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Frank Marthe

Pyrrolizidinalkaloide (PA) in Arznei- und Gewiirzpflanzen

Die Kenntnis von Pflanzenarten mit gesundheitsgefahr-
denden Inhaltsstoffen ist sicher so alt, wie die Mensch-
heit. Die Bildung von sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen
der Gruppe der Pyrrolizidinalkaloide (PA) beispielsweise
in Arten der Gattungen Senecio, Tussilago (Compositae),
oder Symphytum und Borago (Boraginaceae) ist seit lan-
gem beschrieben und die Toxizitdt der PA bekannt.

Die Veroffentlichung der Studie ,,Pyrrolizidinalkaloide
in Krdutertees und Tees“ des Bundesinstitutes fiir Risiko-
bewertung (BfR) (https://mobil.bfr.bund.de/cm/343/
pyrrolizidinalkaloide-in-kraeutertees-und-tees.pdf), ver-
offentlicht im Sommer 2013, hat grof3e Verunsicherung
ausgelost, denn sie hat die Aufmerksamkeit der Verbrau-
cherinnen und Verbraucher auf Kontaminationen von
Lebensmittel- und Arzneitees mit toxischen Pyrrolizid-
inalkaloiden gelenkt. Auch unter den deutschen Produ-
zenten der pflanzlichen Rohstoffe 16ste die Meldung
regelrechte Schockwellen aus. Zeitweise wurde von der
weiteren Verwendung von Lebensmittel- und Arzneitees
abgeraten. In der 6ffentlichen Wahrnehmung war Tee bis
zu diesem Zeitpunkt ein unbedenkliches Produkt mit
gesundheitsférdernden Eigenschaften.

Die Studie bezog die ,folgende(n) Krauterteesorten ...
in die Schiatzung der Exposition ein: Babyfencheltee,
Fencheltee, Kamillentee, Krautertee, Pfefferminztee,
Brennnesseltee und Melissentee.“ Es ,,wurden 221 ver-
schiedene handelsiibliche Krautertee- und Teeproben
sowie Teedrogen (184 Kréutertee- und Teeproben aus
dem Lebensmitteleinzelhandel und 37 Teedrogen aus der
Apotheke) auf den Gehalt an 1,2-ungeséttigten Pyrro-
lizidinalkaloiden (PA) untersucht.“ Fiir jede Probe wurde
der Gesamt-PA-Gehalt als Summe aus den ermittelten
Einzelgehalten berechnet.” Die nicht reprédsentative Stu-
die nennt ,PA-Summengehalte in den untersuchten
Krautertee- und Teeproben von 0 bis 3,4 Milligramm pro
Kilogramm Trockenprodukt®. Da es sich bei den beprob-
ten Tees um Produkte aus Arten handelt, die keine PA im
Stoffwechsel bilden, war klar, dass es sich um Kontami-
nationen handeln musste.

Schnell bestand Konsens, das zur Losung dieses Prob-
lems die gesamte Produktionskette mit den involvierten
Partnern betrachtet werden muss. Dies betrifft Anbauer
der pflanzlichen Rohstoffe, Zwischenhéndler und Verar-
beiter ebenso, wie fiir Kontrolle und Grenzwertsetzung
zustandige Behorden.

Das vorgelegte Themenheft Pyrrolizidinalkaloide (PA)
in Arznei- und Gewiirzpflanzen stellt wichtige Ansétze
dar, die Kontaminationen genau zu erfassen und Strate-
gien zu entwickeln fiir deren gezielte Verringerung. Die
Bestimmung von Grenzwerten ist in diesem Zusammen-
hang von besonderer Bedeutung. Die bislang erreichten
Ergebnisse sind bemerkenswert und wurden wesentlich
durch ein konzertiertes Vorgehen von Erzeugern, Verar-
beitern und regulierenden Institutionen ermoglicht.

Ubersichtsarbeiten fithren die Leser*innen in die Prob-
lematik ein, stellen die Gefahren aus dem Konsum von
PA-belasteten Produkten dar und bewerten diese. Die
geltenden Grenzwerte werden beschrieben, ebenso wie
Kontaminationsquellen und Vermeidungsstrategien. Fiir
die Haupteintragsquelle in Deutschland Gewohnliches
Greiskraut (Senecio vulgaris) gibt es Erkenntnisse iiber
die Zusammensetzung des PA-Musters in Abhingigkeit
vom Entwicklungsstadium und der Jahreszeit. Vorge-
stellt werden vielversprechende Ergebnisse beziiglich der
Reinigung von Kornerteedrogen und der spektroskopi-
schen Bestimmung von PA.

Inzwischen liegen Resultate aus Projekten zu Unkraut-
besatz in Produktionsbestédnden von Arznei- und Gewtirz-
pflanzen vor, die das Gewohnliche Greiskraut (Senecio
vulgaris) als wichtigste Quelle quantifizieren (FLADE et
al., 2019: Occurrence of nine pyrrolizidine alkaloids in
Senecio vulgaris L. depending on developmental stage
and season. Plants 8 (3), DOI: 10.3390/plants8030054;
NrrzscHE et al., 2018: Pyrrolizidine alkaloid-containing
weeds in medical and herb plant cultures - Distribution
and danger of contamination in crop products in Germany.
Julius-Kuhn-Archiv 458, 408-418, DOI: 10.5073/jka.
2018.458.060). Wesentliche Fragen zur Toxikologie wer-
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den in Projekten unter Leitung von Prof. Schrenk, Tech-
nische Universitit Kaiserslautern bearbeitet (MERZ und
SCHRENK, 2016: Interim relative potency factors for the to-
xicological risk assessment of pyrrolizidine alkaloids in
food and herbal medicines. Toxicology letters 263, 44-57,
DOI: 10.1016/j.toxlet.2016.05.002).

Untersuchungen zur Aufnahme von PAs in Pflanzen,
die selbst keine PAs erzeugen, beschreiben eine direkte
Kontamination durch horizontalen PA-Transfer (SELMAR

et al., 2019: Transfer of pyrrolizidine alkaloids between
living plants: A disregarded source of contaminations.
Environmental pollution 248, 456-461, DOI: 10.1016/
j.envpol.2019.02.026).

Die Weiterfiihrung des begonnenen konzertierten
Ansatzes wird zur abgewogenen Bewertung der Problema-
tik auf Grundlage valider wissenschaftlicher Erkenntnisse
fithren. Dieses Vorgehen kann auch beispielgebend fiir die
Losung zukiinftiger komplexer Fragestellungen sein.

Journal fiir Kulturpflanzen 72. 2020
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Benjamin Sachse!, Anja These?, Matthias Gehling?, Stephanie Taube3, Christine Sommerfelds, Oliver Lindtner3, Bernd Schifer!

Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind sekundére Pflanzeninhalts-
stoffe, die von einer Vielzahl von Pflanzen gebildet werden
und u. a. zur Abwehr von Fraf3feinden dienen. Toxikolo-
gisch bedeutsam sind die PA, die eine Doppelbindung in
1,2-Position aufweisen. Diese konnen zu gesundheitlichen
Schiden bei Mensch und Tier fithren, wobei die Leber das
Hauptzielorgan darstellt. Neben den bekannten hepatotoxi-
schen Effekten konnen 1,2-ungeséttigte PA auch die DNA
schiadigen und krebserzeugend wirken. Die Verbindungen
gelangen in erster Linie iber Wild- und Beikrauter in die
Lebensmittelkette. In der im Jahr 2016 durch das Bundes-
institut fiir Risikobewertung (BfR) vertffentlichten Bewer-
tung stellte der Verzehr von kontaminiertem Tee und Krau-
tertee die wesentliche Expositionsquelle fiir die Bevolke-
rung gegeniiber 1,2-ungesattigten PA in Deutschland dar;
aber auch andere Lebensmittel kénnen zur Aufnahme bei-
tragen. In der vorliegenden Arbeit, in der ausschlieBlich Tee
und Kréautertee beriicksichtigt werden, zeigt sich, dass die
Gehalte an 1,2-ungesittigten PA in dieser Lebensmittel-
gruppe im Vergleich zu 2016 deutlich gesunken sind. Den-
noch kann es insbesondere bei Personen, die langfristig
hohe Mengen Kréautertee bzw. Rooibostee verzehren, auch
gegenwartig noch zu Aufnahmemengen kommen, die in
einem Margin of Exposure von unter 10.000 resultieren,
weshalb es auch weiterhin angezeigt scheint, Malsnah-
men zur Senkung der Gehalte durchzufiihren.

Stichworter: Pyrrolizidinalkaloide, Tee, Krautertee,
Risikobewertung, Expositionsschatzung

Risiken von Pyrrolizidinalkaloiden
in Tee und Kriutertee

Risks of pyrrolizidine alkaloids in tea and herbal infusions

Pyrrolizidine alkaloids (PA) are secondary plant metabo-
lites which are produced by a large number of plants, e. g.
to ward off herbivores. PA with a double bond in the
1,2-position are of toxicological relevance. These deriv-
atives can cause adverse health effects in humans and
animals, with the liver being the major target organ.
Besides the known hepatotoxic effects, 1,2-unsaturated
PA may also damage DNA and may be carcinogenic.
The occurrence of these compounds in foods is primar-
ily caused by contamination with wild herbs. In the
assessment published in 2016 by the German Federal
Institute for Risk Assessment (BfR), consumption of
contaminated tea and herbal tea was the main source
of exposure for the population to 1.2-unsaturated PA in
Germany; however, other foods can also contribute to
intake. The present study, which focuses exclusively on
tea and herbal tea, shows that levels of 1,2-unsaturated
PA in this food group have decreased significantly com-
pared to 2016. Nevertheless, persons who consume
high amounts of herbal tea or rooibos tea in the long
term may still be exposed to intakes that result in a
margin of exposure of less than 10,000, which is why it
still seems appropriate to implement measures to reduce
the levels.

Key words: pyrrolizidine alkaloids, tea, herbal infusion,
risk assessment, exposure assessment
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Bei Pyrrolizidinalkaloiden (PA) handelt es sich um eine
grol3e Gruppe sekundérer Pflanzeninhaltsstoffe — mehrere
hundert PA und deren N-Oxide sind bislang bekannt
(WIEDENFELD et al., 2008). Die Verbindungen erfiillen
mehrere 6kologische Funktionen. Zum einen dienen sie
den Pflanzen als Schutzmechanismus gegen Fra3feinde,
daneben fungieren sie aber beispielsweise auch als Lock-
stoff fiir bestimmte Insekten (WINK, 2019). Auf Grund-
lage chemotaxonomischer Uberlegungen wird davon
ausgegangen, dass PA weltweit in mehr als 6000 ver-
schiedenen Pflanzenspezies vorkommen (TEUSCHER und
LINDEQUIST, 2010). Die PA-bildenden Pflanzen gehoren
vornehmlich den Familien der Korbbliitler (Asteraceae),
der Rauhblatt- oder Borretschgewéchse (Boraginaceae)
und der Hiilsenfriichtler (Fabaceae oder Leguminosae) an
(SmrtH und CULVENOR, 1981). In PA-bildenden Pflanzen-
arten kommen sehr viele strukturell unterschiedliche PA
vor. Insbesondere einige Boraginaceen-Arten weisen eine
hohe strukturelle Vielfalt auf (THESE et al., 2013). Die
genaue Zusammensetzung der PA-Profile sowie die
Gehalte kénnen auch in der gleichen Pflanzenart, in
Abhéngigkeit beispielsweise von den Wachstumsbedingun-
gen sowie dem Alter der Pflanze, variieren. Dariiber hin-
aus konnen verschiedene Pflanzenteile unterschiedlich
hohe Gehalte aufweisen (ALLGAIER und Franz, 2015).

Aus chemischer Sicht handelt es sich bei PA um Ester
aus einer Necinbase (1-Hydroxymethylpyrrolizidin-Grund-
geriist) und Necinsduren (aliphatischen Mono- oder
Dicarbonsiuren). Sie konnen als Monoester (Vereste-
rung der Hydroxylgruppe am C9) oder als Diester (Veres-
terung einer weiteren Hydroxylgruppe am C7) vorliegen.
Erfolgt die Veresterung beider Carboxylgruppen durch
eine Dicarbonséure, so entsteht ein zyklischer Diester. Je
nach Struktur der Necinbase werden im Wesentlichen PA
vom Retronecin-, Heliotridin-, Otonecin- oder Platyne-
cin-Typ unterschieden (Abb. 1). Wahrend die ersten drei
Typen eine Doppelbindung zwischen Position C1 und C2
aufweisen, handelt es sich beim Platynecin-Typ um eine
geséttigte Necinstruktur. PA vom Retronecin- und Heliot-
ridin-Typ unterscheiden sich nur dadurch, dass es sich bei
ihnen um Diastereomere an Position C7 handelt (HARTMANN
und WITTE, 1995).

Es ist bereits seit vielen Jahrzehnten bekannt, dass
bestimmte PA ein toxisches Potenzial aufweisen. Toxiko-
logische Relevanz besitzen dabei in erster Linie die
1,2-ungeséttigten PA, die auflerdem mindestens eine ver-
zweigte Necinsdure enthalten. Zu diesen Verbindungen

zdhlen die PA des Retronecin-, Heliotridin- und Otone-
cin-Typs, nicht jedoch die gesattigten PA des Platynecin-
Typs. Von letzteren wird gemeinhin angenommen, dass
sie eine geringe Toxizitdt aufweisen (IPCS/INCHEM,
1988; WIEDENFELD et al., 2008; RUAN et al., 2013; ALLGAIER
und Franz, 2015; Fu, 2017).

Bei Weidevieh werden immer wieder schwere und
héufig letal verlaufende Vergiftungen beobachtet, nach-
dem die Tiere Wildkrauter aufgenommen haben, die
1,2-ungeséttigte PA bilden (Fu et al., 2017; PANZIERA et
al., 2018). Derartige vergiftungsbedingte Erkrankungen
sind beispielsweise unter den Namen ,,Walking disease“
(USA), ,,Dunziekte® (Siidafrika), ,,Winton disease* (Neu-
seeland) oder ,Schweinsberger Krankheit* (Deutsch-
land) bekannt. Bei Schlachtrindern, die Alpenkreuzkraut
iiber Heu und Silage aufgenommen haben, wurde das
gehiufte Auftreten von Leberzirrhosen beschrieben. Bei
Pferden wurden mit Leberdegeneration einhergehende
Erkrankungen, die Seneciosen oder auch die ,Zdarer
Pferdeseuche®, beobachtet (PETZINGER, 2011a, b).

Beim Menschen werden immer wieder schwere Vergif-
tungen mit zum Teil tédlichem Ausgang nach Aufnahme
grofSer Mengen an 1,2-ungeséttigten PA berichtet. In den
letzten Jahrzehnten sind beispielsweise in Afghanistan
mehrere tausend Fille von endemisch auftretenden Ver-
giftungen dokumentiert worden, die durch Verzehr von
Getreide, das mit 1,2-ungeséttigten PA kontaminiert war,
verursacht wurden. Die Kontaminationen wurden dabei
durch eine starke Ausbreitung von Pflanzen der Gattung
Heliotropium in den Getreidefeldern verursacht (MOLYNEUX
et al., 1991; KakAR et al., 2010). Gerade im asiatischen
Raum werden Vergiftungen zudem mit der Aufnahme
bestimmter Krauter in Verbindung gebracht, die dort im
Rahmen der traditionellen chinesischen Medizin Anwen-
dung finden und entweder selbst 1,2-ungeséttigte PA ent-
halten oder aber mit PA-haltigen Kréutern verwechselt
werden bzw. mit diesen kontaminiert sind (DaI et al.,
2007; Ma et al., 2018; ZHUGE et al., 2019).

1,2-ungeséttigte PA konnen iiber verschiedene Wege in
die Lebensmittelkette gelangen. Zum einen kann es bei
der Ernte pflanzlicher Erzeugnisse wie Tee zu einer Kon-
tamination durch PA-haltige Wild- oder Beikrduter kom-
men; zum anderen werden gelegentlich auch Pflanzen,
die selbst 1,2-ungeséttigte PA bilden, als Lebensmittel
verwendet. Ein Beispiel: Borretsch, der 1,2-ungeséttigte
PA bildet, gilt als charakteristische Gewiirzpflanze in der
yFrankfurter Griinen Sof3e“. Auch pflanzenbasierte Nah-
rungserganzungsmittel (NEM) konnen auf der Basis von
Pflanzen und Pflanzenteilen oder -Extrakten hergestellt

CH,

Otonecin-Typ

Retronecin-Typ

Heliotridin-Typ

OH HO OH

Abb.1.  Grundstrukturen der
wesentlichen Typen von Necin-
basen.

Platynecin-Typ

Journal fiir Kulturpflanzen 72. 2020



Journal fiir Kulturpflanzen, 72 (4). S. 63-77, 2020, ISSN 1867-0911, DOI: 10.5073/)fK.2020.04.02  Verlag Eugen Ulmer KG, Stuttgart

sein, die selbst 1,2-ungesittigte PA bilden. Daneben ist
prinzipiell auBerdem ein Ubergang aus belasteten Futter-
mitteln in tierische Lebensmittel (Fleisch, Milch und Eier)
moglich.

In der im Jahr 2016 durch das Bundesinstitut fiir Risiko-
bewertung (BfR) verdffentlichten Bewertung stellte der
Verzehr von kontaminiertem Tee und Krautertee die
wesentliche Expositionsquelle fiir die Bevolkerung gegen-
iiber 1,2-ungeséttigten PA in Deutschland dar. Daher fokus-
siert sich der vorliegende Artikel auf diese Lebensmittel-
gruppe. Es soll an dieser Stelle aber ausdriicklich darauf
hingewiesen werden, dass fiir die Bewertung moglicher
gesundheitlicher Risiken grundsatzlich die Gesamtexpo-
sition gegeniiber diesen Pflanzentoxinen iiber alle Lebens-
mittel herangezogen werden muss.

1,2-ungesdittigte PA sind Protoxine, die zu hochreakti-
ven toxischen Pyrrol-Derivaten umgewandelt werden
Der Metabolismus 1,2-ungeséttigter PA sowie ihrer N-Oxide
umfasst sowohl toxifizierende als auch detoxifizierende
Schritte (Fu et al., 2004; WIEDENFELD et al., 2008). Die
Toxizitét einzelner 1,2-ungeséttigter PA hangt vermutlich
maldgeblich davon ab, welche der beiden metabolischen
Routen (entgiftende Route und Ausscheidung oder Toxi-
fizierung) quantitativ dominiert.

Zu den entgiftenden Reaktionen gehdrt zum einen die
durch Esterasen katalysierte Hydrolyse der Ester (Abb. 2).
Die Metaboliten in Form der Necinbase und der Necin-
sduren scheinen toxikologisch keine Relevanz zu besit-
zen; sie werden aufgrund ihrer guten Wasserloslichkeit

rasch ausgeschieden (Fu et al., 2004; ALLGAIER und FRANZ,
2015). Die Hydrolysierbarkeit 1,2-ungesattigter PA durch
Esterasen hat somit einen direkten Einfluss auf deren
Toxizitdat. Da Ester mit stark verzweigten Necinsduren
aufgrund der sterischen Hinderung schlechter hydro-
lysiert und ausgeschieden werden, konnen diese Ver-
bindungen prinzipiell eine héhere Toxizitdt aufweisen
(MatTOCKS, 1982; WIEDENFELD et al., 2008). Bei den 1,2-
ungeséttigten PA vom Retronecin- und Heliotredin-Typ
stellt die durch Cytochrom-P-450-Monooxygenasen
(CYP) und/oder Flavin-abhidngige Monooxygenasen
(FMO) vermittelte N-Oxidation einen weiteren entgiften-
den Pfad dar (Abb. 2). Die N-Oxide sind ebenfalls gut
wasserloslich und werden i.d.R. schnell mit dem Urin
ausgeschieden. Nach oraler Aufnahme kénnen N-Oxide
allerdings durch Reduktasen im Darm oder in der Leber
zur reduzierten Form der Alkaloide toxifiziert werden
(ArLcaIER und FraNnz, 2015; YANG et al., 2017).

Die Toxifizierung 1,2-ungesattigter PA wird ebenfalls
durch Enzyme des Cytochrom-P-450-Systems vermittelt.
Dabei scheinen beim Menschen insbesondere CYP3A4,
CYP3AS5 und CYP2A6, aber auch andere CYP-Enzyme,
die Giftungsreaktion zu katalysieren (RuaN et al., 2014).
Nach Hydroxylierung der Necinbase und anschlieend
spontan ablaufender Abspaltung von Wasser kommt es
zur Bildung eines aromatischen Pyrrol-Systems, welches
verhaltnismaRig instabil ist. Unter spontaner Abspaltung
der Necinsduren kommt es zur Ausbildung hochreaktiver
Carbokationen, die starke Alkylantien darstellen. Diese
Intermediate konnen z.B. an nukleophile Strukturen von
Proteinen bzw. der DNA binden, was zur Bildung von
Protein- bzw. DNA-Addukten fithrt (Abb. 2). Aulerdem
kann es zur Quervernetzung dieser Strukturen unter Bil-

N-Oxidation
(FMO/CYP)

-

Pyrrol-Bildung
(CYP)

R;—O o

l spontan

/DN

DNA-Addukte

/ Protein \SSH

Protein-Addukte

Hydrolyse
(Esterasen)
—-

Ry—O CH;
_ CHL__
baw.
N/ </N V4
A

GSH-Addukte

N Abb.2. Wesentliche metaboli-
sche Pfade 1,2-ungesittigter PA,
einschlieRlich deren Toxifizierung
zu reaktiven Pyrrol-Estern. R, und
R,: Necinsduren; FMO: Flavin-
abhdngige Monooxygenasen; CYP:
Cytochrom-P-450-Monooxygena-
sen; GSH: Glutathion; DHP:
()-6,7-Dihydro-7-hydroxy-1-hy-
droxymethyl-5H-pyrrolizin.

DHP

Journal fiir Kulturpflanzen 72. 2020



Journal fiir Kulturpflanzen, 72 (4). S. 63-77, 2020, ISSN 1867-0911, DOI: 10.5073/)fK.2020.04.02  Verlag Eugen Ulmer KG, Stuttgart

dung von Protein-DNA-Crosslinks und DNA-DNA-Cross-
links kommen (Fu, 2017). Diese kovalenten Modifikatio-
nen an Biomolekiilen kénnen zu einer Schidigung der
Zelle flihren. In der Konsequenz kann es u. a. zu einem
Absterben der Zelle oder zu Fehlern am genetischen
Material kommen. Die Bildung der reaktiven Pyrrol-
Metaboliten wird daher als primére Ursache sowohl fiir
die nicht-neoplastische Schadigung der sinusoidalen
Endothelien in der Leber als auch fiir die genotoxisch-
kanzerogenen Wirkungen angesehen (Fu et al., 2004;
WIEDENFELD et al., 2008; ALLGAIER und Franz, 2015; Fu,
2017; Ma et al., 2018). Der genaue Mechanismus der
durch die Pyrrol-Verbindungen vermittelten Schédigung
ist aber noch nicht in jedem Detail verstanden.

Neben der beschriebenen Alkylierung von Biomolekii-
len konnen die reaktiven Pyrrol-Ester auch durch spon-
tane Reaktion mit Wasser zum racemischen (%)-6,7-
Dihydro-7-hydroxy-1-hydroxymethyl-5H-pyrrolizin (DHP)
hydrolysiert werden (Abb. 2), welches im Vergleich mit
den Pyrrol-Estern weniger reaktiv ist, aber immer noch
alkylierende Eigenschaften besitzt (Fu et al., 2004; X1a et
al., 2018). Aullerdem konnen die reaktiven Pyrrol-Ver-
bindungen mit reduziertem Glutathion (GSH) reagieren
(Abb. 2) (Xi1a et al., 2015; CHEN et al., 2016). Insbeson-
dere letztere Reaktion gilt prinzipiell als Entgiftungs-
mechanismus. Dabei ist allerdings zu beachten, dass neu-
ere Erkenntnisse darauf hindeuten, dass die gebildeten
GSH-Addukte, wie auch weitere potenzielle Pyrrol-Meta-
boliten, selbst eine gewisse Reaktivitidt aufweisen. So
konnten Xia et al. im Zellkulturmodell zeigen, dass es
auch durch verschiedene Metaboliten (u. a. 7,9-Di-Valin-
DHP, 7-Valin-DHP, 7-GSH-DHP, 7-Cystein-DHP, Dehydro-
retronecin) zur Bildung charakteristischer DNA-Addukte
kommen kann (Xia et al., 2018). Derartige Metaboliten
verfiigen im Vergleich zu den priméar gebildeten Pyrrol-
Estern iiber eine hohere Stabilitiat und bessere Wasserlos-
lichkeit und konnten daher in die Peripherie transportiert
werden und dort zu vergleichbaren Schadigungen fiih-
ren, wie sie auch in der Leber beobachtet werden (Xia et
al., 2018). Alternativ erscheint es zudem moglich, dass
die metabolische Aktivierung 1,2-ungeséttigter PA in ge-
wissem Umfang auch in bestimmten extrahepatischen
Geweben stattfindet, was ebenfalls zur dort auftretenden
Toxizitét beitragen konnte.

