt Ruckstande nicht-erlaubter Stoffe wie z.B. Kristallviolett (KV) und
Leukokristallviolett (Leuko-KV) in tierischen Erzeugnissen aus der EU und Drittlandern nach-
gewiesen. Fehlende toxikologische Referenzwerte stellen fiir die gesundheitliche Bewertung
dieser Rickstande oft eine besondere Herausforderung an die Risikobewertung dar, da fur
solche Stoffe oft kein ADI (Acceptable Daily Intake) und keine MRLs abgeleitet wurden.

Die BfR-Kommission fiir ,Pharmakologisch wirksame Stoffe und Tierarzneimittel” diskutierte
Stoffe ohne ADI/MRL-W erte unabhangig und in beratender Funktion. Das Ziel ist eine Emp-
fehlung fur die Risikobewertung von Rickstanden dieser Stoffe in Lebensmitteln.

Die BfR-Kommission diskutierte Riickstandsdaten zu KV und Leuko-KV aus der Uberwa-
chung, die Analytik von KV, die Toxizitat von KV, die Zusammensetzung von KV, sowie die
Anwendbarkeit des TTC-Konzeptes (Threshold of Toxicological Concern) und des BMD-Kon-
zeptes (Benchmark-Dose) auf KV. Berticksichtigung fanden auch die Bewertungen der World
Health Organization (WHO), der European Chemical Agency (ECHA) sowie der European
Food Safety Authority (EFSA) zu KV [1-4].

Die BfR-Kommission kommt beziiglich Ruckstanden von KV und seinem Metaboliten Leuko-
KV in Lebensmitteln zu dem Schluss, dass sowohl das TTC-Konzept als auch das BMD-/MoE-
Konzept anwendbar sind. Aufgrund der sich aus der Verwendung von technischem KV erge-
benden Unsicherheiten halt die BfR-Kommission die Verwendung des TTC-Konzepts mit sei-
nem konservativeren Ansatz fur gerechtfertigt. Aus toxikologischer Sicht sollte die tagliche
Aufnahme fur die Summe aus KV und Leuko-KV 0,0025 pg/kg KG/Tag bzw. 0,15 pg/Tag nicht
Uberschreiten.

Die BfR-Kommission verfasst zu Riuckstanden von KV folgende Empfehlung:
1. Einleitung

KV ist ein N-methylierter Triphenylmethanfarbstoff, der aufgrund seiner antibakteriellen, fungi-
ziden und anti-helminthischen Wirkung lange Zeit in der Tiermedizin eingesetzt worden war.
Die Behandlung von Lebensmittel liefernden Tieren (Gefligel, Rinder, Schweine, Fische) ist
jedoch aufgrund seiner toxikologischen Eigenschaften weltweit schon l&ngere Zeit verboten.
Gelegentlich auftretende erhdhte Ruckstandswerte kdnnen als Hinweis auf illegale Anwendun-
gen bei Lebensmittel liefernden Tieren interpretiert werden.
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Dennoch kann KV aufgrund seiner derzeitigen Anwendungen (beispielsweise zur Farbung von
Materialien wie Holz, Leder, Seide, Nylon, Papier und Klebebandern sowie zur Farbung von
histopathologischen Praparaten) weiterhin in geringen Konzentrationen in die Nahrungskette
gelangen?. Dariliber hinaus wird KV Bluttransfusionen zur Inaktivierung von Trypanosoma
cruzi, dem Ausltser der Chagas Krankheit, zugesetzt [5].