Toxische PA-Metaboliten konnen Organe und Gewebe
schddigen

Die Leber ist das primire Zielorgan fiir Schadigungen
durch 1,2-ungesattigte PA, was vermutlich durch die ins-
besondere dort ablaufende Aktivierung zu reaktiven Pyr-
rol-Estern bedingt ist. Jedoch kénnen die Lunge oder
andere Organe ebenfalls betroffen sein. Die Exposition
gegeniiber 1,2-ungesattigten PA kann sowohl zu nicht-
neoplastischen Schadigungen als auch zu genotoxisch-
kanzerogenen Wirkungen fiihren. Bei hoheren Dosen
wurden im Tierversuch mit 1,2-ungesattigten PA aufer-
dem entwicklungstoxische Effekte beobachtet (Fu et al.,
2004; CHEN et al., 2010; EDGAR et al., 2014; ALLGAIER und
Franz, 2015).

Die nicht-neoplastischen Schidigungen &uf3ern sich
bei Mensch und Tier insbesondere in Form des sog. hepatic
sinusoidal obstruction syndrom (HSOS), welches synonym
auch als hepatic veno-occlusive disease (HVOD) bezeich-
net wird. Dabei kommt es zu einer Schidigung sinusoida-
ler Endothelzellen, was sich u. a. in einem Anschwellen
und Ablosen der betroffenen Zellen duRert. Dies fithrt zu
einer Verdnderung und Verlegung sinusoidaler Gefal3e,
was in der Folge zu haemorrhagischen Nekrosen des
dahinter gelegenen Gewebes fithren kann. Klinisch las-
sen sich bei den Betroffenen beispielsweise starke Bauch-
schmerzen, Schmerzen in der Leberregion, Anorexie,
Fatigue, Aszites, Gelbsucht und Hepatomegalie beobach-
ten. Schwere Vergiftungen verlaufen héufig letal, wah-
rend bei leichten Vergiftungen eine vollstdndige Remis-
sion moglich ist (ALLGAIER und Franz, 2015; ZHUGE et al.,
2019). Wihrend die Symptome nach Aufnahme sehr
hoher Dosen bereits nach wenigen Stunden bis Tagen
einsetzen konnen, wurden bei Aufnahme mittlerer Dosen
Krankheitssymptomen erst nach ldngerer Zeit beobachtet
(BFR, 2013). Insbesondere bei Nutztieren und Nagern
wurde nach chronischer Exposition aulserdem eine Ver-
groBerung der Hepatozyten mit Bildung grof3er, hyper-
chomatischer Zellkerne beobachtet, was der antimitoti-
schen Wirkung 1,2-ungeséttigter PA zugeschrieben wird
(NTP, 2003; Fu et al., 2004; WIEDENFELD et al., 2008; Fu,
2017).

Neben den Wirkungen auf die Leber ist auch eine Scha-
digung pulmonaler Endothelzellen moglich. Dies kann in
der Folge zu pulmonaler Hypertonie und in weiterer
Konsequenz zu Rechtsherzhyperthrophie (Cor pulmo-
nale) fithren (WIEDENFELD et al., 2008; EDGAR et al., 2014;
ALLGAIER und Franz, 2015).

Hochreaktive PA-Metaboliten konnen Krebs auslosen
In tierexperimentellen Untersuchungen, bei denen Rat-
ten bestimmte 1,2-ungeséttigte PA mit dem Futter oder
per Schlundsonde erhielten, wurde ein vermehrtes Auf-
treten von Tumoren beobachtet. Ein entsprechendes
Krebsrisiko fiir den Menschen wird in Betracht gezogen
(IARC, 1976; DANNINGER et al., 1983; IARC, 1983; IPCS/
INCHEM, 1988; IARC, 2002). Daher wurden bisher
bspw. Lasiocarpin, Monocrotalin und Riddelliin von der
International Agency for Research on Cancer als ,,mogli-
cherweise krebserzeugend beim Menschen® klassifiziert
(IARC, 2019). Fiir andere 1,2-ungeséttigte PA fehlen
belastbare Daten, die diesbeziiglich eine Einordnung
erlauben wiirden. Allerdings gibt es fiir zahlreiche weite-
re 1,2-ungesattigte PA Hinweise aus Tierstudien, dass
diese Verbindungen ebenfalls ein krebserzeugendes Poten-
tial besitzen. Das primdre Zielorgan ist auch bei den kan-
zerogenen Wirkungen die Leber; durch 1,2-ungesittigte
PA hervorgerufene Tumoren fanden sich aber bspw. auch
in Lunge, Niere, Haut, Harnblase, Gehirn, Riickenmark,
Pankreas und Nebenniere (CHEN et al., 2010). Die aus-
sagekréftigsten Daten zur Kanzerogenitit 1,2-ungesattig-
ter PA, insbesondere mit Blick auf die Dosis-Wir-
kungs-Beziehung nach oraler Aufnahme, liegen fiir die
Verbindungen Lasiocarpin und Riddelliin vor. Fiir beide
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Verbindungen existiert jeweils eine Studie zur chroni-
schen Toxizitét, bei der das kanzerogene Potenzial der
Substanzen nach oraler Aufnahme untersucht wurde. Als
sensitivster Endpunkt wurde in beiden Studien eine
erhohte Inzidenz von Haemangiosarkomen der Leber
identifiziert (NCI, 1978; NTP, 2003).

Fiir verschiedene 1,2-ungesattigte PA ist aulserdem gut
belegt, dass sie ein genotoxisches Potenzial besitzen. Die
Verbindungen fiihren sowohl in vitro nach metabolischer
Aktivierung als auch in vivo zu einer Schidigung der DNA
(CHEN et al., 2010). Aullerdem konnte in Studien an
Nagern bereits gezeigt werden, dass nach Behandlung
mit Riddelliin sowohl das durch PA induzierte DNA-
Addukt-Niveau als auch die Mutationsrate in hepati-
schen Leberzellen grundsétzlich mit der Haemangiosar-
kombildung in diesem Gewebe korrelieren (CHEN et al.,
2010).

Des Weiteren beobachteten HoNnG et al. (2003) in Rid-
delliin-induzierten Haemangiosarkomen gehauft Mutati-
onen im K-ras-Protoonkogen und eine verstirkte Expres-
sion des Tumorsupressors p53 in durch Riddelliin maligne
transformierten Endothelzellen. Es wird daher angenom-
men, dass die genotoxischen Wirkungen 1,2-ungeséttig-
ter PA fiir deren kanzerogenen Eigenschaften verant-
wortlich sind. Die charakteristischen DNA-Addukte wer-
den dabei als ein initialer Schritt bei der chemisch-indu-
zierten Kanzerogenese angesehen (Fu, 2017). Der voll-
stindige Mechanismus der in den tierexperimentellen
Untersuchungen beobachteten kanzerogenen Wirkun-
gen ist bisher aber nicht abschlie3end aufgeklart.

Tiere sind unterschiedlich empfindlich gegeniiber
den toxischen Wirkungen 1,2-ungesdttigter PA
Unterschiede hinsichtlich der Suszeptibilitét fiir die toxi-
schen Wirkungen 1,2-ungesittigter PA sind fiir verschie-
dene Spezies durchaus bekannt — insbesondere auch mit
Blick auf die nicht-neoplastischen Wirkungen. So gelten
bspw. Huhn, Ente, Pferd, Rind, Schwein, Ratte und Maus
als deutlich empfindlicher als Schaf, Ziege, Kaninchen und
Meerschweinchen. Daneben konnen quantitative Unter-
schiede hinsichtlich der Empfindlichkeit auch zwischen
verschiedenen Tierstimmen und bei einigen Spezies zwi-
schen den Geschlechtern beobachtet werden.

Ubertragbarkeit tierexperimenteller Befunde auf
den Menschen

Das Auftreten nicht-neoplastischer Schadigungen nach
kurz- bzw. mittelfristiger Aufnahme hoéherer Dosen an
1,2-ungeséttigten PA iiber Lebensmittel ist durch zahlrei-
che Fallberichte auch fiir den Menschen gut belegt (Dar et
al., 2007; KaxARr et al., 2010; MOLYNEUX et al., 2011; MA et
al., 2018; ZHuck et al., 2019). Epidemiologische Unter-
suchungen, die insbesondere iiber die mogliche kanzero-
gene Wirkung beim Menschen Aufschluss geben konn-
ten, sind derzeit allerdings nicht verfiigbar. Verschiedene
experimentelle Befunde deuten aber darauf hin, dass die
im Tiermodell beobachteten genotoxisch-kanzerogenen
Wirkungen 1,2-ungeséttigter PA grundsatzlich auch beim
Menschen zu erwarten sind.
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Da sowohl die nicht-neoplastischen als auch die geno-
toxisch-kanzerogenen Wirkungen 1,2-ungeséttigter PA auf
die Bildung reaktiver Pyrrol-Ester zuriickgefiithrt werden
(Fu, 2017; Ma et al., 2018), lasst bereits das beim Men-
schen beobachtete Auftreten der nicht-neoplastischen
Schadigungen darauf schlief3en, dass die Toxifizierung
zu genotoxisch-kanzerogenen Metaboliten zumindest
qualitativ auch im Menschen erfolgt. Inzwischen wurde
auch in mehreren Studien gezeigt, dass im Blut von
Patienten mit schweren PA-induzierten Leberschiden
Pyrrol-Protein-Addukte nachweisbar sind (LN et al., 2011;
Gao et al., 2015; Ruan et al., 2015; Ma et al., 2018). Diese
konnen als Biomarker fiir die systemische Exposition
gegeniiber den toxischen Pyrrol-Metaboliten angesehen
werden. In einer Studie an Ratten wurde auferdem
gezeigt, dass das Niveau der PA-induzierten Pyrrol-Pro-
tein-Addukte und das Niveau der fiir die genotoxisch-
kanzerogenen Wirkung verantwortlich gemachten DNA-
Addukte grundsitzlich miteinander korrelieren (Xia et al.,
2016).

Im Gesamtbild deuten die Befunde darauf hin, dass die
reaktiven Pyrrol-Ester auch im Menschen in relevanten
Mengen gebildet werden und sich die Ergebnisse sowohl
zu den hepatotoxischen als auch zu den genotoxisch-kan-
zerogenen Wirkungen aus Versuchen an Ratten auf den
Menschen iibertragen lassen.

Eine kiirzlich veroffentlichte Studie von NinG et al.
(2019) deutet auf Grundlage von PBK-Modellierung
(pysiologically based kinetic modeling) darauf hin, dass
der Mensch im Vergleich mit der Ratte eine hohere Sus-
zeptibilitdt gegeniiber den hepatotoxischen Wirkungen
1,2-ungeséttigter PA aufweisen kénnte. Im Rahmen die-
ser Studie wurden aber verschiedene Annahmen gemacht,
die noch nicht abschlie3end beurteilt werden kdnnen.

Toxische Potenz verschiedener 1,2-ungesdttigter PA
Wie bereits dargestellt, wird davon ausgegangen, dass
die beobachteten Wirkungen 1,2-ungeséttigter PA primér
auf die Bildung reaktiver Pyrrol-Ester bzw. die durch diese
bedingte Schiadigung zelluldrer Strukturen zuriickzufiih-
ren sind (Fu, 2017; Ma et al., 2018). Die Bildung dieser
toxischen Metaboliten ist prinzipiell fiir alle 1,2-ungesat-
tigten PA denkbar und wurde auch schon fiir verschie-
dene Vertreter gezeigt (Xia et al., 2013). Es ist aber davon
auszugehen, dass sich die Wirkstédrke der verschiedenen
Verbindungen in Abhingigkeit von der Struktur deutlich
unterscheiden kann. Unterschiede in der toxischen Potenz
wurden auch experimentell bereits nachgewiesen (MErz
und SCHRENK, 2016).

Im Rahmen aktueller Risikobewertungen werden die
einzelnen 1,2-ungesattigten PA hinsichtlich ihrer krebs-
erzeugenden Wirkung als Gruppe von &quipotenten
Stoffen mit kumulativer Wirkung beriicksichtigt, da
nur wenige der bislang identifizierten 1,2-ungeséttigten
PA und deren N-Oxiden diesbeziiglich gut untersucht
wurden, sodass vergleichende Aussagen zur krebserzeu-
genden Wirkung einzelner PA derzeit nicht méglich sind.

Es wird aber diskutiert, wie mogliche unterschiedliche
Wirkstérken von einzelnen 1,2-ungesattigter PA und ihren
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N-Oxiden kiinftig addquat beriicksichtigt werden kénn-
ten. In entsprechenden Untersuchungen wiesen bspw.
die N-Oxide 1,2-ungeséttigter PA im Vergleich zu den
Muttersubstanzen i. d. R. eine geringere Potenz auf. Die
Unterschiede konnen jedoch je nach Testsystem sehr
unterschiedlich ausfallen (Xia et al., 2013; FIELD et al.,
2015; MERrz und ScHRENK, 2016; HE et al., 2017; YANG et
al., 2017). Zudem konnen sie durch bakterielle Reduk-
tasen im Darm (Mikrobiom) bzw. durch zelluldre Redukta-
senin der Leber in die reduzierte Form iiberfithrt werden.
Daher wird den N-Oxiden nach oraler Aufnahme aus
konservativen Erwdgungen gegenwértig meist eine ver-
gleichbare Toxizitdt wie den Muttersubstanzen zuge-
schrieben (ALLGAIER und FrRaNZ, 2015; YANG et al., 2017).

Auf der Grundlage von Daten zur akuten Toxizitit in
Nagern, zur Zytotoxizitit in Zellkultur und zur Genotoxi-
zitdt in der Taufliege Drosophila schlagen Merz und
Schrenk (MERrz und ScHRENK, 2016) sogenannte ,interim
Relative Potency“-Faktoren fiir 1,2-ungesattigte PA und
ihre N-Oxide vor (1,0 fiir zyklische und offenkettige Dies-
ter mit 7S-Konfiguration, 0,3 fiir Monoester mit 7S-Kon-
figuration, 0,1 fiir offenkettige Diester mit 7R-Konfigura-
tion und 0,01 fiir Monoester mit 7R-Konfiguration,
N-Oxide werden wie die Muttersubstanz behandelt), die
bei der Risikobewertung beriicksichtigt werden kdnnten.
CHEN et al. (2017) leiteten ,,interim relative potency“-Fak-
toren hingegen auf Basis von Daten zur Kanzerogenitéat
fiir einige wenige 1,2-ungeséttigte PA ab. ALLEMANG et al.
(2018) haben die Genotoxizitét verschiedener 1,2-unge-
séttigter PA im Mikrokerntest an der humanen HepaRG-
Zelllinie untersucht und schlagen diese Befunde als eine
mogliche Grundlage fiir einen Potenzvergleich vor.

Das BfR kommt zu dem Schluss, dass die auf Basis der
gegenwartig verfiigbaren Daten abgeleiteten Potenzfak-
toren fiir die Bewertung moglicher gesundheitlicher Risi-
ken durch Exposition gegeniiber 1,2-ungeséttigten PA in
Lebensmitteln aus unterschiedlichen Griinden noch nicht
sinnvoll eingesetzt werden konnen. Diese Einschidtzung
deckt sich mit der Beurteilung der Européischen Behorde
fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) (EFSA, 2017b).

MOE-Konzept zur Bewertung genotoxisch-kanzero-

gener Wirkungen durch 1,2-ungesdttigte PA

Im Hinblick auf die Risikobewertung sind insbesondere
die kanzerogenen Wirkungen bedeutsam. Grundsatzlich
lasst sich fiir genotoxisch-kanzerogen wirkende Verbin-
dungen nach derzeitigem Kenntnisstand keine Aufnah-
memenge ableiten, bei dessen Einhaltung oder Unter-
schreitung gesundheitliche Risiken mit hinreichender
Gewissheit ausgeschlossen werden konnten - selbst
geringe Aufnahmemengen konnten prinzipiell mit einer
Erhohung des gesundheitlichen Risikos verbunden sein,
insbesondere bei regelméfRiger Exposition. Die genoto-
xisch-kanzerogenen Risiken sind somit der sensitivste End-
punkt und stehen bei der Bewertung chronischer Risiken

durch eine langerfristige Aufnahme 1,2-ungeséttigter PA
iiber Lebensmittel im Vordergrund der Betrachtung.

Zur Priorisierung der Dringlichkeit von Risikomanage-
mentmaBnahmen wird bei genotoxisch-kanzerogenen
Verbindungen in der Européischen Union (EU) der
Margin of Exposure (MOE)-Ansatz genutzt. Der MOE ist
der Quotient aus einem geeigneten toxikologischen Refe-
renzpunkt und der Exposition gegeniiber der Substanz
beim Menschen. Als Referenzpunkt fiir kanzerogen wir-
kende Substanzen wird iiblicherweise das Benchmark
Dose Lower Confidence Limit 10% (BMDLyg) herangezo-
gen, das durch mathematische Modellierung (BMD-
Modellierung) geeigneter Daten zur Dosis-Wirkungs-
Beziehung ermittelt wird. Das BMDLg entspricht der
unteren Grenze des Konfidenzintervalls der Dosis, die im
Falle 1,2-ungesattigter PA in tierexperimentellen Unter-
suchungen mit einem zusitzlichen Krebsrisiko von 10%
(Benchmark Dose 10%; BMD1g) gegeniiber der Kontroll-
gruppe assoziiert ist. Grundsatzlich wird fiir genotoxi-
sche Kanzerogene ein MOE von 10.000 oder gré3er mit
Blick auf die 6ffentliche Gesundheit als wenig bedenklich
- allerdings nicht unbedenklich! - angesehen und daher
als niedrige Prioritét fiir Mallnahmen des Risikomanage-
ments erachtet. Die abschlieRende Entscheidung, ab wel-
chem MOE im Einzelfall eine Besorgnis besteht und Maf3-
nahmen einzuleiten sind, ist aber in erster Linie eine Ent-
scheidung des Risikomanagements (EFSA, 2005).

Fiir die Ableitung des BMDLo kommen stellvertretend
fiir alle 1,2-ungesattigten PA insbesondere die Studien
zur chronischen Toxizitdt mit Lasiocarpin (NCI, 1978)
und Riddelliin (NTP, 2003) in Betracht, in denen das
kanzerogene Potenzial der Substanzen nach oraler Auf-
nahme untersucht wurde. In beiden Studien wurde das
vermehrte Auftreten von Haemangiosarkomen der Leber
bei Ratten als sensitivster Endpunkt identifiziert. In ihren
urspriinglichen Risikobewertungen leiteten sowohl EFSA
als auch das BfR auf Grundlage der Daten zum Auftreten
der Haemangiosarkome in der Studie mit Lasiocarpin
einen BMDLjg von 70 pg/kg Kérpergewicht (KG) als
geeigneten Referenzpunkt fiir den MOE-Ansatz ab (EFSA,
2011; BFR, 2016b). Dabei wurden bei der Modellierung
der Daten zur Dosis-Wirkungs-Beziehung die Empfeh-
lungen des Leitfadens ,,Use oft the benchmark dose app-
roach in risk assessment“ der EFSA aus dem Jahr 2009
berticksichtigt (EFSA, 2009). Im Jahr 2017 aktualisierte
die EFSA ihre Bewertung. Dabei wurde auch eine erneute
Modellierung der Tumordaten aus den bereits frither
herangezogenen Studien mit Lasiocarpin und Riddelliin
durchgefiihrt, wobei neue Erkenntnisse zur BMD-Model-
lierung, die im Friihjahr 2017 von der EFSA im Leitfaden
L2uUpdate: use oft the benchmark dose approch in risk assess-
ment“ veroffentlicht wurden (EFSA, 2017a), berticksich-
tigt wurden. Insbesondere wurde dabei die sog. Modell-
mittelung (model averaging) genutzt, bei der die Ergeb-
nisse aller fiir die Modellierung angewandten mathema-
tischen Modelle gewichtet in das Endergebnis einfliel3en,
anstatt ein einzelnes Modell fiir die abschlieRende Refe-
renzpunktableitung auszuwéhlen. Das Auftreten von Hae-
mangiosarkomen wurde weiterhin als sensitivster End-
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punkt angesehen. EFSA gelangte aber zu dem Schluss,
dass die Studie mit Riddelliin gem&B den neuen Erkennt-
nissen zur BMD-Modellierung eine verlésslichere Model-
lierung der Dosis-Wirkungs-Beziehung ermoglicht und
leitete daher auf Grundlage dieser Studie einen neuen
BMDL;jo in Hohe von 237 ug/kg KG ab. Die sich beim
BMDL;( ergebenden Unterschiede resultieren vermutlich
primdr aus der begrenzten Qualitét der fiir die Modellie-
rung genutzten Daten. So war insbesondere in der Studie
mit Lasiocarpin eine hohe Rate an frither substanz-
bedingter Mortalitdt zu verzeichnen, welche die Dosis-
Wirkungs-Beziehung der Tumorbefunde deutlich beein-
flusst haben konnte (EFSA, 2017b). Das BfR hat die neue
Bewertung der EFSA gepriift und kam dabei zu dem
Schluss, dass der BMDL;jq in Hohe von 237 pg/kg KG eine
bessere Interpretation der verfligbaren Daten darstellt
und daher zukiinftig als neuer Referenzpunkt fiir die
Berechnung des MOE herangezogen werden sollte (BFR,
2018). Fiir die sich anschliel’ende Risikobetrachtung in
Form des MOE-Ansatzes werden die Gehaltsdaten der
bestimmten 1,2-ungeséttigten PA als Summe betrachtet
und es wird aktuell weiterhin von einer Aquipotenz aller
1,2-ungeséttigter PA hinsichtlich der kanzerogenen Wir-
kungen ausgegangen.

Woran kann man sich zur Charakterisierung
nicht-kanzerogener Wirkungen orientieren?

Beim Menschen liegen Fallbeschreibungen von Vergif-
tungen nach beabsichtigter oder versehentlicher Auf-
nahme PA-haltigen Pflanzenmaterials vor. So ist aus zwei
relativ gut dokumentierten Vergiftungsfillen bei Kindern
bekannt, dass eine tégliche Aufnahmemenge von 1-3 mg/
kg KG bereits nach wenigen Tagen zu schwersten Leber-
schiden fiihren oder letal verlaufen kann. Dieser Dosis-
bereich charakterisiert somit Aufnahmemengen, bei
denen mit dem Auftreten schwerster oder sogar todlicher
Effekte gerechnet werden muss. Die Daten koénnen
jedoch nicht genutzt werden, um eine Aufnahmemenge
abzuleiten, bei der Wirkungen nach kurzfristiger Aufnah-
me 1,2-ungeséttigter PA nicht mehr zu erwarten sind, da
keine belastbaren Erkenntnisse zur Dosis-Wirkungs-
Beziehung vorliegen. Diese wéren aber erforderlich, um
einen hinreichend sicheren Abstand zwischen der Auf-
nahmemenge, bei der die schwerwiegende gesundheit-
liche Wirkung eintritt, und der sicheren Aufnahmemenge
definieren zu konnen.

In verschiedenen Risikobewertungen wurde das Auf-
treten von Hepatozytenvergrof3erungen, die in einer Stu-
die zur chronischen Toxizitdt mit Riddelliin bei Ratten
beobachtet wurde, als ein relevanter Endpunkt zur Beur-
teilung nicht-kanzerogener (nicht-neoplastischer) Effekte
herangezogen. Aus den Befunden der Studie wurde fiir
diesen Endpunkt eine Dosis von 10 pg/kg KG als hochste
getestete Dosis, bei der keine (adverse/gesundheits-
schéddliche) Wirkung zu beobachten ist (No-Observed-
Adverse-Effect-Level; NOAEL), ermittelt. Unter Bertick-
sichtigung eines Extrapolationsfaktors von 100 zur
Beriicksichtigung von Inter- und Intraspeziesunter-
schieden, wurde eine Aufnahmemenge von 0,1 ug/kg
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KG abgeleitet, bei deren Unterschreitung nicht-neoplasti-
sche Wirkungen durch 1,2-ungeséttigte PA nicht mehr zu
erwarten sind (COT, 2008; BFR, 2016b).

Dieser Wert kann in begriindeten Einzelféllen hilfs-
weise zur Beurteilung nicht-kanzerogener Risiken heran-
gezogen werden. Es sei aber an dieser Stelle betont, dass
bei Einhaltung dieser Aufnahmemenge genotoxisch-kan-
zerogene Wirkungen durchaus moéglich sind. Im Hinblick
auf die Risikobewertung sind also stets die geno-
toxisch-kanzerogenen Wirkungen als der sensitivste End-
punkt bedeutsam.

Derzeit beraten die Europdische Kommission und die
Mitgliedsstaaten iiber die Einfithrung von Hochstgehal-
ten fiir das Vorkommen 1,2-ungeséttigter PA in bestimm-
ten Lebensmitteln, darunter in Tee- und Krauterteepro-
dukten. Die diskutierten Hochstgehalte orientieren sich
dabei an den gegenwirtig in Lebensmitteln vorkommen-
den Gehalten, die von EFSA publiziert wurden. Sie ent-
sprechen dem 80. Perzentil der Rooibostee-, dem 90. Per-
zentil der Kriuterteedaten bzw. dem 98. Perzentil der
Gehalte an 1,2-ungesattigten PA in Schwarzem und Grii-
nen Tee.

Quantitative Bestimmung des Gesamtgehalts an
1,2-ungesdittigten PA

Erste Methoden zum Nachweis von PA wurden bereits
vor Jahrzehnten etabliert. Dabei fanden vor allem kolori-
metrische Verfahren Anwendung, bei denen PA zur
Visualisierung an ein Chromophor gekoppelt wurden. In
Kombination mit der diinnschichtchromatographischen
Trennung und nachfolgender photometrischer Quantifi-
zierung konnten schon in den 60-iger Jahren sehr diffe-
renzierte Aussagen zu den Hauptalkaloiden in Pflanzen
getroffen werden (MatTocks, 1967). Die Spezifitdt und
die erzielbaren Nachweisgrenzen erwiesen sich fiir die
moderne Spurenanalytik aber als ungeniigend. Fiir den
Nachweis und die Quantifizierung 1,2-ungeséttigter PA
in Lebensmitteln sind daher selektivere und empfindli-
chere Methoden entwickelt worden.

Als Detektionssystem erreicht hier die Massenspektro-
metrie die hochste Spezifitdt und Sensitivitat. Seit ihrer
kommerziellen Einfiihrung ist sie die Methodik der Wahl.
Zur quantitativen Bestimmung des Gesamtgehalts an
1,2-ungeséttigten PA in einer Lebensmittelprobe werden
grundsétzlich die Summenparameter-Analytik und die tar-
geted-Analytik als methodische Ansétze unterschieden.

Summenparameter-Analytik. Bei der Summenparameter-
Analytik werden die einzelnen 1,2-ungesittigten PA in
der Probe chemisch in den gemeinsamen Grundkdrper
iiberfiihrt, welcher im Anschluss quantitativ bestimmt wird.
Dazu miissen die als N-Oxide vorliegenden 1,2-ungessattig-
ten PA zunéchst durch Reduktion zu ihren korrespondie-
renden tertidren Basen reduziert werden. In der Regel
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wird der beim Abbau entstehende Necinbasengrundkor-
per noch einer Derivatisierung unterzogen (KempF et al.,
2008; CRAMER et al., 2013). Fiir die Quantifizierung wird
ein isotopenmarkiertes Retronecinderivat synthetisiert
und als interner Standard zur Korrektur von Aufarbei-
tungsverlusten und Responseunterschieden bei der Ioni-
sierung verwendet. PA des Otonecin-Typs konnen mit der
Summenmethode nicht erfasst werden.

targeted-Analytik. Bei der targeted-Analytik werden die
Gehalte einzelner Verbindungen bestimmt und nachfol-
gend summiert (Beschrdnkung aufgrund der verfiigbaren
Referenzstandards). Dabei findet seit Ende der 90-iger
Jahre die Fliissigchromatographie in Kombination mit
der Massenspektrometrie (LC-MS/MS) eine immer gro-
Bere Verbreitung und ist derzeit das meistangewandte
Verfahren in der Analytik von unerwiinschten Stoffen in
Lebensmitteln. Begiinstigt ist dieser Trend insbesondere
durch die Moglichkeit der Multikomponentenanalyse.

In der targeted-Analytik von 1,2-ungeséttigten PA wer-
den hauptsidchlich Tandem-Massenspektrometer (auch
Triple-Quadrupole-Massenspektrometer genannt) im selec-
ted/multiple reaction monitoring (SRM, MRM) Modus
genutzt. Diese Art der Detektion zeichnet sich durch eine
hohe Empfindlichkeit und eine sehr hohe Spezifitét aus.
Ein Nachteil dieser Methodik ist, dass nur die Verbindun-
gen in die Quantifizierung (Summenbildung) einfliel3en,
auf die gezielt untersucht wird, wobei prinzipiell fiir jeden
Analyten eine Referenzsubstanz verfiigbar sein muss.

Eine targeted-Methode, basierend auf einem Extrak-
tionsschritt mit leicht schwefelsaurem Wasser, einer Anrei-
cherung mittels Festphasenextraktion und anschliefender
Quantifizierung mittels LC-MS/MS, wurde in einem
internationalen Ringversuch zur Bestimmung 1,2-unge-
sittigter PA in Honig und Pflanzenmaterial validiert
(BFR, 2015). Ein sensibler Schritt bei massenspektromet-
rischen Verfahren ist die Quantifizierung, welche haufig
durch sogenannte Matrixeffekte beeinflusst wird. Matrix-
effekte sind eine Bezeichnung fiir die unterschiedliche
Effizienz der Ionisierung eines in reinem Losungsmittel
vorliegenden Analyten im Vergleich zu einem, der in
einem matrixreichen Extrakt aus dem zu untersuchen-
den Lebensmittel vorliegt. Der Einfluss der Matrix auf die
Quantifizierung kann auf verschiedenen Wegen kom-
pensiert werden. Derzeit werden fiir Analyten wie die
1,2-ungeséttigten PA, fiir die keine isotopenmarkierte
Standards zur Verfiigung stehen, drei Ansitze zur Kom-
pensation dieser Matrixeffekte genutzt: die Standard-
addition, die externe Kalibration iiber matrix matched
standards oder die Matrixverdiinnung.

Beim Standardadditionsverfahren werden einer Probe
Aliquote mit definiert zunehmenden Konzentrationslevel
an PA versetzt und diese dann analysiert. Dieses Verfah-
ren liefert sehr valide Ergebnisse, erfordert aber einen
hohen Messaufwand und fiihrt zu einem hohen Ver-
brauch von Standards.

In der Methodenvalidierungsstudie wurde das Verfah-
ren der externen Kalibration mittels einer sogenannten
matrix matched calibration verwendet (BFR, 2015). Gene-

rell wird hier eine PA-freie Blankprobe mit denselben
Analyseschritten aufgearbeitet wie die Proben und der so
erhaltene Matrix-Blank wird dann anstelle eines Losungs-
mittels zur Erstellung der Kalibriergeraden verwendet.
Grundvoraussetzung und die grof3te Schwierigkeit bei
solchen Verfahren ist, dass dem Labor passendes Blank-
material zur Verfligung steht, das wirklich geeignet ist,
auftretende Matrixeffekte zu kompensieren.

Das derzeit gdngigste und einfachste Verfahren ist das
sogenannte Verdiinnen der Matrix. Hierbei wird eine
Probe in so hohem Mal3e verdiinnt, bis keine Matrixeffek-
te mehr auftreten und die Quantifizierung der Proben,
unabhéngig von der zu untersuchenden Matrix, gegen
eine externe Kalibration in Losemittel erfolgt. Dieses Vor-
gehen wird durch die enorm gesteigerte Sensitivitdt der
Massenspektrometer ermoglicht.

Analytauswahl zur Bestimmung des ,Gesamtgehalts” an
1,2-ungesattigten PA. Mit Hilfe der im Rahmen der
Lebensmitteliiberwachung eingesetzten targeted-Analy-
tik ist es derzeit nicht moglich, den Gesamtgehalt an
1,2-ungeséttigten PA als Summe aller vorkommenden
Einzelverbindungen zu bestimmen. Vielmehr flie@en nur
die Verbindungen in die Quantifizierung ein, auf die
gezielt untersucht wird.

Zur Sicherstellung eines einheitlichen Vollzugs bei der
Uberwachung von Héchstgehalten ist es daher entschei-
dend, sich auf ein einheitliches Spektrum von Analyten
festzulegen, um die Vergleichbarkeit der Befunde der
Gehaltsbestimmungen verschiedener Untersuchungs-
einrichtungen zu ermdglichen. Das heif3t, der zu iiber-
wachende Hochstgehalt an 1,2-ungeséttigten PA muss
die Summe der Einzelgehalte einer klar definierten Ana-
lyt-Auswahl abbilden. Gema(3 Vorschlag des BfR sollten
die in Tab. 1 dargestellten 21 1,2-ungeséttigten PA zur
Summenbildung herangezogen werden. Zwar wird in
der Natur eine weitaus hohere Zahl an 1,2-ungesattigten
PA gebildet, jedoch wird der Gesamt-PA-Gehalt in den
jeweiligen Pflanzenarten durch einige wenige Hauptver-
bindungen (,Markersubstanzen“) reprasentiert. Dies
spiegelt sich auch im Kontaminationsprofil von Lebens-
mitteln wider. Als die Problematik der PA-Kontamination
in Lebensmitteln in den Fokus der Uberwachung riickte,
umfassten die Methoden noch 28 Analyten. Auswertungen
der Gehaltsdaten vieler Proben zeigten, dass bestimmte
1,2-ungeséttigte PA nicht in quantitativ relevanten Men-
gen vorkommen, sodass die Methoden auf 21 Analyten
reduziert wurden. Nach dem derzeitigen Stand des Wis-
sens reprasentiert die empfohlene Analytauswahl (Tab. 1)
die wichtigsten Markersubstanzen in PA-bildenden Pflan-
zen und eine Erweiterung der Methode auf zusitzliche
PA-Verbindungen wiirde den analytischen Aufwand,
nicht aber den quantifizierten ,Gesamtgehalt“ an 1,2-
ungeséttigten PA signifikant erhdhen. Eine Sondersitua-
tion ergibt sich fiir bestimmte Stereoisomeren.

Vorkommen von Stereoisomeren. Haufig besitzen Natur-
stoffe, wie die PA, in ihrem strukturellen Aufbau soge-
nannte Stereozentren, an denen sich die rdumliche
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Tab.1. Derzeit vom BfR vorgeschlagene Analytauswahl zur Uberwachung der diskutierten Hochstgehalte fiir das Vorkommen
von 1,2-ungeséttigten PA in Lebensmitteln (Summe der Einzelgehalte) (BfR, 2016a).

PA Art der Esterform Necinbase
Echimidin Offenkettiger Diester Retronecin
Echimidin-N-oxid Offenkettiger Diester Retronecin
Europin Monoester Heliotridin
Europin-N-oxid Monoester Heliotridin
Heliotrin Monoester Heliotridin
Heliotrin-N-oxid Monoester Heliotridin
Intermedin Monoester Retronecin
Intermedine-N-oxid Monoester Retronecin
Lycopsamin Monoester Retronecin
Lycopsamin-N-oxid Monoester Retronecin
Lasiocarpin Offenkettiger Diester Heliotridin
Lasiocarpin-N-oxid Offenkettiger Diester Heliotridin
Retrorsin Zyklischer Diester Retronecin
Retrorsin-N-oxid ZyKklischer Diester Retronecin
Senecionin Zyklischer Diester Retronecin
Senecionin-N-oxid Zyklischer Diester Retronecin
Senecivernin Zyklischer Diester Retronecin
Senecivernin-N-oxid Zyklischer Diester Retronecin
Seneciphyllin Zyklischer Diester Retronecin
Seneciphyllin-N-oxid Zyklischer Diester Retronecin
Senkirkin Zyklischer Diester Otonecin

Anordnung der Atome unterscheidet. Es liegen dann
zwei in der rdumlichen Auspriagung unterschiedliche
Verbindungen vor, die stereoisomer zueinander sind.
Mittels LC-MS/MS sind diese Isomere kaum zu unter-
scheiden, da sie dhnliche chromatographische Retentions-
zeiten haben (Co-Elution) und im Massenspektrometer
dieselben Precursor- und Produkt-Ionen bilden, die sich
héufig auch in der Intensitatsverteilung dhneln. Mit den
derzeit angewandten Verfahren sind die Isomere nur
schwer zu unterscheiden und Aussagen iiber das genaue
Isomerenmuster in einer Probe konnen nicht eindeutig
getroffen werden.

Durch die hohe Biodiversitit der PA-bildenden Pflanzen
ist auch die Vielfalt an gebildeten strukturell verwandten
PA hoch. Fiir einige Verbindungen wird in der Natur auch
eine hohe Anzahl an Isomeren gebildet. Dies soll am Bei-
spiel der Intermedingruppe in Abb. 3 erldutert werden.
Die hier gezeigte PA-Struktur besitzt vier Kohlenstoff-
atome an denen Stereozentren vorliegen kénnen, sodass
theoretisch das Vorkommen von 16 verschiedenen Iso-
meren moglich wére. In der Literatur wurden bisher fiinf
Isomere beschrieben. Sowohl die Pflanzenfamilie der
Asteraceae (vornehmlich Gattung Eupatorium) als auch
die der Boraginaceae (fast alle Gattungen) ist in der Lage
diese Isomeren zu bilden, was fiir die Uberwachung von
PA-Kontaminationen in Lebensmitteln bedeutet, dass
alle fiinf dieser Isomere von Relevanz sind. Das derzeit
empfohlene Analytspektrum basiert in erster Linie auf
Standards, die zum Zeitpunkt der Etablierung der Metho-
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Natdrliche Isomere

Heliosupin
Heliosupin-NO

Lycopsamin, Indicin, Echinatin, Rinderin
Lycopsamin-NO, Indicin-NO, Echinatin-NO, Rinderin-NO
Intermedin, Indicin, Echinatin, Rinderin
Intermedin-NO, Indicin-NO, Echinatin-NO, Rinderin-NO

Usaramin
Usaramin-NO
Senecivernin, Integerrimin
Senecivernin-NO, Integerrimin-NO
Senecionin, Integerrimin
Senecionin-NO, Integerrimin-NO
Spartioidin
Spartioidin-NO

den verfiigbar waren. Bezogen auf die in Abb. 3 darge-
stellten Verbindungen waren das Lycopsamin und Inter-
medin. Im Allgemeinen wurden etablierte Methoden
nicht mehr um Standards erweitert, die zu einem spate-
ren Zeitpunkt verfiigbar wurden. Dies liegt daran, dass
man die Vergleichbarkeit von alten und neuen PA-
Gehaltsdaten in untersuchten Lebensmitteln und deren
Anderungen {iber die Zeit erzielen wollte. Pragmatisch
kann dies durch die Festlegung auf ein abgestimmtes
Analytspektrum, das keinen Anderungen unterliegt,
gewdhrleistet werden.

Fiir bisher analysierte Gehaltsdaten bedeutet das aber,
dass beispielsweise Proben, die mit Eupatorium kontami-
niert waren, zwar hohe Anteile an Echinatin und Rinde-
rin enthielten, diese aber als Lycopsamin und Intermedin
berichtet wurden. In der Wahrnehmung und Bewertung
der Haufigkeit einzelner PA-Verbindungen driickt sich dies
dann so aus, dass Lycopsamin und Intermedin haufig
reportiert werden, ihre Isomere aber nicht. Aus den hier
dargelegten Griinden wiére fiir die Festlegung des Ana-
lytspektrum zur Uberwachung des PA Gehaltes der prag-
matischste Ansatz, die bisher ausgewéhlten Analyten aus
Tab. 1 beizubehalten und zusitzlich die Isomere im Ana-
lytspektrum mit einzubeziehen. Dieses erweiterte Ana-
lytspektrum entspriche der bisher angewandten analyti-
schen Praxis und wiirde die Vergleichbarkeit bisher er-
zeugter Gehaltsdaten garantieren. Aullerdem wire es
der praktikabelste Weg, einen einheitlichen Vollzug in
der Uberwachung zu gewihrleisten, da im Falle von
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Abb. 3.

Natiirlich gebildete Isomere der Intermedin-Gruppe, ihr Elutionsverhalten bei reversed phase-Chromatographie sowie die Verteilung

der einzelnen Isomeren in der Familie der Asteraceae (links) und Boraginaceae (rechts) (HARTMANN und WiTTE, 1995; Duskcke et al., 2011).

Hochstgehaltsiiberschreitungen die Labore nicht mit viel
Aufwand und méglicherweise anfechtbarem Ergebnis die
Abwesenheit von nicht im Analytspektrum benannten
Isomeren beweisen miissen.

Exposition gegeniiber1,2-ungesittigten PA {iber Tee und
Kriutertee

Datengrundlage fiir die Expositionsschdtzung

Als Datengrundlage hinsichtlich des Verzehrs bei Jugend-
lichen und Erwachsenen diente die Nationale Verzehrs-
studie II (NVS II) des Max Rubner-Institutes (MRI). Die
NVS Il ist die aktuelle, reprasentative Studie zum Verzehr
der deutschen Bevolkerung. Die Studie, bei der etwa
20.000 Personen im Alter zwischen 14 und 80 Jahren
mittels drei verschiedener Erhebungsmethoden (Dietary
History, 24h-Recall und Wiegeprotokoll) zu ihrem Erndh-
rungsverhalten befragt wurden, fand zwischen 2005 und
2006 in ganz Deutschland statt (KrRewms et al., 2006; MRI,
2008). Die im Rahmen des vorliegenden Ubersichtsarti-
kels durchgefiihrten Verzehrsauswertungen beruhen auf
den Daten der beiden unabhéngigen 24h-Recalls der
NVS II, die in einem computergestiitzten Interview mit-
tels ,,EPIC-SOFT“ erhoben wurden. Es wurden die Daten
von 13.926 Personen, von denen beide Interviews vor-
lagen, ausgewertet. Aufgrund des Vorliegens von Ver-
zehrsangaben zu einzelnen Tagen ist die Methode der
24h-Recalls sowohl fiir Expositionsschitzungen bei aku-
ten als auch bei chronischen Risiken geeignet. Fiir die
Aufnahmeschétzungen wurden die individuellen Korper-
gewichte der Befragten zugrunde gelegt. Fiir die vorlie-
gende Expositionsschatzung wurden der kurzfristige
(akute) und der langfristige (chronische) Verzehr der in
Tab. 2 aufgefiihrten Tees betrachtet. In den Daten der
NVS II der 24h-Recalls wurde der Verzehr von Brennnes-

seltee, Fencheltee, Kamillentee und Pfefferminztee nicht
explizit genannt, wobei die Vermutung nahe liegt, dass
die Verzehrsmengen dieser Teesorten in denen von Krédu-
tertee (nns) enthalten sind. Grundlage fiir die Expositions-
schiatzung waren demnach Verzehrsdaten fiir Friichtetee,
Griinen Tee, Krautertee (nns), Rooibostee und Schwar-
zen Tee, die mit den Gehaltsdaten von Friichtetee, Grii-
nem Tee, Kriautertee (nns), Rooibostee bzw. Schwarzem
Tee verkniipft wurden.

Als Datengrundlage zum Verzehr fiir Kinder unter 5
Jahren wurden Verzehrsdaten aus der VELS-Studie (Ver-
zehrsstudie zur Ermittlung der Lebensmittelaufnahme
von Sduglingen und Kleinkindern fiir die Schétzung eines
akuten Toxizitétsrisikos durch Riickstdnde von Pflanzen-
schutzmitteln) herangezogen (HESEkER et al., 2003;
BANASIAK et al., 2005). Die Studie wurde zwischen 2001
und 2002 an 816 Sauglingen und Kleinkindern im Alter
zwischen 6 Monaten bis unter 5 Jahren in ganz Deutsch-
land durchgefiihrt. Die Eltern fiihrten fiir jedes Kind zwei
3-Tage-Erndhrungsprotokolle iiber alle verzehrten Lebens-
mittel. Aufgrund des Vorliegens von Verzehrsangaben zu
einzelnen Tagen sind die zweimal 3-Tage-Erndhrungs-
protokolle sowohl fiir Expositionsschatzungen bei akuten
als auch bei chronischen Risiken geeignet, wobei die Nut-
zung von wenigen Einzeltagesmessungen fiir die Berech-
nung einer lebenslangen Aufnahme mit Unsicherheiten
verbunden ist, die insbesondere bei Aussagen zu detail-
lierten Lebensmittelgruppen oder bei Schitzungen mit
einem hohen Prozentsatz Nichtverzehrer zu beachten
sind. Bei der Auswertung wurde der kurzfristige (akute)
und langfristige (chronische) Verzehr der Kinder, die
nicht mehr gestillt wurden, betrachtet. Als Grundlage fiir
die Expositionsschiatzung standen Gehaltsdaten fiir Fen-
cheltee, Friichtetee, Griinen Tee, Kamillentee, Krautertee
(nns), Pfefferminztee und Rooibostee zur Verfiigung. Auf-
grund der wenigen Verzehrer von Brennnesseltee wurden
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Tab. 2. Gehalte an 1,2-ungesittigten PA in Tees in pg/kg nach modifiziertem lower bound-Ansatz.

N2 <NWG2 (%)
Brennnesseltee 5 0
Fencheltee 71 59
Frichtetee 22 77
Griiner Tee 78 63
Kamillentee 22 23
Krautertee (nns3) 135 21
Pfefferminztee 58 57
Rooibostee 93 8
Schwarzer Tee 76 42

1Anzahl, 2Nachweisgrenze; 3nicht ndher spezifiziert

diese mit den Verzehrern von Kriutertee (nns) zusam-
mengefasst und bei der Expositionsschitzung mit den
Gehaltsdaten von Kréautertee (nns) verkniipft.

Wie hoch sind die Gehalte an 1,2-ungesdttigten PAin
Tees?

Fiir den hier vorliegenden Artikel wurden Gehaltsdaten
ausgewertet, die durch die fiir die Lebensmitteliiberwa-
chung zustandigen Behorden der deutschen Bundeslan-
der im Zeitraum 2015 bis 2018 erhoben worden sind.

Die Messwerte fiir die Einzelanalyten unter der Bestim-
mungs- und Nachweisgrenze (NWG) wurden mittels des
modifizierten lower bound-Ansatzes angepasst. Dabei wur-
den jene Messwerte unter der NWG auf null und die unter
der Bestimmungsgrenze auf die NWG gesetzt. Fiir die
Summenbildung werden gemif} der oben genannten
Empfehlung des BfR die Analysenergebnisse von 21 spe-
zifischen Einzelanalyten (Tab. 1) addiert, wobei einige
der Einzelanalyten bereits die Summe aus mehreren Iso-
meren darstellen, wie im Kapitel zur Analytik beschrie-
ben. Die hochsten mittleren Gehalte an 1,2-ungeséttigten
PA wurden in Krautertee (nns), Rooibostee und Brenn-
nesseltee beobachtet (Tab. 2).

Um das gesundheitliche Risiko, das von der Aufnahme
von mit 1,2-ungeséttigten PA kontaminiertem Tee aus-
geht zu beurteilen, wurde eine Expositionsschitzung
entsprechend dem bei Sarvan et. al (SarRvaN et al., 2017)
beschriebenem Vorgehen durchgefiihrt.

Welche kurzfristige (akute) Exposition kann aus den
Gehalten geschdtzt werden?

Fiir die Schatzung der kurzfristigen Aufnahme 1,2-unge-
séttigter PA wird das 95. Perzentil der iiber den Befra-
gungszeitraum individuellen hochsten Verzehrsmenge der
Teeverzehrer an einem einzelnen Tag zugrunde gelegt.
Diese wird mit dem 95. Perzentil der Gehalte des entspre-
chenden Lebensmittels multipliziert. Bei den Berechnun-
gen wurde davon ausgegangen, dass 200 ml Teeaufguss
einer Trockenmasse von 2 g entsprechen. In den Tab. 3-
4 ist die kurzfristige Aufnahme 1,2-ungeséttigter PA fiir
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Mittelwert Median 95. Perzentil

68,00 42,40 228,45
2,83 0 15,27
0,42 0 1,74
9,79 0 61,20
36,95 24,49 119,84
143,96 18,50 535,27
21,53 0 184,79
98,90 38,00 476,40
15,69 1,00 80,80

Kinder bzw. Erwachsene durch den Verzehr der betrach-
teten Tees dargestellt.

Fiir alle betrachteten Tees liegt die kurzfristige Aufnah-
me bei Kindern und Erwachsenen (nur Verzehrer) unter-
halb von 0,3 ug/kg KG und Tag (Tab. 3-4). Die hochste
kurzfristige Aufnahme an PA haben Kinder iiber Kréutertee
(nns) (0,214 pyg/kg KG und Tag) gefolgt von Rooibostee
(0,132 yg/kg KG und Tag). Erwachsene haben ebenfalls
durch den Verzehr von Krautertee (nns) mit 0,144 pg/kg
KG und Tag sowie Rooibostee (0,125 ug/kg KG und Tag)
die hochste kurzfristige Aufnahme an 1,2-ungeséttigten PA.

Tab. 3. Kurzfristige Aufnahme 1,2-ungesattigter PA bei Kin-
dern (0,5 bis unter 5 Jahre).