Eine besondere Problematik ergibt sich aus analytischer, toxikologischer und somit letztlich
regulativer Sicht, aus der mangelnden Qualitat der verschiedenen am Markt befindlichen
KV-Préaparate. Bei der Synthese von KV, wird Michlers Keton mit N,N-Dimethlyanilin zur Carbi-
nolbase kondensiert, gefolgt von der sdurekatalysierten Abspaltung von Wasser. Herstellungs-
bedingte Verunreinigungen im Endprodukt mit einem geringeren Methylierungsgrad lassen
sich auf den Einsatz minderwertiger (mindermethylierter) Varietaten der Edukte Michlers Ke-
ton und N,N-Dimethlyanilin zurtckfiihren. Hinzu kommen Schwermetallriickstande aus den im
Herstellungsprozess verwendeten Katalysatoren aufgrund ungentigender Aufreinigung. Die
auf dem Markt befindlichen technischen Qualitdten weisen KV-Gehalte zwischen 76 und 90 %
auf [3]. Im weiteren Sinn ist kommerzielles KV also ein Gemisch strukturell &hnlicher Triphe-
nylmethanfarbstoffe. Einer dieser Bestandteile ist Methylrosaniliniumchlorid, welches dem
Fuchsin (Rosaniliniumchlorid) &hnelt. Im engeren Sinn handelt es sich bei KV ausschliesslich
um Hexamethyl-p-rosaniliniumchlorid (6 Methylgruppen). Die anderen Bestandteile unterschei-
den sich im Ausmald der N-Methylierung und werden auch als Methylviolette bezeichnet. In
der Pharmazie wird KV heute in der Regel mit Methylrosaniliniumchlorid gleichgesetzt, zum
Beispiel vom européischen (Ph. Eur.) oder amerikanischen Arzneibuch (USP). Gemass der
Ph. Eur. darf Methylrosaniliniumchlorid bis zu 10% Pentamethyl-p-rosaniliniumchlorid enthal-
ten (5 Methylgruppen). Uber die Probleme bei der Qualitat von KV wurde bereits 2009 im
Neuen Rezeptur-Formularium berichtet und dezidiert auf die Problematik der Marktverfligbar-
keit von KV in Arzneibuchqualitat hingewiesen [14].

Fur die gesundheitliche Bewertung von KV und dessen Riickstéanden in der Nahrungskette
einschlie3lich Leuko-KV empfiehlt die BfR-Kommission, die Bewertung auf die Reinsubstanz
KV abzustellen und auf die Unsicherheit beziglich der Qualitat der Stoffgemische hinzuwei-
sen, insbesondere auf den moglichen Gehalt von Michlers Keton.

2.  Das toxikologische Profil

Im Tierversuch zeigt sich, dass KV Redox-Cycling und somit mitochondriale Toxizitat auslost,
was zu einer verminderten Nahrungsaufnahme, vermindertem Wachstum und Lethargie flhrt.
In reproduktionstoxikologischen Untersuchungen an Ratten und Kaninchen konnten Wachs-
tumsverzdgerungen der Feten nur bei ausgepragter maternaler Toxizitat festgestellt werden,
insofern wurde KV nicht als teratogen angesehen. Genotoxische Untersuchungen weisen auf
eine hohe Bindungsaffinitat zu A-T-Paaren sowie eine hohe Zytotoxizitéat von KV hin, was die
weitere genotoxische Untersuchung erschwert. Ubereinstimmend konnten jedoch klastogene
Eigenschaften festgestellt werden. Kanzerogenitatsuntersuchungen an Mausen ergaben eine
erhéhte Inzidenz von Tumoren in mehreren Organen. In Kanzerogenitatsuntersuchungen an
Ratten wurde eine erhéhte Inzidenz von Schilddrisenadenomen und hepatozellul&aren Adeno-
men festgestellt [1]. Anhand des aus den zur Verfiigung stehenden Studien abgeleiteten toxi-
kologischen Profils wurde KV [CAS: 548-62-9] in Anhang IV der Verordnung (EG) Nr.
1272/2008 mit der Einstufung Carc. 2-H351 (,kann vermutlich Krebs erzeugen®) aufgenom-
men. Wenn Michlers Keton in Konzentrationen grésser als 0,1 % enthalten ist, &ndert sich die
Kanzerogenitatseinstufung zu Carc. 1B-H350 (,kann Krebs erzeugen*) [2,6]. Die WHO kommt

! Dieser Satz wurde auf der Kommissionssitzung am 10.11.2020 redaktionell konkretisiert, um Missver-
sténdnisse zu vermeiden.
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in ihrer Einstufung zu der Schlussfolgerung, dass KV genotoxisch ist, und dass seine kanzero-
gene Wirkung in Ratten und Mausen auf einem genotoxischen Wirkmechanismus basiert [1].
Somit kann fur KV kein Schwellenwert wie der ,no observed adverse effect level” (NOAEL)
und somit kein ADI bzw. MRL festgelegt werden.