Kurzfristige Aufnahme [pg/kg KG und
Tag] (nur Verzehrer)

Fencheltee 0,010
Friichtetee 0,001
Griiner Tee 0,013
Kamillentee 0,077
Kréutertee (nns) 0,214
Pfefferminztee 0,063
Rooibostee 0,132

Tab. 4. Kurzfristige Aufnahme 1,2-ungesdttigter PA bei
Erwachsenen (Jugendliche und Erwachsene 14 bis 80 Jahre).

Kurzfristige Aufnahme [pg/kg KG und
Tag] (nur Verzehrer)

Friichtetee <0,0005
Griiner Tee 0,015
Kréutertee (nns) 0,144
Rooibostee 0,125
Schwarzer Tee 0,016
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Welche langfristige (chronische) Exposition kann
aus den Gehalten geschdtzt werden?

Fiir die Schatzung der langfristigen Exposition wurden
die mittleren Gehalte mit den Verzehrsmengen von Kin-
dern und Erwachsenen fiir alle Probanden auf individu-
eller Ebene verkniipft, wobei der Median sowie das 95.
Perzentil der resultierenden Aufnahme fiir jede Teesorte
betrachtet wurde. Ebenfalls wurde angenommen, dass
200 ml Teeaufguss einer Trockenmasse von 2 g entspre-
chen. Mittlere Gehalte wurden verwendet, um dem Fak-
tor Rechnung zu tragen, dass mal héher und mal niedri-
ger belastete Sorten der betrachteten Tees verzehrt wer-
den. Der Median der Aufnahme bildet den Normalver-
zehrer und das 95. Perzentil den Vielverzehrer ab.

Die Aufnahmemengen von PA fiir Kinder sind in Tab. 5
und fiir Erwachsene in Tab. 6 auf Basis aller Befragter (95.
Perzentil) sowie auf Basis der Verzehrer (Median und 95.
Perzentil) fiir die verschiedenen Tees aufgefiihrt. Die An-
teile von Verzehrern an der Gesamtanzahl der Befragten
variieren stark sowohl zwischen den einzelnen Teesorten
als z. T. auch zwischen Kindern und Erwachsenen.

Schéatzung der Aufnahme 1,2-ungeséttigter PA Uber ein-
zelne Tees. Der Anteil der Verzehrer der einzelnen Tees
bei den Kindern liegt zwischen 1% fiir Griinen Tee und

37% fiir Friichtetee. Daraus resultiert ein Median von
null bei der Betrachtung aller Befragter, weshalb dieser
in Tab. 5 nicht als extra Spalte dargestellt ist. Die Auf-
nahmemengen fiir Kinder (nur Verzehrer) in der Tab. 5
zeigen, dass Krautertee (nns) und Rooibostee bei Ver-
zehrern des jeweiligen Tees zur hochsten Aufnahme 1,2-
ungesattigter PA flihren. Die Verzehreranteile der genann-
ten Gruppen liegen dabei bei 9% bzw. 4%.

Fiir die Erwachsenen der NVS II kann ein Anteil der
Verzehrer zwischen 4% fiir Rooibostee und 22% fiir Krdu-
tertee (nns) verzeichnet werden. Dies resultiert ebenfalls
wie bei den Kindern in einem Median von null bei der
Betrachtung aller Befragter, weshalb dieser in Tab. 6
nicht als extra Spalte dargestellt ist.

Bei der Betrachtung der Aufnahme iiber die einzelnen
Tees fiir Erwachsene (nur Verzehrer) fithren Kriutertee
(nns) und Rooibostee zur hochsten langfristigen Aufnahme
1,2-ungeséttigter PA (Tab. 6). Die Verzehreranteile der ge-
nannten Lebensmittelgruppen liegen bei 22% bzw. 4%.

Schétzung der Gesamtaufnahme an 1,2-ungeséttigten
PA Uber Tee auf Basis der Verzehrer einzelner Teesor-
ten. Werden nur die Verzehrer von Tee betrachtet, wird
sichtbar, dass die Anteile an der Gesamtheit der Befrag-
ten stark variieren. Wiirde die Gesamtaufnahme iiber

Tab. 5. Mittlere Aufnahme (Monatsmittel) 1,2-ungesittigter PA iiber Tees bei Kindern (0,5 bis unter 5 Jahre).

Lebensmittelgruppe Anteil Verzehrer [%] Alle Befragte Nur Verzehrer
95. Perzentill Normalverzehrer Vielverzehrer
[vg/kg KG und Tag] [pg/kg KG und Tag] [pg/kg KG und Tag]

Fencheltee 16 < 0,0005 < 0,0005 0,001
Friichtetee 37 <0,0005 <0,0005 < 0,0005
Griiner Tee 1 0 <0,0005 < 0,0005
Kamillentee 4 0 0,001 0,008
Krdutertee (nns) 9 0,004 0,005 0,026
Pfefferminztee 9 < 0,0005 < 0,0005 0,003
Rooibostee 4 0 0,002 0,013

195, Perzentil = 0, wenn Anteil Verzehrer < 5%

Tab. 6. Mittlere Aufnahme 1,2-ungesittigter PA iiber Tees bei Jugendlichen und Erwachsenen (14 bis 80 Jahre).

Lebensmittelgruppe Anteil Verzehrer [%]

Alle Befragte
95. Perzentill

Nur Verzehrer
Normalverzehrer Vielverzehrer

[vg/kg KG und Tag] [ng/kg KG und Tag] [rg/kg KG und Tag]
Friichtetee 10 <0,0005 <0,0005 <0,0005
Griner Tee 6 <0,0005 < 0,0005 0,002
Kriutertee (nns) 22 0,013 0,006 0,027
Rooibostee 4 0 0,004 0,015
Schwarzer Tee 13 0,001 0,001 0,002

195, pPerzentil = 0, wenn Anteil Verzehrer < 5%
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Tee so berechnet werden, dass als Verzehrer die Personen
anzusehen sind, die irgendeinen der genannten Tees ver-
zehren, wiirden Tees mit einem hohen Verzehreranteil
aber niedrigen Gehalten an 1,2-ungeséttigten PA zu einer
Unterschédtzung der Aufnahme fiir Verzehrer von Tees
mit hohen Gehalten bei vergleichsweise geringem Ver-
zehreranteil fithren. Weiterhin ist dies problematisch,
weil die Verzehreranteile in Verzehrsstudien mit wenigen
Tagen systematisch unterschétzt werden. Deshalb wur-
den in zwei Szenarien die Verzehrer von Tee mit den
hochsten Aufnahmewerten als Grundgesamtheit gewahlt
und fiir diese die Gesamtaufnahme {iiber ihren Teever-
zehr ermittelt.

Fiir Kinder und Erwachsene ergeben sich zwei Szena-
rien mit der Grundgesamtheit Verzehrer von Krautertee
(nns) bzw. Rooibostee (Tab. 7). Fiir die genannten Ver-
zehrergruppen sind die jeweiligen Gesamtaufnahmen an
1,2-ungeséttigten PA iiber Tee ermittelt worden. Der sich
ergebende Median und das 95. Perzentil der resultieren-
den Gesamtaufnahme iiber Tee wurde betrachtet und
dem BMDL;o (237 pg/kg KG und Tag) gegeniibergestellt,
um den MOE zu ermitteln (vgl. obige Ausfithrungen zum
MOE-Konzept).

Verzehrer von Kriutertee (nns) weisen die hochste
Gesamtaufnahme an 1,2-ungeséttigten PA {iber Tee auf
(Tab. 7). Die MOE-Werte liegen fiir Kinder bei 87.840
und 43.841 (Median) sowie 16.486 und 9.084 (95. Per-
zentil) fiir Rooibos- bzw. Krautertee (nns). Fiir Erwach-
sene liegen die MOE-Werte bei 39.673 und 34.901
(Median) sowie 9.181 und 8.467 (95. Perzentil) fiir Rooi-
bos- bzw. Krautertee (nns).

Tendenziell sind die sich ergebenden MOE-Werte dhn-
lich, d. h. die Gesamtaufnahme an 1,2-ungeséttigten PA
unterscheidet sich bei Vorlieben fiir unterschiedliche Tee-
sorten nicht.

Bei der vorliegenden Schatzung der Exposition wurde
eine Reihe von Unsicherheiten beriicksichtigt, die im
Rahmen dieses Artikels nicht im Detail ausgefiihrt wer-
den konnen. Der interessierte Leser wird daher auf die

Stellungnahmen des BfR verwiesen, in denen diese aus-
fiihrlich dargestellt werden.

Verunreinigungen mit 1,2-ungeséttigten PA wurden in
allen im Rahmen dieses Ubersichtsartikels betrachteten
Teesorten beobachtet (Erhebungszeitraum der Gehalts-
daten: 2015-2018). Dabei ist allerdings festzustellen,
dass die Gehalte in den verschiedenen Teesorten und
damit auch die Exposition im Vergleich zu den in der
Stellungnahme des BfR aus dem Jahr 2016 veroffentlich-
ten Befunden (Erhebungszeitraum der Gehaltsdaten:
2011-2015) deutlich gesunken ist. Dies zeigt, dass sich
hohe Belastungen mit 1,2-ungeséttigten PA durch Risiko-
managementmalnahmen und Qualitatssicherungsmalf3-
nahmen seitens der Wirtschaftsbeteiligten vermeiden
lassen.

Im Hinblick auf die chronische Exposition gegeniiber
1,2-ungeséttigten PA iiber Tee und Krautertee zeigen die
Ergebnisse der durchgefiihrten Expositionsschitzung, dass
der Verzehr der ,,Sorten“ Krautertee (nns) und Rooibos-
tee zu einer relevanten Exposition fiihren kann. Schit-
zungen, bei denen Verzehrer von Krautertee bzw. Rooi-
bostee als Basis genommen, aber auch andere Teesorten
anteilig in die Expositionsschédtzung miteinbezogen wur-
den, zeigen, dass der MOE bei mittleren Verzehrsgewohn-
heiten sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen
erfreulicherweise bei deutlich tiber 10.000 liegt. Bei Kin-
dern, die einen hohen Verzehr von Kriutertee (nns)
haben, sinkt der MOE allerdings auf einen Wert von rund
9.100. Bei Erwachsenen Vielverzehrern ergeben sich so-
wohl auf Basis der Verzehrer von Kriutertee (nns) als
auch von Rooibostee MOE-Werte von kleiner 10.000 (ca.
8.500 bzw. 9.200). Fiir Verbindungen mit genotoxisch-
kanzerogenem Wirkmechanismus wird ein MOE von
10.000 oder grofder mit Blick auf die 6ffentliche Gesund-
heit prinzipiell als wenig bedenklich - allerdings nicht

Tab. 7. Mittlere Gesamtaufnahme (Monatsmittel) 1,2-ungesittigter PA {iber die betrachteten Tees bei Kindern und Erwachse-

nen (Basis: nur Verzehrer einer Teesorte).

Basis Kinder! Erwachsene
Gesamtaufnahme MOE2 Gesamtaufnahme MOE2
[He/kg Kq] [Hg/kg KG]
Verzehrer von Verzehrer (%) 9 22
Krdutertee ("\ns)  pedian 0,005 43.841 0,007 34.901
95. Perzentil 0,026 9.084 0,028 8.467
Verzehrer von Verzehrer (%) 4 4
Rooibostee Median 0,003 87.840 0,006 39.673
95. Perzentil 0,014 16.486 0,026 9.181

10,5 bis unter 5 Jahre; 2 Toxikologischer Referenzpunkt BMDL;o = 237 pg/kg KG (EFSA, 2017b), Berechnung aus tatsdchlicher Auf-

nahme (nicht gerundet)
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unbedenklich! - angesehen und daher als niedrige Prio-
ritat fiir Mallnahmen des Risikomanagements erachtet.

Dabei sollte auch beachtet werden, dass im Rahmen
dieses Artikels ausschlief3lich die Exposition {iber Tee
und Krautertee betrachtet wurde. Weitere mit 1,2-unge-
séttigten PA belastete Lebensmittel - z.B. Honig, NEM
und Kréuter - konnen die Exposition erh6hen und zu ent-
sprechend niedrigeren MOE-Werten fiihren. Die Gesamt-
aufnahme von 1,2-ungesittigten PA sollte fiir Verbrau-
cherinnen und Verbraucher so gering wie moglich sein.
Dazu sollten die Gehalte in Lebensmitteln gema3 dem
ALARA-Prinzip (as low as reasonably achievable) so weit
wie moglich gesenkt werden.

Die Autoren erklaren, dass keine Interessenskonflikte
vorliegen.
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Barbara Steinhoff

PA-Kontaminationen in Arzneipflanzen:
Vorkommen, Grenzwerte
und Mafdnahmen

PA contamination in
medicinal plants:
occurrence, limits

and measures

Zusammenfassung

Seit mehreren Jahren wird eine mogliche Kontamination
von Arzneipflanzen mit pyrrolizidinalkaloid-haltigen
Beikrdutern diskutiert. Die Erkenntnisse iiber ein solches
Risiko hat die Anbauer und Lieferanten pflanzlicher Dro-
gen und die Hersteller von pflanzlichen Arzneimitteln
veranlasst, Ursachenforschung zu betreiben und Maf3-
nahmen zur Reduktion und Vermeidung einer moglichen
PA-Kontamination zu ergreifen, die u.a. zusammenfas-
send in einem Code of Practice beschrieben sind. Die
Ergebnisse von Datensammlungen der Hersteller zeigen
iiber die letzten Jahre eine deutliche Verminderung der
PA-Belastung in pflanzlichen Drogen und Extrakten, die
fiir die Herstellung pflanzlicher Arzneimittel eingesetzt
werden. Es wird jedoch auch deutlich, dass das Problem
einer PA-Kontamination in naher Zukunft nicht vollstin-
dig gelost werden kann. Das Herbal Medicinal Products
Committee der europdischen Zulassungsagentur EMA
hat im Jahr 2016 fiir eine Geltungsdauer von 3 Jahren
einen vorlaufigen Grenzwert von 1,0 ug Pyrrolizidinalka-
loiden pro Tag bezogen auf das Fertigarzneimittel emp-
fohlen. Diese Frist ist im Januar 2019 um weitere zwei
Jahre verlangert worden.

Stichwérter: Pyrrolizidinalkaloide,
pflanzliche Arzneimittel, Kontamination, Grenzwerte

Abstract

Since 2013, a potential contamination of medicinal
plants with pyrrolizidine alkaloid-containing weeds
has been discussed. The knowledge about such a risk
of contamination induced cultivators and suppliers of
medicinal plants and manufacturers of herbal medici-
nal products to investigate the situation and to take
action in order to reduce or avoid potential PA contam-
ination as summarised e.g. in a Code of Practice. Over
the past years, the results of data collections show a
remarkable reduction of the PA burden in herbal drugs
and herbal extracts used for the production of herbal
medicinal products. However, it is obvious that the
problem of contamination cannot be completely
resolved in the near future. The Herbal Medicinal
Products Committee at the European Medicines Agen-
cy recommended a transitional limit of 1.0 ug pyr-
rolizidine alkaloids per day related to the final product
for three years which has recently been prolonged by
further two years.

Key words: pyrrolizidine alkaloids;
herbal medicinal products; contamination; limits
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Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind natiirliche Bestandteile
von vielen Pflanzen, die zum Teil auch arzneilich verwen-
det werden, wie Symphytum, Petasites, Tussilago oder
Eupatorium. In einem Stufenplanverfahren legte das
deutsche Bundesgesundheitsamt (BGA) im Jahr 1992
fest, dass die maximale tégliche Aufnahmemenge 0,1 pg
fiir die innerliche Anwendung und 10 pg fiir die dulerli-
che Anwendung nicht {iberschritten werden darf. Bei Be-
grenzung der Anwendung auf 6 Wochen im Jahr betrug
die maximale tigliche Aufnahmemenge 1 pg fiir die inner-
liche Anwendung und 100 pg fiir die dulderliche Anwen-
dung Ungeachtet der derzeitigen Diskussionen durch
Kontaminationen mit PA-Pflanzen gelten diese Ma3nah-
men weiterhin fiir pflanzliche Arzneimittel, die genuin PA
enthalten und die im Stufenplanbescheid von 1992 gelistet
sind (BUNDESGESUNDHEITSAMT, 1992).

Im Zusammenhang mit der Erarbeitung einer Mono-
graphie zu Symphytum publizierte das Herbal Medicinal
Products Committee (HMPC) der European Medicines
Agency (EMA) eine Stellungnahme vom 24. November
2014 zur Anwendung pflanzlicher Arzneimittel, die
toxische ungeséttigte PA enthalten (HMPC, 2014). Dieses
sah bei einer Begrenzung der Anwendungsdauer auf 14
Tage eine maximale Tagesdosis von 0,35 ug vor. Diese
Grenze liegt innerhalb der GréBenordnung die von der
European Food Safety Authority (EFSA) als gefahrlos
eingestuften lebenslangen Aufnahmemenge von 0,42 pg
PA pro Tag (EFSA, 2005, 2011). Urspriinglich war die
HMPC-Stellungnahme fiir die Beurteilung von Arznei-
mitteln aus genuin PA-haltigen Arzneipflanzen inten-
diert, jedoch wurden Produkte, die PA aus anderen Quel-
len enthalten, nicht ausgeschlossen.

Durch die BfR-Veroffentlichung von Analysenergebnis-
sen zum Vorkommen von PA in 221 Proben von Lebens-
mitteltees und zum Teil Arzneitees im Juli 2013 (BFR,
2013) wurde deutlich, dass PA auch als durch Beikrauter
wie z.B. Senecio verursachte Verunreinigung in Arznei-
tees auftreten konnen. Die Publikation der BfR-Daten hat
die Lieferanten von Arzneidrogen und die Hersteller von
pflanzlichen Arzneimitteln, insbesondere zunichst von
Arzneitees veranlasst, MaRnahmen zur Uberpriifung einer
moglichen Belastung und zur Reduktion eines méglichen
Kontaminationsrisikos zu ergreifen.

Um das Problem der Kontamination mit PA von behord-
licher Seite zu adressieren und die Hersteller zu ver-
pflichten, Manahmen im Sinne einer Chargenpriifung
durchzufiihren, erschien am 31. Mai 2016 ein weiteres
Public Statement des HMPC im Hinblick auf PA (HMPC,
2016). Dieses legt fiir Arzneimittel pflanzlichen Ursprungs
eine tédgliche Aufnahmemenge von 1,0 ug PA pro Tag
bezogen auf das Fertigarzneimittel fest, die fiir einen
Ubergangszeitraum von drei Jahren gilt. Danach soll
nach den Ausfiihrungen dieses Dokumentes wieder der
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urspriinglich empfohlene Wert von 0,35 ug PA pro Tag
angewendet werden (HMPC, 2014). Vorausgegangen
war der Publikation des HMPC vom 31. Mai 2016 eine
dhnliche Bekanntmachung des Bundesinstitutes fiir Arz-
neimittel und Medizinprodukte (BfArM) vom 1. Mairz
2016 zur Priifung auf PA (BFARM, 2016), die der Erkennt-
nis Rechnung tragt, dass PA auch als durch Beikrduter
verursachte Kontamination in pflanzlichen Materialien
auftreten konnen. Sie verpflichtet die Arzneimittel-Her-
steller, den Priifumfang in Form von drei Kategorien zu
definieren, so dass in Abhéngigkeit von den vorliegenden
Daten entweder eine Stichprobenpriifung (,,Skip Tes-
ting“) oder eine Routinepriifung durchgefiihrt wird
(Abb. 1).

Es ist dabei die Aufgabe des Arzneimittel-Herstellers,
die Anforderungen an die einzusetzenden Ausgangsstoffe
anhand der Tagesdosis des Endproduktes zu berechnen.
Bei Mischungen, in denen mehrere Ausgangsstoffe zum
Einsatz kommen, gestaltet sich diese Berechnung ent-
sprechend komplizierter. Nicht einfach ist die Situation
auch fiir die Lieferanten der Ausgangsstoffe, da gegebe-
nenfalls fiir die gleiche Droge verschiedene Spezifikatio-
nen vorliegen kénnen. Eine errechnete Uberschreitung
des Grenzwertes von 1,0 pg pro Tag im Fertigarzneimittel
bedeutet in jedem Fall, dass die betreffende Droge fiir das
Produkt nicht mehr eingesetzt werden darf.

Fiir die Kenntnis der Belastungswahrscheinlichkeit einer
Droge und damit auch fiir die Entscheidung iiber den
Priifumfang bzw. die Moglichkeit, lediglich eine Stich-
probenpriifung durchzufiihren, ist die Schaffung einer
ausreichenden Datenbasis essentiell. Weist fiir eine
Droge eine grofe Anzahl von negativen Befunden auf
eine sehr geringe Belastungswahrscheinlichkeit hin und
kann zusétzlich in der produktspezifischen Betrachtung
auch die Kenntnis des Gewinnungsprozesses (z.B. Ernte-
technik) Aufschluss iiber ein geringes Kontaminationsri-
siko geben, so kann eine solche Droge auch unter Beriick-
sichtigung der Dosierung des Fertigarzneimittels ein
,Kandidat“ fiir ein weitmaschigeres ,Skip Testing“ sein.
Gegeniiber den Behorden ist von den Unternehmen in
jedem Fall eine entsprechende Dokumentation mit z.B.
Spezifikationen, Validierungsdaten und der Dokumenta-
tion von Referenzsubstanzen vorzulegen.

Vor dem Hintergrund, dass eine vollstdndige Vermeidung
von PA-Kontaminationen nach dem gegenwaértigen
Stand der Technik nicht moglich ist und deshalb Praven-
tivmaBnahmen von essentieller Bedeutung sind, wurde
gemeinsam von verarbeitender Industrie und Anbauern
ein Code of Practice erarbeitet (DITTRICH et al., 2016).
Dieses Dokument tragt der Notwendigkeit einer Einbezie-
hung aller Prozessbeteiligten aus den Bereichen Anbau,
Nacherntebehandlung, Drogenverarbeitung sowie Her-
stellung von Extrakten bzw. Fertigarzneimitteln Rechnung
und beschreibt mogliche Beschreibung der Risiken und
Einflussmoglichkeiten entlang der gesamten Prozesskette.
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A Sehr geringe oder keine Kontaminationsproblematik

Umfang ist aus den vorliegenden Daten abzuleiten.

B Geringe Kontaminationsproblematik

Umfang ist aus den vorliegenden Daten abzuleiten.

C Relevante Kontaminationsproblematik

Tagesdosis festlegt.

Aufgrund vorliegender Daten kann nachvollziehbar belegt werden, dass in der Regel der
Gehalt an Pyrrolizidinalkaloiden im Fertigarzneimittel < 0,1 pg Pyrrolizidinalkaloide bezogen
auf die Tagesdosis ist. Die Einordnung in diese Kategorie ist akzeptabel, wenn der Wert bei
90 % der untersuchten Proben diesen Grenzwert unterschreitet und keine Probe tiber einem
Wert von 0,35 pg Pyrrolizidinalkaloide bezogen auf die Tagesdosis liegt.

Fiir diese Kategorie ist lediglich eine Stichprobenpriifung erforderlich. Der spezifische

Aufgrund vorliegender Daten kann nachvollziehbar belegt werden, dass in der Regel der
Gehalt an Pyrrolizidinalkaloiden im Fertigarzneimittel < 0,35 pg Pyrrolizidinalkaloide
bezogen auf die Tagesdosis ist. Die Einordnung in diese Kategorie ist akzeptabel, wenn der
Wert bei 90 % der untersuchten Proben diesen Grenzwert unterschreitet und keine Probe tiber
einem Wert von 1,0 pug Pyrrolizidinalkaloide bezogen auf die Tagesdosis liegt.

Fiir diese Kategorie ist eine engmaschigere Stichprobenpriifung erforderlich. Der spezifische

Liegen keine Daten vor oder ist aufgrund vorliegender Daten eine Zuordnung zu den
Kategorien A oder B nicht méglich, so ist eine Routinepriifung in die Freigabespezifikation
aufzunehmen, die einen oberen Grenzwert von 1,0 pg Pyrrolizidinalkaloiden bezogen auf die

Abb.1. Kategorien zur Festle-
gung des Priifumfangs (BFARM,
2016, HMPC, 2016)

Fiir alle diese Schritte werden die moglichen Risiken
einer PA-Kontamination und ihre Wahrscheinlichkeit
beschrieben und Vorschlége fiir Maldnahmen zusammen
mit einer Bewertung dieser Malnahmen aufgefiihrt. Fiir
den Prozessschritt der Ernte des Pflanzenmaterials bei-
spielsweise besteht das Risiko, dass PA-haltige Beikrduter
gemeinsam mit der betreffenden Kulturpflanze geerntet
werden. Die Wahrscheinlichkeit kann in Abhingigkeit
von der Spezies der Kulturpflanze und der Erntetechno-
logie hoch sein. Mogliche Mafinahmen kénnen in einer
Optimierung der Erntetechnologie, z.B. der Schnitthohe,
und des Erntezeitpunktes bestehen. Die Relevanz solcher
Malsnahmen ist als hoch einzuschitzen, hangt jedoch
von verschiedenen individuellen Faktoren ab, so dass
ihre Eignung begrenzt sein kann.

Der Code of Practice gibt damit einen Rahmen fiir ein
individuelles Vorgehen bei der Herstellung pflanzlicher
Arzneimittel auf allen Prozessstufen vor, das die Identifi-
zierung der Art und des Umfangs des jeweiligen Prob-
lems durch eine Risikoanalyse und das Einleiten entspre-
chender Manahmen umfasst. Auf dieser Basis kann in
den Unternehmen ein produkt-spezifischer Malnahmen-
plan erstellt werden.

Die Arzneimittel-Hersteller hatten bereits im Jahr 2013
verbandeiibergreifend mit dem Aufbau einer Datenbank

zur Erfassung von Untersuchungsbefunden an Drogen,
Extrakten und homoopathischen Urtinkturen begonnen,
an der momentan fast 50 Hersteller teilnehmen. Zusam-
menfassende Auswertungen werden regelméfRig dem
BfArM, dem HMPC und anderen Behorden auf Nachfrage
vorgelegt. Die Auswertung erfolgen jéhrlich fiir einen
Priifzeitraum vom 1. Mai eines Jahres bis zum 30. April
des Folgejahres.

In die Auswertung der Jahre 2017/2018 wurden insge-
samt 7251 Proben von 264 Drogen und 820 Proben von
Extrakten aus 117 Drogen und 86 Extraktionsmitteln ein-
bezogen. Die analytischen Daten wurden wéhrend der
Qualitéatskontrolle der Hersteller erhoben, wobei die
Bestimmung der PA mit validierten Methoden durch-
gefithrt wurde. Fiir 27 Drogen (4446 Proben) und 22
Extrakte (425 Proben) mit der grof3ten Marktbedeutung
(und damit auch der hochsten Anzahl an Proben) wurde
der prozentuale Anteil der Befunde mit der Zuordnung
zu den drei Kategorien A (< 0,1 ug), B (0,35 pg) und C
(< 1,0 yg) errechnet. Um einen Bezug zwischen diesen
Grenzwerten und den PA-Gehalten der Drogen bzw.
Extrakte herzustellen, wurde die maximale Tagesdosis
der jeweiligen HMPC-Monographie zur Berechnung ver-
wendet, wodurch fiir alle Produkte ein Worst case-Sze-
nario angenommen wurde, obwohl die tatsichlichen
Aufnahmemengen der Produkte deutlich darunterliegen.

Von den 27 marktbedeutendsten Drogen konnten 37%
den Grenzwert von 0,35 ug PA berechnet auf die Tages-
dosis einhalten und 63% den Grenzwert vom 1,0 ug PA.
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Von den 22 ausgewdihlten wichtigsten Extrakten
konnten 68% den Grenzwert von 0,35 ug PA berechnet
auf die Tagesdosis einhalten und 82% den Grenzwert
von 1,0 pg PA. Die Prozentwerte sind jeweils kumulierte
Werte aus den Kategorien A + B bzw. A + B+C (STEINHOFF,
2019).

Die Datenauswertungen bestitigen, dass iiber die letz-
ten Jahre eine deutliche und kontinuierliche Verbesse-
rung erfolgt ist. Die Auswertungen erlauben dariiber hin-
aus fiir die Hersteller eine Identifizierung kritischer Dro-
gen und Extrakte und dienen der Uberpriifung der
Effizienz der durchgefiihrten Mallnahmen, wie sie im
oben beschriebenen Code of Practice (DITTRICH et al., 2016)
niedergelegt sind. Die Datenauswertungen zeigen aber
auch, dass in vielen Fillen die Einhaltung eines Grenz-
wertes von 1,0 pg PA/Tag und die generelle Reduktion auf
0,35 pg PA/Tag in naher Zukunft nicht moglich sind.

Die Bekanntmachung des BfArM vom 1. Mirz 2016
(BFARM, 2016) nimmt hinsichtlich der analytischen Prii-
fungen in Bezug auf den Anhang des Stufenplanbeschei-
des (BUNDESGESUNDHEITSAMT, 1992) und die Methode des
BfR (BFR, 2014). Bei dieser handelt es sich um eine
LC-MS/MS-Methode, die aufgrund der Komplexitéit der
analytischen Fragestellungen und der erforderlichen Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse als Stand der Technik anzu-
sehen sind. Neben der vom BfR vorgeschlagenen Methode
sind in der Praxis fiir die Erfassung von PA-Kontamina-
tionen auch andere, validierte LC-MS/MS-Methoden
geeignet, die gewahrleisten, dass die Alkaloide eindeutig
identifiziert und hinreichend empfindlich quantifiziert
werden.

Da von den Unternehmen in Bezug auf PA-Kontami-
nationen jeweils individuelle Dokumentationen ihrer
Untersuchungen einschlief3lich Spezifikationen, Validie-
rungsdaten und Referenzsubstanzen vorzulegen sind,
erschien die Erarbeitung eines einheitlichen Standards in
Form einer Monographie des Europdischen Arzneibuchs
sinnvoll. Eine solche Rahmenmonographie, die generelle
Anforderungen an entsprechende Methoden enthélt und
exemplarisch die BfR-Methode (BFR, 2014) sowie einen
Priifumfang von 28 Substanzen beschreibt, ist zur Kom-
mentierung vorpubliziert worden (PHARMEUROPA, 2019).

Zur weiteren Aufklarung der dul3erst komplexen Frage-
stellungen im Zusammenhang mit PA-Kontaminationen
spielen neben allen Aktivitdten innerhalb der gesamten
Prozesskette vom Anbau der Pflanzen bis zur Freigabe
des Fertigproduktes verschiedene Forschungsprojekte
eine wichtige Rolle. Hierzu gehoren beispielsweise:

e Sammlung von Daten zum Vorkommen von Beikrau-
tern, insbesondere von PA-haltigen Beikrdutern in
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Arzneipflanzenbestédnden sowie Aubau einer entspre-
chenden Datenbank (6ffentlich geférdert mit Beteili-
gung der FAH, FORSCHUNGSVEREINIGUNG DER ARZNEIMIT-
TEL-HERSTELLER E.V., 2019a, 2019b). Einbezogen sind
auch Untersuchungen zur Aufnahme von PA durch
Pflanzen aus dem Boden (FAH, 2019a).

» Erstellung sogenannter ,Unkrautsteckbriefe“ fiir die
Spezies Crotalaria, Echium, Heliotropium, Myosotis
und Senecio zur Anwendung beim Anbau und bei der
Sammlung von Arzneipflanzen) (FAH, 2019b). Es
handelt sich um ein konsortiales Projekt, an dem 19
Hersteller beteiligt sind.

* In vitro-Untersuchungen zur Hepatotoxizitit und
Genotoxizitdt ausgewdhlter Alkaloide unterschied-
licher Struktur (Lasiocarpin, Riddelliin, Retrorsin,
Senecionin, Seneciphyllin, Heliotropin, Echimidin,
Lycopsamin, Europin, Indicin) zum Beleg der Hypo-
these, dass verschiedene PA sich signifikant in ihren
toxikologischen Potenzialen unterscheiden (MERz
und SCHRENK, 2016).

Weitere Forschungsarbeiten untersuchen u.a. Mdéglich-
keiten der Beikrautregulierung im konventionellen und
Okologischen Anbau, beispielsweise durch Auswahl ge-
eigneter Herbizide bzw. durch nicht-chemische Metho-
den. Auch die Entwicklung von Methoden zur Identifizie-
rung und Abtrennung fremder Bestandteile z.B. Beik-
rautuntermischungen im Erntegut scheinen fiir die ers-
ten Prozessschritte der Drogengewinnung vielverspre-
chende Anséitze zu bieten.

Im Juni 2017 publizierte das EFSA Panel on Conta-
minants in the Food Chain (CONTAM) eine neue Bewer-
tung des kanzerogenen Risikos von PA einschlief3lich
neuer Daten zum Vorkommen von PA in Honig, Tee, Krau-
tertees und Nahrungserganzungsmitteln (EFSA, 2017).
Dabei wurde eine neue Referenzdosis von 237 ug/kg
Korpergewicht pro Tag festgelegt, die sich um den Faktor
3 von der bisherigen Empfehlung unterschied. Bei
Zugrundelegung dieses Faktors auch bei der Diskussion
um den HMPC-Grenzwert wiirde mit 3 x 0.35 pg PA pro
Tag ein Grenzwert in der Grofenordnung von etwa
1,0 ug PA pro Tag resultieren.

Vom 14. bis 16. Januar 2019 fand eine Sitzung des HMPC
statt, bei welcher das Thema ,,PA“ erneut intensiv disku-
tiert wurde. Wie aus dem Bericht (HMPC, 2019) (s. auch
Abb. 2) hervorgeht, wurde unter Bezugnahme auf die
neue Risikobewertung der EFSA (EFSA, 2017) und die
Arbeiten des Européischen Arzneibuchs an einer Bestim-
mungsmethode die Ubergangsfrist, in der der Grenzwert
fiir die tagliche Aufnahmemenge an PA von 1,0 g anstelle
von 0,35 pg gilt, um weitere zwei Jahre verldangert. Gleich-
zeitig wurden die Fachkreise aufgerufen, neue Daten und
weitere Materialien einzureichen, auf deren Grundlage
die bisherigen Public Statements des HMIPC (HMPC, 2014,
2016) aktualisiert werden sollten.
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Scientific/regulatory guidance

Update to Public statement on Contamination of herbal medicinal products/traditional

herbal medicinal products with pyrrolizidine alkaloids (EMA/HMPC/328782/2016)

Since the HMPC Public Statement from May 2016, new information on the risks of pyrrolizidine
alkaloids in honey, tea, herbal infusions (herbs) and food supplements was published by the European
Food Safety Authority (EFSA)!. Furthermore, the European Directorate for Quality of Medicines (EDQM)
has established a Working Party to develop a general Ph. Eur. method for testing pyrrolizidine alkaloids
(PAs); this work is ongoing®.
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Due to ongoing European discussions and efforts for harmonization to characterise the risk of exposure
of PAs to human health, the HMPC has agreed by consensus to extend the transitional period for
products with levels up to 1.0 pg PAs/day for a further 2 years.

Whilst difficulties for manufacturers of herbal medicinal products to implement measures to reduce PA
contamination are acknowledged, manufacturers should continue to take appropriate actions including
implementation of enhanced GACP to ensure daily intake does not exceed 1.0 pg PAs/day.

As part of the HMPC work plan, the public statements on pyrrolizidine alkaloids (PAs)
(EMA/HMPC/328782/2016 and EMA/HMPC/893108/2011) will be revised to provide direction/guidance

for industry and NCAs.

Calls for data will be published on the EMA websitq at:

ideli Itidisciplin: Itidi linary-h |- icinal-pn

https://www.ema.europa.eu/en/human-regulatory/research-development/scientific-

Interested parties are invited to provide available new information by 31 July 2019.

Abb. 2.  Auszug aus dem Bericht
iiber die HMPC-Sitzung vom 14~

16. Januar 2019 (HMPC, 2019)

Fiir den Lebensmittelbereich leitete Mitte Januar 2019
die EU-Kommission einen Konsultationsprozess zur Fest-
setzung von Hochstgehalten u.a. fiir PA ein und schlug
hierzu Grenzwerte fiir verschiedene Produkte u.a. fiir
Krautertees, Krauter und pflanzliche Nahrungsergin-
zungsmittel vor. Die Vorschlige sollen in eine Uberarbei-
tung der Richtlinie 1881,/2006 (VERORDNUNG (EG), 2005)
einflieRBen.

Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Die Kontamination von Arzneipflanzen mit PA stellt eine
grol3e Herausforderung fiir Arzneipflanzenanbauer, Lie-
feranten und Hersteller pflanzlicher Arzneimittel in Bezug
auf die Identifizierung und Quantifizierung der Kontami-
nationen und ihre Vermeidung bzw. Reduktion dar. Wie
aus den Auswertungen der Datensammlungen ersichtlich
ist, ist eine vollstdndige Eliminierung von PA-Kontamina-
tionen auf den verschiedenen Herstellungsstufen nicht
moglich. Die Hersteller pflanzlicher Arzneimittel haben
durch die Anwendung ihres Code of Practice, durch
Datensammlungen und Eliminierung von Belastungsspit-
zen sowie dariiber hinaus durch Beteiligung an For-
schungsprojekten viele MaSnahmen ergriffen, die schliel3-
lich zu einer andauernden und nachhaltigen Reduktion
von PA-Kontaminationen gefiihrt haben. Dadurch wird
die weitere Verfiigbarkeit sicherer und qualitativ hoch-
wertiger Produkte gewéhrleistet.

Die Ergebnisse der Datensammlungen zeigen eine
deutliche Verminderung der PA-Belastung in pflanzlichen
Drogen und Extrakten, die fiir die Herstellung pflanzli-
cher Arzneimittel eingesetzt werden. Es wird jedoch auch
deutlich, dass das Problem einer PA-Kontamination in

naher Zukunft nicht vollstindig gelost werden kann. Die
Hersteller konnen den Grenzwert von 1,0 ug PA pro Tag
fiir die meisten Produkte einhalten, jedoch ist eine wei-
tere Reduktion auf 0,35 ug pro Tag nicht realistisch.
Unter Beriicksichtigung der Risikobewertung der EFSA
und der laufenden Aktivititen des Europdischen Arznei-
buchs sowie der Tatsache, dass die Hersteller umfassende
MaRnahmen durchgefiihrt haben, hat das HMPC die Uber-
gangsfrist fiir die Geltung des Grenzwertes von 1,0 ug PA
pro Tag bis zum 31. Mai 2021 verldangert. Fiir weitere Dis-
kussionen {iiber einen moglichen permanenten Grenzwert
sollten toxikologische Bewertungen und die Ergebnisse
laufender Forschungsarbeiten mit einbezogen werden.
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Regulatorische Aspekte zu
PA-Kontaminationen
in Arzneipflanzen

Regulatory Aspects
concerning

PA contamination
in medicinal plants

Zusammenfassung

Erste Publikationen zum Vorkommen von PA-Kontami-
nationen in Kréutertees erfolgten im Jahr 2013. Kurze
Zeit spéter folgten dann auch Berichte iiber eine Konta-
mination von pflanzlichen Arzneimitteln mit PA. Darauf-
hin forderten verschiedene nationale Zulassungsbehérden
und der Ausschuss fiir pflanzliche Arzneimittel der Euro-
péischen Arzneimittelagentur die Zulassungsinhaber von
pflanzlichen Arzneimitteln in Europa dazu auf, Risiko-
bewertungen und Mafnahmen zur Risikominimierung in
Bezug auf Pyrrolizidinalkaloide durchzufiihren. Sowohl
nationale Behorden als auch der HMPC fiihrten Grenz-
werte fiir PA als Kontaminanten ein. Zusatzlich hatte der
HMPC sich dafiir eingesetzt, dass das Europaische Arznei-
buch eine geeignete PA-Bestimmungsmethode im Bereich
der Spurenanalytik entwickelt. Diese liegt im Moment als
Entwurf zur 6ffentlichen Kommentierung vor.

Stichwérter: Pyrrolizidinalkaloide,
pflanzliche Arzneimittel,
Kontamination, Grenzwerte, HMPC

Abstract

The first reports on the occurrence of PA contamination
in herbal teas were published in 2013, followed shortly
afterwards by reports on the contamination of herbal
medicinal products with PA. As a result, various national

regulatory authorities and the Committee for Herbal
Medicinal Products of the European Medicines Agency
requested marketing authorisation holders of herbal
medicinal products in Europe to carry out risk assess-
ments and risk reduction measures with regard to pyr-
rolizidine alkaloids. Both, national authorities and the
HMPC introduced limits for PA as a contaminant. In addi-
tion, the HMPC had endorsed the European Pharmaco-
poeia to develop a suitable PA determination method in
the field of trace analysis. This is currently available as a
draft for public consultation.

Key words: pyrrolozidine alkaloids,
herbal medicinal products,
contamination, limits, HMPC

Einleitung

Die Toxizitdit von Pyrrolizidinalkaloid (PA)-haltigen
Pflanzen ist schon lange bekannt, erste Berichte zu aku-
ten Vergiftungen bei Weidevieh stammen aus dem 18.
Jahrhundert (MoLYNEUX et al., 2011). Auch heute noch
kommt es weltweit immer wieder zu schweren Verlusten
von Weidevieh (USDA, 2014), dabei treten sowohl Into-
xikationen durch eine groe Aufnahme der Pflanzen
iiber einen kurzen Zeitraum, iiblicher jedoch durch
eine Aufnahme subletaler Dosen iiber einen ldngeren
Zeitraum (Wochen bis mehrere Jahre) auf (ANFZA,
2001).
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Auch beim Menschen wurden immer wieder schwere
akute Vergiftungsfille, allerdings eher sporadisch und
endemisch, beschrieben. Gut dokumentiert sind solche
Falle seit dem Beginn des letzten Jahrhunderts (MOLYNEUX
et al., 2011).

Dabei gelten von den mehr als 600 bekannten PA die
1,2-ungeséttigten PA als hepatotoxisch. Dariiber hinaus
liegen fiir einige dieser Verbindungen auch Daten zur
Genotoxizitdt und Karzinogenitat aus in-vitro und in-vivo
(Tier)-Versuchen vor (CULVENOR, 1983; MOREIRA et al.,
2018; CHEN et al., 2019).

Sowohl die Daten zur akuten Toxizitét, aber vor allem auch
die Karzinogenititsdaten fithrten vor mehr als 30 Jahren
zur Initilerung eines Stufenplanverfahrens durch das Bun-
desgesundheitsamt (BGA). Im Ergebnis der Anhorungen
der betroffenen pharmazeutischen Unternehmer wurde
1992 ein Stufenplan veroffentlicht (BGA, 1992), der die
Verkehrsfahigkeit von PA-haltigen Arzneimitteln regelte
und dariiber hinaus auch Hinweise in Bezug auf die Gestal-
tung von Packungsbeilagen und Fachinformationen (z.B. in
Bezug auf die Patientengruppen) enthielt. Basierend auf
diesem Stufenplan durfte fiir pflanzliche Zubereitungen mit
einer Monografie der Kommission E die maximale tégliche
Aufnahmemenge 1 pg (innerliche Anwendung) und 100 pg
(aulerliche Anwendung) nicht {iberschreiten. Dabei war
die Aufnahme insgesamt auf 6 Wochen im Jahr beschréankt.
Fiir eine langere Anwendung bzw. fiir pflanzliche Zube-
reitungen ohne Monografie der Kommission E betrug die
maximale tégliche Aufnahmemenge 0,1pg (innerliche
Anwendung) und 10 pg (dulerliche Anwendung).

Mit Verabschiedung der Richtlinie 2004/24/EU wurde
der Ausschuss fiir pflanzliche Arzneimittel (HMPC) bei
der Européischen Arzneimittelagentur (EMA) als vierter
der mittlerweile sieben Ausschiisse errichtet. Zu den Auf-
gaben des HMPC gehort u.a. die Erstellung von Monogra-
fien, in denen die Angaben zu Wirksamkeit und Unbe-
denklichkeit von pflanzlichen Stoffen bzw. pflanzlichen
Zubereitungen nach kritischer Bewertung zusammenge-
fasst sind. Sie spiegeln den aktuellen wissenschaftlichen
Erkenntnisstand wieder und haben in Deutschland die
Monografien der Kommission E abgelost. Bei auftreten-
den Fragestellungen zu z.B. toxikologisch relevanten
Inhaltsstoffen von Pflanzen bzw. pflanzlichen Zuberei-
tungen erarbeitet der HMPC unterstiitzende Dokumente
als sogenannte ,public statements”, wie es z.B. bei der
Monografieerstellung fiir Symphytum zur Bewertung der
Toxizitdt von PA notwendig wurde.

Die publizierte Bewertung (HMPC, 2014) definiert
einen Grenzwert von 0,007 pg/kg KG fiir die tdgliche
Aufnahme. Ausgehend von einem Korpergewicht von
50 kg (begriindet aus den Guidelines der Internationalen
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Konferenz zur Harmonisierung technischer Anforderun-
gen fiir die Zulassung von Humanarzneimitteln (ICH)
und der EMA) fithrt das fiir Erwachsene zu einer er-
laubten Aufnahmemenge von 0.35 pg/Tag. Die Beurtei-
lung basiert dabei vorrangig auf zwei Karzinogenitats-
studien zur Lasiocarpin (NCI, 1978) und Riddelliin
(NTP, 2008). In beiden Studien fiihrte die orale Gabe der
beiden PA in Ratten u. a. zu Haemangiosarkomen, was
als sensitivster Endpunkt angesehen wurde. Die eigent-
liche Bewertung zur Ableitung des Grenzwertes basiert
vor allem auf der Lasiocarpin-Studie.

Entsprechend internationaler Leitlinien (z.B. ICHM7;
EMA, 2015) kann sowohl die Berechnung {iber den TDs5(-
Ansatz (TDsq: Dosis mit einer 50%igen Tumorinzidenz),
als auch den BMDLg-Ansatz (BMDLjg: eine Schitzung
der niedrigsten Dosis, die mit 95%iger Sicherheit nicht
mehr als 10% der Krebsfille bei Nagetieren verursachen
wird) gewidhlt werden. Beide Grenzwerte, die man auf
Grund der Lasiocarpin-Studie berechnen konnte, sind
dabei vergleichbar, so dass sich der HMPC der Bewertung
und Ableitung des Grenzwertes der EFSA (EFSA, 2011)
von 0,007 pg/kg KG/Tag, der als wahrscheinlich nicht
besorgniserregend in Bezug auf das Krebsrisiko ange-
sehen wurde, anschloss.

Noch wiahrend der Erarbeitung des public statements
(PS) des HMPC (HMPC, 2014) veroffentlichte das Bun-
desinstitut fiir Risikobewertung (BfR) im Juli 2013 Ana-
lysenergebnisse zum Vorkommen von PA in Lebensmit-
teltees (einschl. einiger Arzneitees) (BFR, 2013). Die Pro-
blematik der Verunreinigungen von arzneilich genutzten
Pflanzen durch PA wurde daraufhin schon in der HMPC-
Publikation (HMPC, 2014) adressiert und zeitgleich auch
durch das Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizin-
produkte (BfArM) mit den entsprechenden Industriever-
bénden in Deutschland diskutiert. Daraufhin wurden von
den Industrieverbdnden bzw. ihren Mitgliedern erste
Schritte zur Uberpriifung des Problems (Datensamm-
lung) eingeleitet bzw. auch der schon mit Maf3nahmen
zur Reduktion der PA-Belastung in pflanzlichen Arznei-
mitteln begonnen.

Nach intensiven Diskussionen sowohl mit den Indust-
rieverbanden, aber auch auf europdischer Ebene, verof-
fentlichte das BfArM als erste europdische Behorde am
1. Méarz 2016 eine Bekanntmachung, in der fiir alle
pflanzlichen Arzneimittel als Ubergangsmafnahme ein
maximaler Grenzwert von 1,0 ug PA téglich eingefiihrt
wurde (BFARM, 2016). Spater wurde vom BfArM klar-
gestellt, dass die Ubergangszeit voraussichtlich nicht 14n-
ger als 3 Jahre dauern wird und danach der Grenzwert in
Ubereinstimmung mit den Empfehlungen des HMPC und
der EFSA 0,35 ug/Tag betragen soll (HMPC, 2016). Am
22. Mirz 2016 schlossen sich die Osterreichische Agentur
fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit GmbH (AGES)
und am 06. April 2016 die UK Medicines and Healthcare
Products Regulatory Agency (MHRA) der Bewertung
durch das BfArM an (HMPC, 2016). Vorausgegangen
war, dass auch in anderen européischen Lindern Hin-
weise auf erhohte PA-Gehalte in pflanzlichen Arzneimit-
teln gefunden worden waren (MHRA, 2016).
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Flankierend zu diesen nationalen MafSnahmen wurde
im HMPC ein PS zu dem Problem der Kontamination
pflanzlicher Arzneimittel mit PA erarbeitet (HMPC, 2016).
Dieses wurde am 31. Mai 2016 angenommen und publi-
ziert. In Bezug auf die Grenzwerte und die Giiltigkeits-
dauer steht es in Ubereinstimmung mit den Bewertungen
des BfArM. Im PS werden beispielhaft Pflanzen mit
bekannt gewordenen hohen Kontaminationen genannt,
es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass entsprechend der
nationalen Reglungen diese Aufzidhlung nicht abschlie-
Bend ist.

Der Grenzwert ist dabei prdparaspezifisch umzuset-
zen, d. h. es ist u. a. von der Tagesdosis, der Anzahl der
pflanzlichen Inhaltsstoffe (arzneilich wirksam und/oder
Hilfsstoffe) etc. abhingig, welcher PA-Gehalt in den Aus-
gangsdrogen bzw. den daraus hergestellten pflanzlichen
Zubereitungen enthalten sein darf. Fertigarzneimittel,
bei denen fiir Erwachsene der gegenwairtige maximale
Grenzwert von 1 pg in der maximalen Tagesdosis ent-
sprechend Dosierungsanleitung nicht eingehalten wer-
den kann, sind in Deutschland nicht verkehrsfahig.