Die herstellungsbedingten Verunreinigungen N,N-Dimethylanilin und Michler's Keton tragen
zum toxikologischen Profil bei: N,N-Dimethylanilin wird als schwaches Kanzerogen eingestuft,
wahrend die Genotoxizitat unklar ist [12]. Michler's Keton dagegen ist ein Klastogen sowie ein-
deutig ein Kanzerogen in Maus und Ratte [13]. Uber eine mogliche Bildung von Nitrosometa-
boliten liegen keine wissenschaftlichen Informationen vor.

3. Metabolismus

KV wird in-vivo hauptsachlich in Leuko-KV umgewandelt. Letzteres ist von deutlich geringerer
Polaritat und persistiert im Gewebe. W eitere metabolische Veranderungen umfassen Deme-
thylierungen, Ring-Hydroxylierung, N-Acetylierung und Mischungen dieser Reaktionen. Leuko-
KV ist nicht intensiv getestet, aber die Leukovariante von Malachitgriin wird als kanzerogen
[10] eingestuft und Leucopararosanilin (die vollstandig demethylierte Version von Leuko-KV)
erweist sich bei Ratten und Mausen eindeutig als kanzerogen [15]. Deshalb betrachtet die
BfR-Kommission Leuko-KV ebenfalls als Kanzerogen.

N,N-Dimethylanilin und Michler's Keton werden ebenfalls durch Demethylierung, Ring-Hydro-
xylierung, N-Acetylierung und Mischungen derselben verstoffwechselt.

4.  Expositionsquellen

Aufgrund der genannten legalen technischen Anwendungen kann es zu einer signifikanten
Umweltbelastung durch KV und Leuko-KV und seinen herstellungsbedingten Verunreinigun-
gen und Schwermetallrickstdnden kommen, da ungeféhr 10-15 % des Farbstoffs ins Abwas-
ser gelangen. KV-Rickstande kdnnen dann nach Aufnahme durch Fische in die Nahrungs-
kette gelangen. In der EU wurden 2012 Gber 630 000 Tonnen Zuchtfisch und Meeresfriichte
produziert. Von den 8264 genommenen Proben enthielten 39 (0,47 %) grenzwertiiberschrei-
tende Konzentrationen von Farbstoffen, insbesondere Varianten von Malachitgriin/Leukomala-
chitgriin und KV/Leuko-KV [11].

4.1 Abschatzung der Exposition

Es gibt derzeit nur wenige Hinweise darauf, dass KV weiterhin illegal als Tierarzneimittel ein-
gesetzt wird, jedoch wurde im August 2017 eine Meldung im Schnellwarnsystem der Europai-
schen Union mit Gehalten von bis zu 6,2 pg/kg Leuko-KV in Fischen veroffentlicht [16]. Na-
hezu identische Ergebnisse mit 6,5 pug/kg KV lieferte die Studie von Conti et al. aus dem Jahr
2015 [7]. Obwohl es nur vereinzelt Befunde im NRKP (Nationaler Ruckstandskontrollplan) aus
den letzten Jahren gibt, ist die Verbindung somit dennoch von einer gewissen toxikologischen
Bedeutung.