Fiir alle am 01.03.2016 auf dem Markt befindlichen
pflanzlichen Arzneimittel waren die Zulassungsinhaber
verpflichtet, die Priifung auf PA (entweder in der Aus-
gangsdroge, der pflanzlichen Zubereitung oder dem Fer-
tigarzneimittel) in die Priifschritte aufzunehmen und die
entsprechenden Spezifikationen zu &ndern. Dies war dem
BfArM im Rahmen einer Anderungsanzeige anzuzeigen.

Fiir Zulassungen und Registrierungen, die nach dem
01.03.2016 in Deutschland beantragt wurden, waren die
Unterlagen schon vor der Zulassung bzw. Registrierung
vorzulegen.

Mit der Publikation des PS aus 2016 beantragte der
HMPC auch die Erarbeitung einer PA-Analysenmethode
fiir das Européische Arzneibuch (Ph. Eur.). Im Méarz 2017
wurde eine Arbeitsgruppe aus 14 Experten aus 8 ver-
schiedenen Mitgliedsstaaten beim Europaisches Direkto-
rat fiir die Qualitdt von Arzneimitteln (EDQM), das fiir
die Erstellung der Ph. Eur. zusténdig ist, eingerichtet, die
eine solche Methode zur Bestimmung sehr geringer
Gehalte erarbeiten sollte. Im Dezember 2019 erfolgte die
Verdffentlichung eines Entwurfs dieser allgemeinen
Methode (2.8.26) in der Pharmeuropa 32.1 zur Kom-
mentierung. Die Vorschrift erlaubt die Anwendung jedes
chromatografische Verfahrens, das in Verbindung mit
MS/MS oder hochauflésender MS ausgefiihrt wird und
die in der Vorschrift selbst festgelegten Validierungsan-
forderungen erfiillt (Counci. oF Europg; 2019). Dieser
Ansatz wurde gewdhlt, weil es betrdchtliche Unter-
schiede in der Zusammensetzung und den Matrizes
der betreffenden Materialien sowie in den geltenden
Grenzwerten gibt, was es schwierig macht, alle Metho-
den zu beschreiben, die fiir die quantitative Analyse der
Pyrrolizidin-Ziel- Alkaloide geeignet sind. Ebenfalls wird
ein beispielhaftes Analyseverfahren, das sich fiir die
Bestimmung der 28 Pyrrolizidin-Ziel-Alkaloide (s. Tab. 1)
in einer Reihe von Matrizes als geeignet erwiesen hat,
beschrieben. Auch Verifikationsanforderungen, die erfiillt
werden miissen, wenn es notwendig ist, nachzuweisen,

dass das verwendete Analyseverfahren wahrend der
Routineanalyse giiltig bleibt, werden erlédutert.

In der Sitzung im Januar 2019 hat der HMPC die Uber-
gangsfrist fiir die vorldufigen Grenzwerte noch einmal
um zwei Jahre verlangert (HMPC, 2019), um in dieser
Zeit eine abschlielRende Bewertung im Rahmen der neuen
Publikationen zu PA und der Erstellung der allgemeinen
Methode der Ph. Eur. vornehmen zu konnen.

Begleitend zu den regulatorischen Maf3nahmen wurden
von Seiten der Industrieverbénde verschiedene Forschungs-
projekte und die Errichtung einer Datenbank initiiert, in
die Daten einer Reihe von Anbauern und Herstellern ein-
flieBen. Diese Datenbank wird dem BfArM und dem
HMPC regelméRig vorgelegt, wobei darauf hinzuweisen
ist, dass entsprechend der zusétzlichen Informationen
sowohl die Teilnahme an der Datenbank, als auch die
Auswahl der gemeldeten Chargen den Firmen iiberlassen
ist. Offenbar scheint dann noch einmal eine Auswahl der
Chargen stattzufinden, da die Chargen als ,,90th percen-
tile“ angegeben werden.

Die Umrechnung, um die Chargen in die Kategorien
entsprechend der Bekanntmachung des BfArM (BFARM,
2016) einordnen zu kénnen, erfolgt dann auf die Vorgaben
der Dosierung der Monografien des HMPC. Dabei geht
jedoch nicht immer eindeutig aus den Meldungen hervor,
ob die entsprechenden Chargen wirklich Monografie-
konform eingesetzt wurden, oder nicht u.U. als sonstiger
Bestandteil, in Kombinationspréparaten, Kosmetika oder
Nahrungsergidnzungsmitteln mit jeweils entsprechend
unterschiedlichen Dosierung eingesetzt wurden. Daher
miissen die Ableitungen, die in verschiedenen Publika-
tionen z.B. STEINHOFF, 2019 zu Aussagen beziiglich der
moglichen technisch realisierbaren Grenzwerte fiihren,
vorsichtig interpretiert werden und lassen fiir die Behor-
den keine regulatorisch relevanten Riickschliisse zu.

Tab.1. Pyrrolizidinalkaloide fiir die PA-Analytik entspre-
chend des Entwurfs der Ph. Eur. Monografie

Echimidin + Echimidin N-oxid Monocrotalin + Monocrotalin
N-oxid

Retrorsin + Retrorsin N-oxid
Senecionin + Senecionin

Erucifolin + Erucifolin N-oxid
Europin + Europin N-oxid

N-oxid
Heliotrin + Heliotrin N-oxid Seneciphyllin + Seneciphyllin
N-oxid
Intermedin + Intermedin Senecivernin + Senecivernin
N-oxid N-oxid
Jacobin + Jacobin N-oxid Senkirkin

Lasiocarpin + Lasiocarpin Trichodesmin
N-oxid

Lycopsamin + Lycopsamin

N-oxid
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Am Beispiel der Kontamination pflanzlicher Arzneimittel
mit PA kann gezeigt werden, dass neue Erkenntnisse zeit-
nah zu regulatorischen Mafinahmen durch die nationa-
len bzw. européischen Behorden fithren konnen. Da bei
Arzneimitteln — anders als bei Lebensmitteln - eine Kon-
trolle des Marktzugangs moglich ist, konnen diese Maf3-
nahmen auch ziigig umgesetzt werden. Gleichzeitig wird
auch deutlich, wie wichtig die enge Zusammenarbeit mit
den Fachkreisen ist, um diese MaSnahmen transparent
kommunizieren und begleiten zu konnen. Nur so kann
sichergestellt werden, dass die betroffenen Arzneimittel
weiterhin den Patienten zur Verfiigung stehen.

Die bislang getroffenen landwirtschaftlichen Ma3nah-
men ermoglichen zwar eine teilweise Reduktion der Kon-
tamination mit PA, womit das Problem aber voraussicht-
lich nicht vollstindig gelost werden kann. Daher sind
weitere Konzepte und die Erhebung von Daten erforder-
lich um das Ziel einer weitgehenden Minimierung zu
erreichen.

Die Autoren erklaren, dass keine Interessenskonflikte
vorliegen.
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NIRS basierte Detektion und Entfernung

Pyrrolizidinalkaloid-haltiger Unkriduter aus
Kulturpflanzen nach der Ernte — PA-NIRSort

NIRS-based detection and removal of pyrrolizidine alkaloid containing

Pyrrolizindinalkaloide (PAs) sind lebertoxisch wirkende,
sekundire Pflanzeninhaltsstoffe, die den Pflanzen zum
Schutz vor Fraf’feinden dienen. In den letzten Jahren
sind PAs verstarkt in den Fokus geriickt, da sie als unge-
wollte Beiernte besonders in Bio- und Kindertees zu zum
Teil sehr hohen Alkaloid-Belastungen fithrten. Inzwi-
schen wurden strenge PA-Grenzwerte vom Bundesinsti-
tut flir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) pub-
liziert, denn Arzneipflanzen kénnen mit PA-haltigen
Unkrautern wie verschiedenen Kreuzkraut-Arten, Gemei-
nem Natternkopf, Ackervergifmeinnicht, Gewohnlicher
Hundszunge, Wasserdost oder Borretsch verunreinigt sein
und so {iber Arznei- oder Aroma-Tees Menschen poten-
ziell gefahrden (BFARM, 2016). Durch diese strengen
Grenzwerte geniigen unter Umstidnden vier bis fiinf PA-
bildende Pflanzen des Gemeinen Greiskrauts (Senecio
vulgaris) je Hektar Anbauflache, um die Verkehrsfahig-
keit einer Tonne Medizinaldroge zu gefihrden. Dies zu
verhindern erfordert eine engmaschige regelméallige
Feldkontrolle und mechanisches Unkrautentfernen, das
unter Okonomischen Aspekten kaum realisierbar ist.
Daher kommt einer, der Ernte nachgelagerten Qualitéts-
kontrolle zum Entfernen potentieller PA-Beikréduter eine
besonders wichtige Rolle zu.

Ziel des im Marz 2019 gestarteten, von der Fachagen-
tur fiir Nachwachsende Rohstoffe (FNR) geférderten Ver-
bundprojekts des Julius Kiihn-Instituts Berlin (Institut
fiir Okologische Chemie, Pflanzenanalytik und Vorrats-

weeds in crop plants after harvest — PA-NIRSort

schutz) und des Fraunhofer-Institut fiir Optronik, Sys-
temtechnik und Bildauswertung (IOSB) ist die Entwick-
lung einer leistungsfahigen Detektionsmethode auf Basis
von Hyperspektral-Nah-Infrarot-Spektroskopie (hyper-
spektral-NIRS) zur Erkennung von Verunreinigungen
durch PA-haltige Pflanzen(teile) im Erntegut von Arznei-
und Gewdtirzpflanzen. In Kombination mit einer gekop-
pelten Sortiereinheit (beispielsweise iiber Druckluftim-
pulse) soll so eine Abtrennung unerwiinschter und
potentiell toxischer Beikréduter erzielt werden. Am Ende
des Projektes soll ein Prototyp zur echtzeitfihigen Rei-
nigung der Erntechargen verschiedener Arznei- und
Gewiirzpflanzen vorgestellt werden. Ahnliche Systeme
sind bereits in der Kunststoff-Abfallsortierung bzw. der
Qualitatskontrolle von Weinbeeren auf Basis des Oechsle-
Grades etabliert (FREUND et al., 2015). Angestrebt wird
ein Durchsatz von bis zu 1,5 t/h. Mit einer solchen auto-
matisierten Sortiertechnik lieen sich die gesundheitli-
chen Risiken durch PA-verunreinigte Arzneipflanzenpro-
dukte fiir die Anbauer und Verarbeiter von Arzneipflan-
zen Okologisch und o6konomisch effizient reduzieren.
Dies wiirde auch eine Sicherung der qualitativ hochwer-
tigen und konkurrenzfdhigen Produktion pflanzlicher
Arzneimittel in Deutschland bedeuten.

Erste Ergebnisse zeigen, dass eine Klassifizierung der
Pflanzenarten mittels NIR-Spektroskopie zuverlissig
moglich ist. Um solche Bildanalysen auch in Echtzeit
durchfiihren zu kénnen, werden die zu verarbeitenden
Datenmengen mittels multifaktorieller Datenanalyse auf
entscheidende spektrale Merkmale (Faktoren) reduziert.

Julius Kiithn-Institut (JKI), Institut fiir Okologische Chemie, Pflanzenanalytik und Vorratsschutz, Berlin
Fraunhofer-Institut fir Optronik, Systemtechnik und Bildauswertung (10SB), Karlsruhe2
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The general objective of the project is the development of
an efficient sorting system based on hyperspectral
near-infrared spectroscopy (NIRS) for the detection and
separation of impurities by pyrrolizidine alkaloid (PA)-
containing plant-derived contaminations in cultural
plants, e.g. medicinal and aromatic plants. PAs are liver-
toxic secondary metabolites that protect plants from
predators and have drawn more attention in recent years
after harmful concentrations were found in medicinal
teas. By now, the German Federal Institute for Drugs and
Medical Devices (BfArM) has published strict PA limit
values because medicinal plants can be contaminated
with PA-containing weeds such as various types of rag-
wort, groundsel, common viper's head, field forget-me-
not, common dog's tongue, water-east or borage and
thus, potentially endanger people with medicinal or aro-
matic teas (BFARM, 2016). Four to five PA-containing
plants e.g of Senecio vulgaris per hectare are sufficient to
contaminate one ton of the drug by exceeding the critical
value of maximum uptake of 0,007 ug PA/kg body
weight per day published by HMIPC.

The planned process will analyze fresh and dried plant
material on a flat-conveyer using hyperspectral NIR spec-
troscopy to detect impurities in the crop. After identifica-
tion, contaminants should be removed by a sorting tech-
nique, e.g. using compressed air pulses. Similar systems
have already been established in plastic waste sorting
and quality control, for example for grapes (FREUND et al.,
2015). The aim is to achieve a high throughput of up to
1.5 t/h with such an automated sorting technology, the
health risks posed by PA-contaminated medicinal plant
products could be reduced ecologically and economically
efficient for cultivation and processing of medicinal
plants. This would also mean safeguarding high-quality
and competitive plant-derived drug production in Ger-
many.

First results show that a classification of target plant
species and contaminating groundsel using NIR spectros-
copy succeeds for various medicinal plants. To be able to
carry out such image analyses in real-time, the amount of
data to be processed will be reduced to the decisive fac-
tors using multifactorial data analysis.

Key words: near infrared spectroscopy, image analysis,

pyrrolizidine alkaloids, medicinal plants, aromatic plants,
sorting technology, reduction of PA-contamination

Pyrrolizidinalkaloide (PAs) aus unterschiedlichen Pflan-
zenarten konnen vom Menschen mit der Nahrung (z.B.
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Arznei- und Gerwiirzpflanzenprodukte) aufgenommen
werden. Es wird angenommen, dass die PA-Abbaupro-
dukte im Korper eine leber-toxische Wirkung entfalten
und in hoher Dosierung sogar zu tédlichen Leberfunk-
tionsstérungen fiithren konnen. Das Krankheitsbild der
PA-Vergiftung wird in der Veterindrmedizin als ,,Sene-
ziose“ beschrieben und wird in der Regel durch einen
mehr oder weniger starken Greiskraut-/Kreuzkrautbe-
stand auf Weiden verursacht. Im Bereich des Arznei- und
Gewlirzpflanzenanbaus treten PA-bildende Pflanzen als
Ackerunkrduter auf und koénnen iiber Mitbeerntung
ungewollt in das Erntegut gelangen.

Zurzeit besteht noch kein brauchbarer Ansatz, um die
PA-Kontaminations-Problematik der ungewollten Bei-
ernte zufriedenstellend 16sen zu konnen. Auch die im
Rahmend es Code-of-Practice vorgeschlagene verstirkte
analytische Kontrolle einzelner Produktionschargen wird
nicht die gewiinschte Sicherheit liefern konnen, da sich
aufgrund der inhomogenen Verteilung von PA-Pflanzen-
bestandteilen im Erntegut die Probenahme nur begrenzt
reproduzierbar durchfiihren ldsst (BFARM und BPI,
2016). Von der Européischen Behorde fiir Lebensmittel-
sicherheit (EFSA) und dem BfR wurde daher empfohlen,
sich behelfsméallig an dem bestehenden Probenahmever-
fahren fiir die amtliche Kontrolle des Mykotoxingehalts
von Lebensmitteln zu orientieren (EU, 2006).

Da es momentan aufler der manuellen Feldhygiene
keine praktikablen Alternativen gibt, um PA-haltige
Unkrauter im Feld und somit eine moégliche Mitbeern-
tung zu vermeiden, steht eine der Ernte nachgelagerte
Reinigung im Fokus aktueller Vermeidungsstrategien.
Ziel des hier vorgestellten Projekts ist es daher, ein leis-
tungsfahiges Sortiersystem fiir Arzneipflanzen zu entwi-
ckeln, das PA-Unkrauter (und ggf. auch andere Fremd-
bestandteile) in effizienter Weise aus dem Erntegut
abtrennt. Dazu soll mittels Hyperspektral-Nahinfra-
rotspektroskopie eine Detektionsmethode entwickelt
werden, die PA-haltige Pflanzen oder Pflanzenteile im
Erntegut zuverldssig erkennt. In der Literatur gibt es
bereits umfassende Beispiele zum erfolgreichen Einsatz
von (Nah)Infrarot- und Raman-Spektroskopie zur Unter-
scheidung von Pflanzenarten, Akzessionen und Chemo-
typen gleicher Art (NAuMANN et al., 2014; Gupr et al.,
2014; 2015). Uber Druckluftimpulse sollen die Kontami-
nationen dann aus dem Produkt, welches {iber Forder-
bédnder zunichst die NIR-Kamera passiert, entfernt wer-
den. Ahnliche Systeme aus optischer Detektion und
druckluftgesteuerter Selektion kommen bereits fiir die
Reinigung verschiedenster Produkt- (Weinbeerensortie-
rung nach Grad Ochsle) und Abfallgemische (Kunststoff-
gemische im Recyclingprozess) zum Einsatz, so dass die
technischen Voraussetzungen zur Produktion entspre-
chender Sortieranlagen prinzipiell gegeben sind. Durch
die Vielfalt der potentiell belasteten Arzneipflanzenkul-
turen und kontaminierenden PA-Beikrauter, sowie unter-
schiedlicher Probenzustidnde (Frischmaterial, Drogen,
unterschiedliche Materialgrofen...) sind individuelle
NIRS-Modelle fiir die Erkennung von PA-Beikrautbesatz
in den jeweiligen Zieldrogen erforderlich. Da im Rahmen
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dieses Projektes nicht fiir alle Kombinationen aus Arznei-
pflanzen und potentiellem PA-Bildner Sortiermethoden
entwickelt werden konnen, werden zunichst ausgewahlte
Kulturen mit hohem Anbauvolumen und deren haupt-
sichliche PA-Kontaminanten untersucht. Dazu wurden
Melisse (Melissa officinalis L.), Pfefferminze (Mentha
x piperita ‘Multimentha‘) und Brennnessel (Urtica dioica)
von der Industrie als wichtige Kulturen benannt. Fiir
diese Kulturen wurde im Rahmen des ebenfalls vom
BMEL und der FNR geforderten Projektes zur ,,Erfassung
der standortabhéingigen und kulturpflanzenspezifischen
Beikrautflora in Arzneipflanzenbestdnden unter beson-
derer Beriicksichtigung Pyrrolizidinalkaloid-(PA-) halti-
ger Unkrduter und Erstellung einer PA-Unkrautdaten-
bank“ (FNR-Forderkennzeichen 22007914) das Gemeine
Greiskraut (Senecio vulgaris) als hauptséchlicher PA-Bild-
ner mit sehr hohen PA-Gehalten fiir die oben benannten
Zielkulturen identifiziert (NiTzscHE et al., 2018). Da
Greiskraut zudem in den drei oben benannten Arznei-
pflanzen der héufigste PA-Bildner im Feld ist, wurde in
den hier vorgestellten Untersuchungen zunichst nur
dieses berticksichtigt.

Mit dem Forschungsvorhaben soll sichergestellt wer-
den, dass der Arzneipflanzenanbau in Deutschland auch
zukiinftig gesundheitlich unbedenkliche und konkur-
renzfihige Produkte mit hoher Qualitét liefern kann, die
dem Verbraucher dann in Form von Arzneitees oder
pflanzlichen Arzneimitteln zur Verfiigung gestellt
werden konnen. Daher sollen mit Hilfe von Hyper-
spektral-NIR-Imaging (deutsch: Hyperspektrale Bildana-
lyse) im kurzwelligen Infrarotbereich (SWIR: 1.000 bis
2.500 nm) und entsprechender qualitativer NIR-Klassifi-
kationen (Modelle) PA-Pflanzen schnell und zersto-
rungsfrei von den geernteten Arzneipflanzen bzw. Dro-
gen diskriminiert werden. Dies bringt insgesamt eine
deutliche Qualitdtsverbesserung der jeweiligen pflanzli-
chen Drogen mit sich, da neben den PA-Kontaminanten
auch andere Fremdanteile auf ein Minimum gesenkt wer-
den konnten.

Wie sowohl die bisherigen spektroskopischen Einzel-
messungen, als auch die gemischte Probenapplikation
zur hyperspektralen Bildanalyse zeigen, lassen sich die
jeweiligen Arzneipflanzenblédtter von denen der PA-
Pflanzen unterscheiden. Nun miissen relevante Spektral-
bereiche, die hauptsédchlich zu dieser Unterscheidung
fiihren, mittels multifaktorieller Datenanalyse identifi-
ziert werden, um die Datenmengen auf echtzeitfdhige
Analyse reduzieren zu kdnnen. Erste Ergebnisse aus den
Modellversuchen werden vorgestellt und diskutiert.

Melisse (Melissa officinalis 'Erfurter Aufrechte' und

'Lorelei') & Pfefferminze (Mentha x piperita ‘Multi-

mentha‘)

Die Pflanzen wurden iiber das JKI Quedlinburg (Dr.
Frank Marthe, Institut fiir Ziichtungsforschung an gar-
tenbaulichen Kulturen, Erwin-Baur-Str. 27, 06484 Qued-

linburg) im Gewéchshaus angezogen und am 12.06.2019
auf dem Versuchsfeld des JKI Berlin (52.516181,
13.376935) ins Freiland ausgepflanzt.

Grofie Brennnessel (Urtica dioica)

Aus dem Wildbestand des JKI Berlin wurden 12 Pflanzen
vereinzelt und am 12.06.2019 ebenfalls ins Versuchsfeld
des JKI Berlin ausgepflanzt.

Gemeines Greiskraut (Senecio vulgaris)

Aus dem Versuchsfeld des JKI Berlin wurde Saatgut wil-
der Greiskraut-Pflanzen entnommen und diese nach Aus-
saat und Anzucht der Pflanzen im Gewéachshaus in Top-
fen ins Freiland gesetzt (Aussaat 07.06.2019, Pikieren
25.06.2019, Ausbringen 09.07.2019), um moglichst glei-
che Umweltbedingungen fiir alle Versuchspflanzen zu
erzielen. Diese Malinahme diente dazu, die Pflanzen fiir
die Messungen in Gesamtheit und unverletzt ins Labor
transportieren zu konnen und iiber die Ontogenese der
Pflanzen immer wieder dasselbe, markierte Blatt zu
messen. So soll die inhaltstoffliche und spektrale Varianz
iiber die Entwicklung abgebildet werden.

Probenset und Probenvorbereitung

Das Pflanzenmaterial fiir die Messungen wurde am JKI
Berlin in Beeten, sowie am Fraunhofer IOSB in Karlsruhe
in Containern kultiviert. Beerntet wurden die Arzneikul-
turen zweimalig jeweils zu Beginn der Bliite (Schnitt-
hohe ca. 15 cm). Die NIR-Messungen wurden jeweils am
gleichen Tag im Anschluss an die Ernte durchgefiihrt. Um
eine moglichst vergleichbare Wasserversorgung der Pro-
ben zu gewéhrleisten, wurden die geernteten Triebe von
Melisse, Brennnessel und Pfefferminze direkt nach der
Ernte in Wasser gestellt und anschliefend im Verlauf
einer Stunde gemessen. Fiir Melisse, Pfefferminze wur-
den jeweils 24 und fiir Brennnessel 12 Einzelpflanzen zu
zwei verschiedenen Terminen beerntet. Je Einzelpflanze
wurden 5 Blatter unterschiedlichen Alters fiir die Analy-
tik ausgewéhlt (Melisse und Pfefferminze je N =24/
n = 240, Brennnessel N =12/n=120) und danach ein-
zeln zum Trocknen ausgelegt. Die restliche Proben wur-
den ebenfalls getrocknet und die so erhaltenen Drogen
anschliel3end fiir zukiinftige Messungen in Papiertiiten
bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Fiir das Greis-
kraut wurde an 20 Einzelpflanzen jeweils dasselbe Blatt
taglich tiber den Vegetationszeitraum von 2 bis 4 Wochen
(erste voll ausgebildete Blétter bis Abbliihen) mittels
NIRS untersucht (N = 20/n = 279; 2-4 Wochen).

FT-NIR-Messungen

Die Probenblitter wurden einzeln auf das Messfenster
des FT-NIR-Spektrometers (MPA, Bruker Optik GmbH,
Ettlingen, Deutschland) gelegt und mit einem Edel-
stahlstempel leicht beschwert, um die Flache moglichst
gleichmal3ig anzupressen. Vor jeder Messserie wurde ein
Hintergrundspektrum aufgenommen. Die Proben wur-
den in Transflexion mit 32 Scans je Spektrum im Wellen-
zahlbereich von 12.500 - 3.600 cm~! und einer spektra-
len Auflésung von 8 cm~1 gemessen. Alle Messungen fan-
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den im Zeitraum von Juni bis August 2019 am JKI Berlin
statt. Je Pflanzenart wurden insgesamt 240 bzw. 120
Blétter in einfacher Messung untersucht. Fiir die Unter-
suchung spektraler Verdnderungen infolge der pflanzli-
chen Entwicklung wurden fiir die Arzneikrauter und das
Greiskraut NIR-Spektren von 20 Blattern in einfacher
Messung und je nach Entwicklungsstand der Pflanzen
mit je 12 bis 18 Wiederholungsmessungen iiber den Ent-
wicklungszeitraum von 2 bis 4 Wochen aufgenommen.
Dazu wurde das Blatt nicht von der Pflanze entfernt son-
dern die gesamte (getopfte) Pflanze fiir den Transfer ins
Labor und die Messungen aus dem Versuchsfeld entnom-
men und anschlief3end wieder ins Freiland verbracht.

Statistische Datenauswertung

Fiir die Auswertung der Spektren wurde die OPUS Spek-
troskopie Software Version 7.2 (Bruker Optik GmbH, Ett-
lingen, Deutschland) verwendet. Alle spektralen Daten
wurden vor der weiteren Auswertung zentriert und die
PCAn iiber das QUANT-Modul fiir PLS-Regressionen in
OPUS 7.2. erstellt.

Hyperspektral-NIRS-Klassifikation

Die Hyperspektral-NIRS(HSI)-Aufnahmen wurden an
einer Kamera des Typs Specim NIR iiber den Wellenlan-
genbereich von 906-2514 nm (11.037 - 3.977 cm™1) ein-
geteilt in 256 Kanéle (spektrale Auflésung 6,28 nm) auf-
genommen. Die Proben wurden auf einem Lineartisch
unter dem zeilenscannenden Sensor durchgefahren und
somit eine flachige Aufnahme erzeugt. Die resultieren-
den Bilder haben eine Grof3e von 600x320 Pixeln. Paral-
lel zu den HSI Aufnahmen wurden RGB Aufnahmen
(665/525/470 nm) in der Grofde von 1366x1376 eben-
falls iiber einen zeilenscannenden Sensor gewonnen. Die
Aufnahmen werden um Meta-Informationen, z.B. Alter
der Blatter, Erntezeitpunkt, enthaltene Sorten, ergénzt
und in einer Datenbank archiviert. Fiir die Datenauswer-
tung wurde die Programmiersprache Python und insbe-
sondere die Bibliothek scikit-learn verwendet.

Versuchspflanzen

Gemeinsam mit den Projektpartnern aus der Industrie
wurden Melisse (Melissa officinalis 1.), Pfefferminze
(Mentha x piperita ‘Multimentha?) und Brennnessel
(Urtica dioica) als erste Zielkulturen ausgewdahlt. Die
Ergebnisse aus dem Verbundvorhaben ,Erfassung der
standortabhéngigen und kulturpflanzenspezifischen Bei-
krautflora in Arzneipflanzenbestdnden unter besonderer
Beriicksichtigung Pyrrolizidinalkaloid-haltiger Unkréau-
ter; Teilvorhaben 1: Erfassung der Unkrautflora und
Erstellung einer PA-Unkrautdatenbank® (FKZ 22007914)
zeigten die krautartigen Drogen aufgrund der Anbau-
und Ernteverfahren als die Pflanzengruppe mit dem
hochsten Risiko der Verunreinigung durch PA-Bildner
(N1TzscHE et al., 2018). Quantitativ stirkster PA-Bildner
im Feldanbau war bei allen drei Kulturen jeweils das
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Gemeine Greiskraut (Senecio vulgaris) mit zudem hochs-
ten PA-Gehalten. Daher wurde bei der Modellentwick-
lung im Rahmen dieses Projektes der Schwerpunkt
zundéchst auf diese Pflanzenarten gelegt und Systeme aus
den Kulturen Melisse, Pfefferminze und GrofSe Brenn-
nessel mit dem Gemeinen Greiskraut als potentielle
PA-Kontaminante ausgewahlt.

Da das Gemeine Greiskraut in der Regel in allen Ent-
wicklungsstufen als Beikraut in der Ernte auftreten kann
und sich mehrfach im Jahr selbst aussiat, wurde es im
Topf verbleibend gemessen. So sollte ermittelt werden,
ob das pflanzliche Wachstumsstadium in der Modellent-
wicklung beriicksichtigt werden muss. Fiir die Zielkultu-
ren wird zur Ernte ein entwicklungsméRig eher einheit-
licher Bestand unterstellt mit spektraler Variabilitdt der
Blétter entlang der Sprossachse.

Spektren und spektrale Variabilitdt

Der Wahl geeigneter spektraler Bereiche fiir die Entwick-
lung leistungsfdhiger Klassifikationsmodelle die sich im
spateren realen Einsatz auch robust gegentiber variieren-
der Probenbeschaffenheit zeigen, kommt eine besondere
Bedeutung zu.

Wie der visuelle Vergleich der Probenspektren der drei
Zielkulturen und des Greiskrauts zeigt, sind die NIR-
Spektren aller vier Pflanzenarten prinzipiell recht &hn-
lich und vorwiegend von dominanten Wasserabsorptio-
nen um 5.200 und 7.100 cm™! gekennzeichnet. Abbil-
dung 1 zeigt die entsprechenden Mittelwertspektren fiir
die vier Pflanzenarten sowie die entsprechenden Spek-
tren der zugehorigen Standardabweichungen. Auch hier
zeigen die spektralen Bereiche der Wasserbanden die
hochste Variabilitidt. Besonders im spéteren realen Verar-
beitungsprozess wird es z.T. starke Schwankungen im
Wassergehalt der Proben geben, da nicht immer gewéhr-
leistet werden kann, dass die Proben der Qualitédtsanaly-
tik direkt als frisches Erntegut zugefiihrt werden. Zudem
schwankt der Wassergehalt der Pflanzen im Feld auch im
Tagesverlauf und in Abhingigkeit vom Entwicklungssta-
dium bzw. der Witterung. Besonders fiir importierte
getrocknete Proben mit sehr niedrigem Restfeuchte-
gehalt sind diese Banden von geringerem diagnosti-
schem Wert.

Daher wurden fiir die zu erstellenden Klassifizierungs-
modelle die Bereiche der beiden sehr dominierenden
Wasserbanden (.7.100 cm! und ..5.200 cm™1) herausge-
nommen, um eine Klassifizierung basierend auf den Was-
sergehalt der Proben zu vermeiden. Fiir die Hauptkom-
ponentenanalyse wurden somit die Spektralbereiche von
9.820-7.248 cm™!, 6.245-5.373 cm™! und 4.710-3.822
cm™1 zur Diskriminierung der Pflanzenarten verwendet.

Die Variabilitédt der verschiedenen Messreihen der Ziel-
kulturen zeigt eine recht homogene Streuung der Einzel-
spektren (insgesamt 240 bzw. 120 individuelle Blétter)
um das Mittelwertspektrum der individuellen Pflanzen
und auch die beiden Ernten unterscheiden sich nur
geringfiigig in ihrer Varianz (Abb. 2, orange, griin, blau).
Fiir die Spektren des Greiskraut hingegen zeigt sich eine
deutlich breitere Streuung (Abb. 2, rot). Die Spektren
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Abb.1.  Mittelwertspektren mit Standardabweichung. Je Art wurde iiber alle Messungen gemittelt (gelb = Melisse; griin = Pfefferminze; blau
= Brennnessel; rot = Greiskraut). Die grau hinterlegten Bereiche (9.820 - 7.248 cm™, 6.245 - 5.373 cm™ und 4.710 - 3.822 cm™) wurden fiir die
weiteren Berechnungen ausgewahlt.

Averaged spectra with standard deviation spectra. Average over all measurements for each species (yellow = lemon balm; green = peppermint; blue
= nettle; red = groundsel). The grey areas (9,820 - 7,248 cm™, 6,245 - 5,373 cm™ and 4,710 - 3,822 cm™) were selected for further calculations.
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Abb. 2. Unterschied (RMS, root mean square) aller gemessenen Spektren um das jeweilige Mittelwertspektrum der Einzelpflanzen. Jede Pro-
bennummer steht fiir eine Einzelpflanze (EP), jeder Punkt fiir ein gemessenes Spektrum. Gemessen wurden je Ernte (E1 und E2) 5 Bl4tter pro EP
bei den Zielkulturen und 12-18 Messungen pro Blatt an jeweils einer EP bei Greiskraut (gelb =Melisse E1; orange = Melisse E2;
hellgriin = Pfefferminze E1; dunkelgriin = Pfefferminze E2; hellblau = Brennnessel E1; dunkelblau = Brennnessel E2; rot = Greiskraut).

Absorption differences (RMS, root mean square) of all measured spectra around the respective averaged spectrum of the individual plants. Each sample
number stands for a single plant (EP), each point for a measured spectrum. The measurements per harvest (E1 and E2) were 5 leaves per EP in the target
cultures and 12-18 measurements per leaf on each EP in groundsel (yellow = lemon balm E1; orange = lemon balm E2; light green = peppermint E1; dark
green = peppermint E2; light blue = nettle E1; dark blue = nettle E2; red = groundsel).

mit grofdter Streuung sind alle Geiskrautpflanzen hohe- In der Einzelauswertung zeigte sich, dass die spektrale
ren Alters zuzuordnen, wo bereits erste Anzeichen von  Variabilitdt auf Ebene der Pflanzenarten den grof3ten Bei-
Welken zu beobachten war. (Messung > Tag 7). Ab Mess-  trag zur Gesamtvariabilitat liefert, selbst wenn Einzel-
tag 10 lieen sich bereits farbliche Verdnderungen der pflanzen und unterschiedliche Ernten beriicksichtigt
Blatter ins Gelbliche deutlich erkennen. werden. Das bedeutet, Unterschiede innerhalb der Ein-

Journal fiir Kulturpflanzen 72. 2020



Journal fiir Kulturpflanzen, 72 (4). S. 88-98, 2020, ISSN 1867-0911, DOI: 10.5073/)fK.2020.04.05  Verlag Eugen Ulmer KG, Stuttgart

zelpflanzen und der beiden Ernten sind in allen unter-
suchten Arten geringer als die Unterschiede zwischen
den Arten.

Da sich die Spektren beider Ernten der Zielkulturen
nicht signifikant unterscheiden, wurde fiir die Berech-
nung der Mittelwertspektren je Arzneipflanzenart iiber
alle Einzelmessungen gemittelt. Auch wenn sich beim
Greiskraut doch eine deutlich grof3ere Varianz der Spek-
tren feststellen lasst, wurde auch hier iiber alle Messun-
gen gemittelt (Abb. 1). Anhand der Differenzspektren
von jeweils einer Zielkultur und Greiskraut kann man
erkennen, dass sich aullerhalb der Wasserabsorptionen
in den fiir die PCA genutzten Bereichen spektrale Unter-
schiede fiir die Diskriminierung der Kulturen zeigen
(Abb. 3).

Um im néchsten Schritt die Messreihen untereinander
zu vergleichen, wurden zunéchst alle Spektren pflanzen-
weise und in einem PCA-Modell betrachtet (Abb. 4). Fiir
die Erstellung der Klassifikationsmodelle wurde dann im
zweiten Schritt nur jeweils eine Zielkultur gemeinsam
mit dem Greiskraut analysiert (Abb. 5).

Die Hauptkomponentenanalyse der Spektren aller
Pflanzenarten (Abb. 4) zeigt eine klare Trennung der
Zielkulturen vom Greiskraut. Geringe Uberlagerungen
der Cluster von Pfefferminze (griin) und Greiskraut (rot)
gibt es nur bei der frithen Ernte E1. Auch hier lasst sich
die groBBe Streuung der Greiskraut-Spektren den Mes-
sungen in der spiteren Pflanzenentwicklung zuordnen
(> Messung 7, kreisformige Markierung in Abb. 4). Die
hier gezeigte PCA stellt einen Extremfall in der Klassifika-
tion dar, da insgesamt vier Pflanzenarten in anndhernd

gleicher Quantitit in das Modell einfliefSen. Ein solcher
Fall ist bei der realen Ernte nicht zu erwarten, dort sollte
eine Kultur mengenmal3ig dominieren und entsprechend
den Ergebnissen der Unkrautdatenbank maximal ein
PA-Beikraut in relevanter Menge auftreten. Daher wer-
den im Folgenden bindre Systeme aus einer Zielkultur
und Greiskraut betrachtet.

Im Weiteren wurden jeweils die einzelnen Zielkulturen
und Greiskraut in einer Hauptkomponentenanalyse nach
Zentrierung der Spektren analysiert, um die Moglichkeit
einer deutlichen Diskriminierung nach Pflanzenart zu
finden. Abb. 5 zeigt die entsprechenden Hauptkompo-
nentenanalysen der drei Zielkulturen.

Wie in Abb. 5 (links) ersichtlich, trennt PC 1 die Spek-
tren von Greiskraut (rot) klar von denen der beiden
Melisse-Ernten (gelb) ab. Hauptkomponenten 2 (PC 2)
trennt zudem die spaten Greiskraut-Messungen (positi-
ver Bereich von PC 2) ab. Die PCA von Brennnessel und
Greiskraut (Abb. 5, rechts) zeigt eine ebenso klare Tren-
nung der beiden Pflanzenarten, wie zuvor bei der Melisse
beobachtet und legt den Erfolg einer NIR-basierten Diffe-
renzierung der Ziel- und Beikrautkulturen auf Basis der
verwendeten Spektralbereiche nahe.

Anders als bei Melisse und Brennnessel zeigt die PCA
bei Pfefferminze keine vollstindige Clusterung beider
Arten (Abb. 5, Mitte). Besonders die erste Ernte der
Minze streut stirker und es finden sich Uberlagerungen
mit den Spektren des Greiskrauts. Hier ist eine genaue
Betrachtung der Ursachen fiir die vergleichsweise hohe
Streuung der Greiskraut-Proben nétig, um eventuell
durch Eingrenzen der Spektralbereiche die Qualitit der
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Abb. 3.

Differenzen der Mittelwertspektren der drei Zielkulturen zu Greiskraut. Je Art wurde {iber alle Messungen gemittelt und vom Mittel-

wertspektrum des Greiskraut abgezogen (gelb = Melisse; griin = Pfefferminze; blau = Brennnessel). Die grau hinterlegten Bereiche (9.820 - 7.248
cm™, 6.245 - 5.373 cm™ und 4.710 - 3.822 cm~) wurden fiir die weiteren Berechnungen ausgewihit.

Differences spectra of the average spectra of the three target cultures to groundsel. Each species was averaged over all measurements and subtracted
from the mean spectrum of groundsel (yellow = lemon balm; green = peppermint; blue = nettle). The grey areas (9,820 - 7,248 cm™, 6,245 - 5,373 cm™

and 4,710 - 3,822 cm™) were selected for further calculations.
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Abb. 4.

PCA aller Messungen. Die Messungen im oberen Bereich (oval) sind Messungen zu einem spéteren Zeitpunkt (> M7) der Ontogenese

(gelb = Melisse E1; orange = Melisse E2; hellgriin = Pfefferminze E1; dunkelgriin = Pfefferminze E2; hellblau = Brennnessel E1; dunkelblau

= Brennnessel E2; rot = Greiskraut, alle Altersstufen).

PCA of all measurements. The measurements in the upper area (oval) are measurements at a late developmental stage of groundsel (> M7) of ontogen-
esis (yellow = lemon balm E1; orange = lemon balm E2; light green = peppermint E1; dark green = peppermint E2; light blue = nettle E1; dark blue = nettle

E2; red = groundsel, all ages).
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rechts: Brennnessel (blau) vs. Greiskraut (rot).

PCA der drei Ziel- und Beikraut-Systeme. Links: Melisse (gelb) vs. Greiskraut (rot); Mitte: Pfefferminze (griin) vs. Greiskraut; (rot)

PCA of the three target vs. weed systems. Left: lemon balm (yellow) vs. groundsel (red); centre: peppermint (green) vs. groundsel; (red) right: nettle (blue)

vs. groundsel (red).

Diskriminierung zu erhohen. Daher wird zunéichst die
Variabilidt der Pfefferminz- und Greiskraut-Spektren im
Lauf der pflanzlichen Entwicklung nédher betrachtet.

Ontogenese

Um die spektrale Variabilitat der Blatter iiber die pflanz-
liche Entwicklung abschétzen zu kdnnen, wurde exemp-
larisch an fiinf Pfefferminzpflanzen iiber acht Wochen,
einmal pro Woche dasselbe markierte Blatt gemessen.
Jedes Blatt wurde in fiinffacher Wiederholung gemessen
und in der Analyse gemittelt. Die zu beobachtende Streu-
ung um den Mittelwert des jeweils gemessenen Blattes
zeigt keinen Zusammenhang mit dem Alter der Blatter
(Abb. 6). In der Hauptkomponentenanalyse hingegen
lasst sich ein Alterseinfluss beobachten (Abb. 7), so dass
sich eine Gruppierung der Blattspektren nach Alter ent-
lang der Hauptkomponentenachse zwei (PC 2) erkennen
lasst.

Im Fall des Gemeinen Greiskrauts muss die Moglich-
keit beachtet werden, alle Entwicklungsstadien der
Pflanze (oberhalb der Erntehohe) als Beiernte zu finden.
Da sich im Laufe der Ontogenese von Pflanzen auch die
Kombinationen und Konzentrationen der sekundiren
Pflanzenstoffe verdndert (FLADE et al., 2019), was auch
rein optisch durch Verfarbungen sichtbar werden kann,
ist zu erwarten, dass sich entwicklungsbedingte Verande-
rungen auf die NIR-Spektren auswirken. Daher wurden
iiber den entsprechenden Entwicklungszeitraum Spek-
tren derselben Blatter aufgenommen, um die damit ein-
hergehende spektrale Variabilitit zu untersuchen. Die
Messungen zeigen, dass mit steigendem Alter der Pflan-
zen die Spektren stérker streuen (Abb. 8). Ab der zehn-
ten Messung (05.08.2019, Tag 59 nach Aussaht) waren
bereits erste gelbliche Verfarbungen der Blatter zu erken-
nen, die einhergehen mit steigender Streuung in den
Spektren ab der siebten Messung. Diese Unterschiede
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Absorption differences (RMS, root mean square) of the individual spectra to the average spectrum (leaf wise) of peppermint over the entire series of
measurements. Each point represents an averaged spectrum of the respective leaf over five repetitions. The color codes the measurement series 1-8
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PCA of the averaged spectra of the measured leaves of peppermint for the eight measurement series. Each point represents the averaged spectrum of
five repeated measures of the respective leaf. The color codes the measurement series 1-8 (young: light, old: dark).

bewegen sich aber in Bereichen, die nicht zu Uberschnei-
dungen mit den untersuchten Arzneipflanzen fiihren,
sodass die messbaren Unterschiede zwischen den Arten
ungeachtet des Wachstumsstadiums von Greiskraut zu
finden sind. In der Hauptkomponentenanalyse (Abb. 9)
ist im Gegensatz zur Pfefferminze keine klare Gruppie-
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rung nach Alter zu erkennen, da die Spektren aller Alters-
stufen relativ homogen im Raum von PC 1 und PC 2 ver-
teilt sind. AusschliefRlich das bereits oben diskutierte, ab
Messtag 7 einsetzende Welken der Pflanzen ist in der
Haufung von Spektren spidter Messung im negativen PC
1 und PC 2 Bereich zu beobachten.
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Abb. 8.

RMS-Fehler (root mean square) der Spektren um das Mittelwertspektrum des jeweils gemessenen Blattes von Greiskraut iiber ver-

schiedene Entwicklungsstufen (M). Jeder Punkt steht fiir ein gemessenes Spektrum desselben Blattes (N = 20, n = 12-18, M1-M4/jung: hellrot,

Ms5-M8/mittel: rot, M9—18/alt: dunkelrot).

Absorption differences (RMS, root mean square) of the individual spectra to the average spectrum (leaf wise) of groundsel during plant development
(M). Each point represents a measured spectrum of the same leaf (N = 20, n = 12-18, M1-M4/young: light red, M5-M8/mean: red, M9-18/old: dark red).
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Abb. 9.

PCA von Greiskraut zu verschiedenen Entwicklungsstufen (M). Jeder Punkt zeigt ein gemessenes Spektrum desselben Blattes einer

Pflanze (N = 20, n = 12-18, M1-M4/jung: hellrot, M5-M8/mittel: rot, M9-18/alt: dunkelrot).
PCA of groundsel of different developmental stages (M). Each point shows a measured spectrum of the same leaf of a plant (N =20, n=12-18,

M1-M4/young: light red, M5-M8/middle: red, M9-18/old: dark red).

Hyperspektral-NIRS-Klassifikation

Ergénzend zu den Untersuchungen auf Basis der FT-NIR
Messungen wurden mittels NIR Hyperspectral Imaging
(bildgebende Spektroskopie) Bilder einzelner Blatter der
in Karlsruhe in Containern gezogenen Pflanzen aufge-
nommen und ausgewertet.

Ein exemplarisches Ergebnis ist in Abb. 10 zu sehen.
Gezeigt ist eine Falschfarbendarstellung einer Mischpro-
be auf Basis einer pixelweisen Transformation der Spek-
tren mittels Hauptkomponentenanalyse. Es ist deutlich

zu erkennen, dass sich die PA-Beikriuter farblich von den
restlichen Proben in dieser Darstellung abheben (Blau-
tone in Abb. 10).

Ausblick

Alle hier vorgestellten Ergebnisse beziehen sich aus-
schlielich auf die Messung frischer Proben, die direkt
nach der Ernte gemessen wurden und zeigen, dass die
Klassifizierung mittels NIR-Spektroskopie ohne Beriick-
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Abb. 10. Farb-und Hyperspektralbild einer Mischprobe. Links: Farbbild der Probe bestehend aus den drei Zielkulturen und zwei PA-Beikrdutern.
Rechts: Falschfarbendarstellung auf Basis einer pixelweisen Hauptkomponentenanalyse mit Clusterung nach Ziel- (griin) und Beikrautkultur

(blaugriin).

Colour and hyperspectral image of a composite sample. Left: Color image of the sample consisting of the three target cultures and two PA weeds. Right:
False color image based on a pixelwise main component analysis with clustering according to target culture (green) and weed culture (blue-green).

sichtigung der intensivsten Wasserbanden generell mog-
lich ist. Die gleichen Versuche miissen nun noch mit den
entsprechenden Drogen durchgefiihrt werden um sicher
zu stellen, dass dies genauso mit dem getrockneten
Pflanzenmaterial méglich ist. Aullerdem ist zu beachten,
dass sich alle hier gezeigten Ergebnisse nicht ohne weite-
res auf andere Arten {ibertragen lassen sondern fiir alle
neuen Zielkulturen neue Modelle entwickelt werden
miissen.

Des Weiteren besteht bei Blatt- und Bliitendrogen die
besondere Herausforderung, das Erntematerial zuvor in
geeigneter Weise aufzubereiten (z.B. zu zerkleinern)
bzw. Blatter und Bliiten zu vereinzeln, wiahrend die Auf-
reinigung geernteter Kornerdrogen wie z.B. Fenchel-
oder Kiimmelfriichte hinsichtlich des Material-Handlings
geringere Probleme bereiten sollte.

Zur Risikominderung und Kostenoptimierung werden
weitere optische Detektionsmethoden (z.B. Mittelinfra-
rot-Spektroskopie, VIS-Detektion,...) untersucht. Ebenso
sollen die zur Identifikation genutzten spektralen Berei-
che weiter verkleinert werden, um die zur Erkennung
notwendigen Daten zu reduzieren und den Prozess auf
reale Verarbeitungsstrome zeitlich anzupassen.

Die nédchsten Schritte beinhalten weitere Datenauf-
nahme von Pflanzenmaterial unterschiedlicher Trock-
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nungsgrade und die Entwicklung individueller NIRS-ba-
sierter Kalibrationsmodelle zur qualitativen Bestimmung
der einzelnen Pflanzenarten.

Zukiinftig sollen erzeugte Mischproben mit definierten
PA-Krautanteilen, sowie echte Ernteproben mit mogli-
cher PA-Belastung von Arzneipflanzenanbauern und
-verarbeitern beschafft und quantitativ analysiert wer-
den. Dariiber soll untersucht werden, inwieweit spezifi-
sche spektroskopische Signale mit bestimmten PA-In-
haltsstoffen korreliert werde konnen. Die tatsdchliche
Belastung mit Pyrrolizidinalkaloiden soll iiber konven-
tionelle LC-MS-Analytik erfolgen und in Form von Refe-
renzdaten fiir die spitere NIRS-Analytik und die Ent-
wicklung quantitativer Modelle herangezogen werden.
Hinsichtlich der Identifizierung von PA-Pflanzen ist es
nicht erforderlich, dass die Pyrrolizidinalkaloide selbst
diagnostische Signale geben, solange deren Quantitét
eindeutig mit anderen relevanten Diskriminanten korre-
lierbar ist.