Unter der Annahme des Verzehrs von 300 g kontaminiertem Fisch, der mit Riickstanden in
Hohe von 0,5 pg/kg sowie hypothetisch dem 10-fachen Wert von 5 pg/kg belastet ist, ergibt
sich eine theoretische Exposition gegeniber KV zwischen 0,0025 und 0,025 ug/kg KG/Tag fur
einen Mensch mit einem Korpergewicht von 60 kg.
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5. Modelle zur toxikologischen Einschatzung von Kristallviolett

Zur toxikologischen Einschatzung von KV bieten sich bei der beschriebenen Datenlage sowohl
das durch das Joint FAOMWHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) anerkannte
.Margin of Exposure“- (MoE) bzw. ,Benchmark dose“-Konzept (BMD) als auch das Konzept
des ,Thresholds of Toxicological Concern“ (TTC) an [1, 4, 8, 9].

5.1. Toxikologische Einschatzung von Kristallviolett nach dem BMD-/MoE-Konzept

Als entscheidende Studie fiir eine BMD-Betrachtung fur KV wurden die 24-Monatsdaten der
Kanzerogenitatsstudie in der Maus heranzogen, in der Adenome und Karzinome in der Leber
der weiblichen Mause festgestellt worden waren [1]. Mit Hilfe der Benchmark Dose Software
der US Environmental Protection Agency wurde der niedrigste BMD1o-Wert auf 19,9 mg/kg KG
und der niedrigste BMDL;, auf 16,8 mg/kg KG geschétzt. Wie in Punkt 4.1 ausgefihrt, ergibt
sich eine theoretische Exposition gegeniber KV zwischen 0,0025 und 0,025 ug/kg KG/Tag fur
einen Mensch mit einem Korpergewicht von 60 kg. Ein Vergleich mit den geschéatzten Exposi-
tionen in Verbindung mit dem BMDL;, von 16,8 mg/kg KG ergibt einen MoE von ca. 6.720.000
bzw. 672.000.

Wendet man einen Sicherheitsabstand von 10.000 auf obige BMDL,o an, so ergébe sich eine
als mit wahrscheinlich geringem Risiko einzustufende humane Exposition von 1,68 ug KV /kg
KG pro Tag. Bei einem Korpergewicht von 60 kg wére demnach eine tagliche Aufnahme von
bis zu 101 pg KV pro Tag vertretbar.

Diese Abschatzung der Exposition im Vergleich zum BMD1o-Wert belegt, dass von der Exposi-
tion gegenuber KV keine Gefahr fur den Menschen zu erwarten ist.

5.2 Toxikologische Einschétzung von Kristallviolett nach dem TTC-Konzept

Das TTC-Konzept definiert unter Berlicksichtigung spezifischer Anwendungskriterien fiir Sub-
stanzen mit bekannter chemischer Struktur nach oraler Aufnahme eine “virtuelle sichere Do-
sis”. Mit dem TTC-Konzept lassen sich auch genotoxische Kanzerogene wie KV bewerten. Als
virtuelle sichere Dosis fur genotoxische Kanzerogene werden Dosen < 0,0025 pg/kg KG/Tag
bzw. < 0,15 pug/Tag angesehen. Dieser Wert basiert auf dem toxikologischen Kanzerogenitats-
potential, das als empfindlichster toxikologischer Endpunkt innerhalb dieses Bewertungssche-
mas angesehen wird.

KV erflillt die Voraussetzungen fur eine Bewertung nach dem TTC-Konzept, da es keine der
Ausschlusskriterien erfillt (KV enthélt weder Aflatoxin-, N-Nitroso- noch Azoxy-Strukturele-
mente, ist kein Schwermetalle, und gehort weder zur Strukturklasse der polychlorierten Di-
benzo-p-dioxine und Dibenzofurane (PCDD/PCDF), noch zu den Steroiden oder Proteinen).
Daruber hinaus wird festgestellt, dass aufgrund der verfigbaren Datenbasis die Exposition
des Menschen gegeniber KV aus Nahrung und Trinkwasser gentigend konservativ geschatzt
werden kann.

Wie in Punkt 4.1 ausgefihrt, ergibt sich eine theoretische Exposition gegeniber KV von
0,0025 pg/kg KG/Tag fir einen Mensch mit einem Korpergewicht von 60 kg bei Annahme von
Ruckstanden in Hohe von 0,5 pg/kg und Verzehr von 300 g kontaminiertem Fisch. Nach dem
TTC-Konzept ware so eine Exposition gerade noch tolerabel. Die in Punkt 4.1 angefuhrte ho-
here Exposition von 0,025 pg/kg KG/Tag resultierend aus mit 5 pg/kg KV kontaminiertem
Fisch ist nach dem TTC-Konzept jedoch nicht mehr tolerabel. Dies fuhrt fir die Bewertung von
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KV unter Anwendung des TTC-Konzepts zu einem Wert von weniger als 0,0025 pg/kg KG/Tag
entsprechend weniger als 0,15 pg/Tag [8].

Die Abschéatzung der Exposition im Vergleich zum TTC-Wert belegt, dass nur das niedrigere
von beiden Expositionsszenarien zu einer fir den Menschen tolerablen Exposition fiihrt, von
dem keine Gefahr fiir den Menschen zu erwarten ist.

5.3 Vergleich der toxikologischen Einschatzung von Kristallviolett nach BMD/MoE-
bzw. TTC-Konzept

Aus der, mit dem BMD-/MoE-Konzept ermittelten tolerablen Exposition von 1,68 ug KV/kg KG
pro Tag ergeben sich Werte von 101 pug/Tag bezogen auf 60 kg Korpergewicht. Dieser Exposi-
tionswert liegt deutlich Gber der nach dem TTC-Konzept ermittelten tolerablen Aufnahme fir
KV von 0,15 pg/Tag [9]. Das TTC-Konzept stellt somit das konservativere Bewertungskonzept
dar.

6. Empfehlung der BfR-Kommission fur pharmakologisch wirksame Stoffe und
Tierarzneimittel

Die BfR-Kommission weist darauf hin, dass KV aufgrund der bisher fiir diese Substanz be-
schriebenen toxikologischen Eigenschaften sowie der gesetzlichen Regelungen nicht in Le-
bensmittel liefernden Tieren angewendet werden darf.

Die BfR-Kommission kommt fur Riickstande von KV und seinem Metaboliten Leuko-KV in Le-
bensmitteln zu dem Schluss, dass sowohl das TTC-Konzept als auch das BMD-/MoE-Konzept
anwendbar sind. Fir die toxikologische Bewertung von Riickstédnden von KV in Lebensmitteln
stellt das TTC-Konzept gegentiber anderen Modellen den konservativeren Ansatz dar und die
BfR-Kommission empfiehlt den TTC-Wert von weniger als 0,0025 pg/kg KG/Tag entsprechend
weniger als 0,15 pg/Tag fur die gesundheitliche Bewertung von KV-Ruckstanden in Lebens-
mitteln heranzuziehen. Dieser Wert ist auch fur sensible Verbrauchergruppen guiltig.

Nicht abschlieRend einschatzen konnte die BfR-Kommission den mdglichen Einfluss der fir
technisches KV typischen Verunreinigungen, wie z.B. den von Rickstadnden von Schwermetal-
len oder Nebenprodukten geringeren Methylierungsgrads, die in technischem KV, das nicht
zur Anwendung als Arzneimittel vorgesehen ist, in Konzentrationen von bis zu 25 % vorkom-
men kann.

Aufgrund der sich aus der Verwendung von technischem KV ergebenden Unsicherheiten emp-
fiehlt die BfR-Kommission die Verwendung des TTC-Konzepts mit seinem konservativeren An-
satz. Aus toxikologischer Sicht sollte die tagliche Aufnahme fir die Summe aus KV und Leuko-
KV 0,0025 pg/kg KG/Tag bzw. 0,15 pg/Tag nicht Uberschreiten.

Weitere Informationen zur BfR-Kommission fur pharmakologisch wirksame Stoffe und
Tierarzneimittel

https://www.bfr.bund.de/de/bfr kommission fuer pharmakologisch wirksame stoffe und tier-
arzneimittel-11088.html
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