Zudem wird gepriift, inwiefern das Schmalblittrige
Greiskraut (Senecio inaequidens), welches seinen Ursprung
in Stidafrika hat und sich seit den 1970er Jahren rasant
in Europa verbreitet hat, in weite Untersuchungen einge-
bunden werden kann. Es dringt als Unkraut auf Agrar-
und Weidefldchen und ist dort ebenfalls eine Gefahr fiir
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die Gesundheit von Mensch und Tier, sowie die Biodiver-
sitdt phytophager Insekten (BFN, 2013). In der Schweiz
steht sie bereits auf der schwarzen Liste invasiver Spezies
und das Bundesamt fiir Bevolkerungsschutz stuft ihr
Gefdhrdungspotential als ,,grol3“ ein (BABS, 2015).

Dieses Projekt bietet die Chance auf einen kosten-
glinstigen Losungsansatz um den Besatz an gesund-
heitsschéddlichen PA-Krdutern in Arzneidrogen anhand
der in der Lebensmittelindustrie weit verbreiteten
NIRS-Analysetechnik zu reduzieren. Es ist dariiber hin-
aus zu erwarten, dass sich aus dem im Rahmen der
Projektarbeit generierten Know-Hows spéter auch ana-
loge Ansitze flir Anwendungen in der Erntetechnik ent-
wickeln lassen.

Diese Verbundprojekt ,Detektion und Entfernung von
Pyrrolizidinalkaloid-haltigen Unkrautern aus Kultur-
pflanzen nach der Ernte - PA-NIRSort*“ wird gefordert
iiber das Bundesministerium fiir Erndhrung und Land-
wirtschaft und iiber die Fachagentur fiir Nachwachsende
Rohstoffe e. V. (FNR) (FKZ 220132165) aufgrund eines
Beschlusses des Deutschen Bundestages.

Wir bedanken uns bei unseren Industriepartnern fiir
die finanzielle, ideelle und materielle Unterstiitzung
(Anklam Extrakt GmbH, Bad Heilbrunner® Naturheil-
mittel GmbH & CO KG, Binder + Co. Aktiengesell-
schaft, Bombastus-Werke AG, Deutscher Teeverband
e.V. (TEE) und Wirtschafts-vereinigung Krauter- und
Friichtetee e.V. (WKV), Dr. Willmar Schwabe GmbH &
Co. KG, Klosterfrau Berlin GmbH, Repha GmbH Biolo-
gische Arzneimittel, PHARMAPLANT Arznei- und
Gewdirzpflanzen Forschungs- und Saatzucht GmbH,
PhytoLab GmbH & Co. KG, SALUS Haus GmbH & Co.
KG, Schaper & Briimmer GmbH & Co. KG, Steigerwald
Arzneimittel GmbH).

Die Autoren erklaren, dass keine Interessenskonflikte
vorliegen.
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Thomas Pfeiffer, Heidi Heuberger

Die Branche hat die ,,Herausforderung Pyrrolizidinalkaloide*

in Arznei-, Gewiirz- und Aromapflanzen

konstruktiv angenommen

The sector has constructively faced the challenge of pyrrolizidine alkaloids

Nachdem Pyrrolizidinalkaloide (PA) in Tees, Krautern
und Arzneipflanzen als Kontaminanten nachgewiesen
worden waren, setzten sich alle Akteure der Branche da-
fiir ein, das Risiko der PA-Kontamination zu verringern.
Auf der Basis von Risikoanalysen wurden mégliche Ein-
tragswege der PA-haltigen Unkréuter identifiziert. In ver-
schiedensten Veranstaltungen informierten sich Land-
wirte und Verarbeiter iiber Ursachen und Mafnahmen
zur Risikominderung. Forschungsprojekte zur Bewer-
tung des PA Potenzials von Unkrautern, zur Verbesserung
der Unkrautbekdmpfung und zur PA-Eliminierung wur-
den durchgefiihrt oder begonnen. Dabei arbeiten Land-
wirte, Verarbeiter und Forscher eng zusammen. Uber
Fachgremien wie den Deutschen Fachausschuss fiir Arz-
nei-, Gewlirz- und Aromapflanzen laufen die Informatio-
nen zusammen, die wiederum in Aktivititen der Akteure
entlang der Prozesskette miinden. Die Anstrengungen
aller Branchenmitglieder haben bereits zu riicklaufigen
PA-Gehalten in den Rohstoffen gefiihrt. Eine hundert-
prozentige PA-Freiheit wird es nicht geben. Kiinftige toxi-
kologische Daten werden eine differenziertere Bewertung
der Kontamination mit den verschiedenen PA erlauben.

Stichwérter: Kontamination, Pyrrolizidinalkaloide,
Risikominderung, Unkrautbekdmpfung

in medicinal and aromatic plants

As soon as pyrrolizidine alkaloids (PA) had been detected
in herbal teas, spices and medicinal plants, all players of
the sector committed themselves to reduce the risk of PA
contamination for their products. Based on risk assess-
ments, likely contamination pathways from PA contain-
ing weeds into the herbal products were identified. In
numerous events farmers and herbs processing compa-
nies informed themselves about PA sources and measures
to reduce the risk of contamination. Research projects
were run or started to evaluate the PA potential of weeds,
to improve weed control and to eliminate PA from herbal
material. Farmers, processers and researchers collabo-
rate closely to achieve these goals. Professional bodies
like the German Committee on Medicinal and Aromatic
Plants are platforms for discussion of recent PA informa-
tion and for initiation of further activities along the pro-
cess chain. The efforts of all players of the sector already
led to reduced PA concentrations in herbal products.
However, a perfect solution for zero contamination will
not come true. Upcoming toxicity data will allow to indi-
vidually evaluate contaminations with different PA sub-
stances.

Key words: contaminants, pyrrolizidine alkaloids,
risk reduction, weed control
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Die Branche der Arznei-, Gewiirz- und Aromapflanzen-
produzenten wird auf Bundesebene vom Deutschen
Fachausschuss fiir Arznei-, Gewiirz und Aromapflanzen
(DFA) vertreten. In diesem Fachgremium sind neben
dem Anbau auch Industrie, Handel, Forschungseinrich-
tungen und Behorden durch Delegierte aus den einzel-
nen Bundesldndern und Experten vertreten.

Jegliche Form menschlicher Existenz ist mit Chancen aber
auch Risiken verbunden. Dies trifft selbstverstiandlich
auch auf die Aufnahme von Lebensmitteln oder die Ein-
nahme von Arzneimitteln zu! Wir als Menschen miissen
entscheiden und unterscheiden, welche Risiken gehen
wir ein und welche Konsequenzen ergeben sich bei
Umgehung des Risikos. Wer die Risiken der Nahrungs-
mittelaufnahme nicht eingehen will, wird (salopp gesagt)
iiber kurz oder lang verhungern und sich damit den Risi-
ken des Lebens endgiiltig entziehen.

Das Risiko auf Leib und Leben von Mensch und Tier,
welches z.B. von Pyrrolizidinalkaloid (PA)-haltigen Pflan-
zen ausgeht ist, seit alters her iiberliefert. Neuzeitliche
Analytik kann nun die chemische Zusammensetzung
dieser Inhaltsstoffgruppe finden und mittlerweile in fast
unvorstellbaren Kleinstmengen nachweisen.

Als moderner Mensch miissen wir jedoch evolutions-
geschichtlich unseren Mitgeschopfen zugestehen, eigene
Schutzmechanismen entwickelt zu haben. PA dienen vie-
len Pflanzen zum Schutz vor Fral3feinden wozu natiirlich
in der jlingeren Evolutionsgeschichte auch der Mensch
als ehemaliger Jager und Sammler gehort.

Wir Menschen sind deshalb mit einer Reihe von Sinnes-
organen ausgestattet, Geschmack, Geruch, Sehvermogen
usw. Unsere Sinnesorgane befdhigen uns zu einer intuiti-
ven Risikobewertung bei der Nahrungsmittelaufnahme.
Ebenso religiose oder gesellschaftliche Pragungen unter-
stlitzen uns seit Urzeiten bei der fortwdhrenden Risiko-
abschatzung. Gesetzliche Rahmenbedingungen durch
Festsetzung von Hochst- und Grenzwerten sowie deren
Uberwachung durch moderne Analytik sind hinzuge-
kommen. Diese sind sehr hilfreiche Unterstiitzer, insbe-
sondere bei Risiken, die sich unseren menschlichen Sin-
nen entziehen. Durch die moderne Analytik und Experi-
mente im Zellmodell sind wir in eine Lage versetzt wor-
den, potenzielle Risikofaktoren zu finden, welche uns in
der bisherigen Menschheitsgeschichte nicht bewusst waren.
Daraus ergibt sich die Verantwortung und Fiirsorgepflicht
des Lebensmittelproduzenten und des Gesetzgebers.

Fiir Arzneimittel, die aus Pflanzen hergestellt werden,
welche PA als natiirlichen Inhaltsstoff bilden, sind in

Deutschland bereits seit 1992 maximale Aufnahmemen-
gen rechtsgiiltig (BUNDESGESUNDHEITSAMT, 1992)!

Durch Verunreinigung z.B. mit Beikrdutern konnen
jedoch praktisch alle landwirtschaftlichen und gértneri-
schen Erzeugnisse sowie Wildsammelprodukte mit PA
belastet sein. Daraus ergeben sich neue regulatorische
Herausforderungen zum Verbraucher- und Patienten-
schutz.

Der Deutsche Fachausschuss Arznei-, Gewiirz- und Aroma-
pflanzen sowie die im DFA vertretenen regionalen Netz-
werke und Berater unterstiitzen hier seit der Griindung
im Jahr 1990 die Ziele eines bestmoglichen Verbraucher-
und Patientenschutzes. Seit der Veroffentlichung des
Bundesinstitutes fiir Risikobewertung (BFR) im Jahr 2013
zum Vorkommen von PA in Lebensmitteltees diskutieren
die Mitglieder des DFA regelmif3ig neue Entwicklungen
bei der Risikobeurteilung, der Analytik, den rechtlichen
Vorgaben, sowie der Erforschung von Ursachen und Risiko-
minimierungsstrategien. Daraus resultierten verschie-
denste Aktivititen zur Aufklirung und Beratung von
Landwirten, Verarbeitern und Herstellern bzw. deren
Verbédnde. Zudem wurden von den Mitgliedern des DFA
entsprechende Forschungsprojekte angestof3en, fachlich
begleitet oder selbst durchgefiihrt.

Bereits im Jahr 2011 stellte ein Vertreter des Dienstleis-
tungszentrum Lindlicher Raum Rheinpfalz (DLR) bei-
spielsweise den bayerischen Anbauern von Arznei- und
Gewiirzpflanzen die Ergebnisse ihrer Forschung iiber
Ursachen und mogliche Bekdmpfungsstrategien von ge-
meinem Kreuzkraut (Senecio vulgaris) vor (PFEIFFER,
2011). Unzéhlige weitere 6ffentliche Vortrdge von Bera-
tern und Forschern zum Thema PA und PA-Risikoredu-
zierung folgten seither u. a. in den Krauteranbau-Netz-
werken der Bundeslénder, bei den Bernburger Winter-
seminaren, bei den DFA-Tagungen zur Arznei- und
Gewiirzpflanzenforschung in Wien und Bonn.

Der DFA hat am Code of Practice zur Vermeidung und
Verringerung von Kontaminationen pflanzlicher Arznei-
mittel mit Pyrrolizidinalkaloiden des Bundesverbands
der Arzneimittel-Hersteller (BAH) und des Bundesverbands
der Pharmazeutischen Industrie (BPI) mitgewirkt (DITTRICH
et al., 2016, BAH und BPI, 2017) und dabei vor allem die
moglichen Minimierungsmafnahmen der Landwirte und
Erstverarbeiter in der Produktion bis zur getrockneten
Rohware formuliert. Diese Minimierungsmafnahmen
fanden Eingang in die Codes of Practice der Wirtschafts-
vereinigung Krduter- und Friichtetee, sowie des Arbeits-
kreises Nahrungserganzungsmittel des Lebensmittelver-
bands Deutschland (BLL AK NEM 2019, WKF/TEEVERBAND,
2018).

Der DFA wirkt zudem am , Runden Tisch Pyrrolizidinal-
kaloide beim BLL" des Lebensmittelverbands Deutschland
(ehem. Bund fiir Lebensmittelrecht und Lebensmittel-
kunde e. V., BLL) mit. Er bringt so die Expertise aus dem
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Anbau der Arznei- und Gewiirzpflanzen ein und trégt
neue Erkenntnisse bzw. Informationen zu aktuellen Ent-
wicklungen in die Branche zuriick. Auf Europiischer
Ebene bringen Experten der Branche und Delegierte des
DFA die Erfahrungen aus Deutschland ein, das diese The-
matik zuerst aufgegriffen hat. Dies geschieht z.B. im Rah-
men der Delegiertenversammlungen des Europiischen
Krauterproduzentenverbands EUROPAM.

Im Folgenden sind einige der Projekte genannt, die
zur Erforschung der PA-Problematik und Entwicklung
von Losungen seit 2013 von Mitgliedern des DFA ange-
stollen, fachlich begleitet oder selbst durchgefiihrt
wurden

» Erfassung der standortabhidngigen und kulturpflan-
zenspezifischen Beikrautflora in Arzneipflanzenbe-
stinden unter besonderer Beriicksichtigung Pyrrolizi-
nalkaloid-haltiger Unkréauter (sog. ,Unkraut-Daten-
bank*)

* Vermeidung des Eintrags von PA-bildenden und ande-
ren giftigen Unkrautarten in Arznei- und Gewiirz-
pflanzenbestdnden iiber das Ausgangssaatgut

* Einfluss des Entwicklungsstadiums auf den PA-Gehalt
von Gewohnlichem Greiskraut (Senecio vulgaris)

* Einfluss des Pflanzenorgans und der Jahreszeit auf
den PA-Gehalt von Gewohnlichem Greiskraut (Senecio
vulgaris)

 Status Quo-Analyse der Unkrautregulierung im 6kolo-
gischen Arznei- und Gewiirzpflanzenanbau in Bayern

* Optimierung der Unkrautregulierung im Anbau von
Arznei- und Gewiirzpflanzen, mit besonderem Augen-
merk auf indirekte und mechanische Verfahren sowie
auf die Bestandsetablierungsphase von Kamille und
Melisse

+ Beikrautregulierung in Okobetrieben mit Gemiise-
kulturen unter besonderer Betrachtung von moder-
ner RTK (real time kinematic)-Steuerungs-, Ultra-
schall- und Kameratechnik; Bewertung hinsichtlich
Effektivitat, Vertraglichkeit, des Arbeitsbedarfs und
der Kosten

* Spezialrecherche zu Pflanzenschutzmittelwirkstoffen
fiir PA-haltige Unkrauter bei Arznei- und Gewiirz-
pflanzen im Rahmen des ,,Verbundvorhaben Liicken-
indikationen fiir Landwirtschaft und Gartenbau® auf
Anfrage des DFA

» Versuche mit Herbiziden zur Bekdmpfung PA-haltiger
Unkréduter im Rahmen der Herbizidzulassung bei Kul-
turen mit geringem Anbauumfang. Daueraufgabe der
Pflanzenschutzdienste der Linder zur Beantragung
von erweiterten Zulassungen nach Artikel 51 VO (EU)
Nr. 1107/2009 (Liickenindikationszulassung)

Erfreulicherweise haben die gemeinsamen Anstrengun-
gen von Forschung, Anbauern, Wildsammlern, Handel,
Beratern, Herstellern usw. innerhalb der letzten Jahre zu
einer deutlichen Reduktion des PA-Besatzes in Krauter-
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und Arzneitees gefiihrt. Interne Datenauswertungen der
Arzneipflanzen-verarbeitenden Industrie bestétigen dies
(SteINHOFF, 2019). Ebenso bestitigen z.B. aktuelle Aus-
wertungen der amtlichen deutschen Lebensmitteliiber-
wachung diese erfreuliche Entwicklung (SAcHSE et al.,
2020 siehe Beitrag in diesem Heft)!

Trotzdem bleibt festzuhalten: Bei landwirtschaftlicher
oder gartnerischer Erzeugung sowie bei Wildsammlung
wird immer die Gefahr der Verunreinigung mit Umwelt-
kontaminanten bleiben. Ein Nicht-Vorhandensein von
z.B. PA in Kréuter- und Arzneimitteltees oder Rohwaren
fiir ,pflanzliche Arznei- und Nahrungsergdnzungsmittel®
wird es nie geben!

In Anbetracht der anstehenden Hochstmengenfest-
setzung fiir PA in Lebensmitteln in der Verordnung
(EG) Nr. 1881/2006 (Kontaminanten-Verordnung)
und der noch offenen Verldngerung des Grenzwertes
von 1,0 pg pro Tag fiir den Arzneimittelbereich emp-
fehlen wir allen Prozessbeteiligten, diesen neuen
Sachverhalt kritisch mit der eigenen Produkthaft-
pflichtversicherung zu priifen. Auch bei bestmoglicher
Einhaltung von ,Guter Landwirtschaftlicher und Wild-
sammel-Praxis“ sowie hoher Dichte an analytischen
Untersuchungen werden auch zukiinftig Uberschrei-
tungen der Hochstmengen bzw. Grenzwerte festge-
stellt werden. Bliitenpollen von PA-Pflanzen heriiber-
geweht von Nichtkulturflichen kénnen beispielsweise
bereits zu einer HOchstmengeniiberschreitung einer
ganzen Charge fiihren. Auch unsachgemif3er Probenzug
oder Stichprobenpriifung von Einzelpackungen aus dem
Lebensmitteleinzelhandel konnen wegen Spotkontami-
nation zukiinftig schnell zu einer analytisch festgestell-
ten PA-Hochstmengeniiberschreitung fithren, welche in
der urspriinglichen Gesamtcharge nicht feststellbar
war. Zudem bestehen umfangreiche (Produkt-) Haf-
tungspflichten auch bei unverschuldeter Nichteinhal-
tung gesetzlicher Hochstmengen. Hier ist es deshalb
wichtig fiir die noch ausstehende Rechtsfindung (Stich-
worte VerhaltnismaRigkeit, Selbstkontrollpflichten
usw.) zumindest ausreichende Versicherungsdeckung
zu besitzen.

Wir erwarten, dass mit fortschreitender wissenschaftli-
cher Erkenntnis zur Toxikologie der einzelnen PA-Deriva-
te auch eine Neubewertung des Risikos sowie differen-
ziertere Begrenzungen der Kontaminationen von Arznei-
und Lebensmitteln vorgenommen werden.

Die Autoren erklaren, dass keine Interessenskonflikte
vorliegen.

BAH, BPI, 2017: Code of practice to prevent and reduce pyrrolizidine
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Jens Flade', 2, Heidrun Beschow?', Andreas Plescher2, Wim Witjen'

Pyrrolizidinalkaloide in Senecio vulgaris L.
in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium
unter Betrachtung verschiedener Jahreszeiten

Das Gewohnliche Greiskraut (Senecio vulgaris L.) wird auf-
grund seiner toxischen Inhaltsstoffe (Pyrrolizidinalka-
loide, PAs) und seines enormen Verbreitungspotentials in
landwirtschaftlichen Sonderkulturen als problematisch
eingestuft (ROBINSON et al., 2003; BFR, 2007; WIEDENFELD,
2011; WiepeNFELD und EDGAR, 2011). Die vorliegende
Untersuchung hatte daher zum Ziel in Parzellenfreiland-
versuchen die Wachstumsparameter von Senecio vulgaris
und den Gehalt von verschiedenen PAs hinsichtlich onto-
genetischer Unterschiede zu verschiedenen Jahreszeiten
zu untersuchen.

Wie bereits fiir andere Senecio-Arten gezeigt, wird auch
in Senecio vulgaris der PA-Gehalt (PA-Gesamtsumme, ter-
tidre PAs und PA-N-oxide) je nach Jahreszeit durch das
Entwicklungsstadium beeinflusst. Allgemein zeigt sich
eine Tendenz, dass die PA-Konzentration bis zur Vollbliite
ansteigt und nachfolgend zur Frucht- und Samenreife
wieder abnimmt. Von den N-oxiden wurden jeweils hohere
Gehalte als von den entsprechenden tertidren PAs gefun-
den. Die Einzelverbindungen werden in ihrer Konzentra-
tion unterschiedlich beeinflusst; wiahrend einige PAs zu
jeder Jahreszeit ontogenetisch verdndert wurden (Retror-
sin-N-oxid, Senecionin), konnte dieses fiir Senecivernin-
N-oxid nicht nachgewiesen werden.

Stichworter: Pyrrolizidinalkaloide, Senecio vulgaris L.,
Ontogenese, Jahreszeit, pflanzliche Naturstofftoxine

Pyrrolizidine alkaloids in Senecio vulgaris L.
depending on development stage
and season

The common groundsel (Senecio vulgaris L.) is a harm-
ful weed because of its toxic compounds (pyrrolizidine
alkaloids, PAs) and its enormous distribution potential in
agricultural and horticultural crops (ROBINSON et al.,
2003; BFR, 2007; WIEDENFELD, 2011; WIEDENFELD und
EDGAR, 2011). During different seasons and in plot-field
experiments we have examined the growth parameters
and the amount of different PAs of Senecio vulgaris L.
related to ontogenetic differences.

As already shown for other Senecio species, the PA con-
tent in Senecio vulgaris (PAs total, tertiary PAs and PA-
N-oxides) is influenced by the developmental stage,
depending on the season. In general, there is a tenden-
cy for the PA concentration to increase until full flow-
ering and subsequently to decrease again for fruit and
seed maturity. In each developmental stage the con-
tents of the N-oxides were higher than the correspond-
ing tertiary PAs. The individual compounds are influ-
enced differently in their concentration: while some PAs
are always subject to a significant influence by onto-
genesis (retrorsine-N-oxide, senecionine), influences for
senecivernine-N-oxide could only be detected in one sea-
son.

Key words: pyrrolizidine alkaloids,
common groundsel, ontogeny, seasons,
toxic plant compounds
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Einleitung

Aus experimentellen Arbeiten ist bekannt, dass die quali-
tativen und quantitativen Gehalte von Pyrrolizidinalka-
loiden (PAs) in Senecio-Arten durch verschiedene Para-
meter determiniert werden (JOHNSON et al., 1985; HART-
MANN und ZIMMER, 1986; SCHAFFNER et al., 2003; BEREN-
DONK et al., 2010; KaraMm et al., 2011; CARvVALHO et al.,
2014; CHizzolA et al., 2015; NURINGTYAS et al., 2015). Hin-
sichtlich der starken Verbreitung von Senecio vulgaris L.
in Kulturen pflanzlicher Erzeugnisse (MiTicH, 1995;
ROBINSON et al., 2003; WILEN, 2006; WIEDENFELD, 2011;
WIEDENFELD und EDGAR, 2011), kénnen quantitative und
qualitative Anderungen der PAs ein groRes Risiko fiir den
Verbraucher darstellen, da die damit einhergehenden
Kontaminationsszenarien verdndert werden (YABER
Grass und LEIcacH, 2012; CHizzo1aA et al., 2015). Auch fiir
eine Bestimmung und Bewertung der toxischen Wirkun-
gen und Dosis von PAs in Fiitterungsexperimenten mit
Tieren ist eine grof3e Variabilitdt der Alkaloide im pflanz-
lichen Ausgangsmaterial unzulénglich (WIEDENFELD und
EDGAR, 2011).

Ziel der Untersuchung war daher, in Parzellenfreiland-
versuchen die Wachstumsparameter von Senecio vulgaris
in der oberirdischen Biomasse bzw. im Kraut zu unter-
suchen. Vor allem aber stand zum Ziel, die PA-Parameter
(Konzentration bezogen auf die Trockenmasse, Menge
pro Pflanze) auf ontogenetische Unterschiede zu verschie-
denen Jahreszeiten zu untersuchen, um damit einen Bei-
trag fiir die Risikobewertung von PAs als Prozesskontami-
nanten in Arznei- und Lebensmitteln zu leisten. Eine aus-
fithrliche Darstellung der Ergebnisse und deren Schluss-
folgerungen wurden von FLADE et al. (2019) bereits ver-
offentlicht.

Material und Methoden

Die praktischen Experimente mittels Parzellenfreilandver-
suchen wurden im Jahr 2016 (30.03.2016 bis 03.12.2016)
im nordthiiringischen Artern bei der PHARMAPLANT
Arznei- und Gewiirzpflanzen Forschungs- und Saatzucht
GmbH (Am Westbahnhof 4, 06556 Artern) durchgefiihrt.
Fiir die Versuche wurden pflanzfertige Jungpflanzen von
Senecio vulgaris, die in einem Gewachshaus mit Wech-
seltemperatur (Temperatur je nach Jahres- und Tages-

zeit zwischen 13-32°C) angezogen wurden, verwendet
(Abb. 1a).

Es wurden vier Teilversuche zu unterschiedlichen Jah-
reszeiten durch manuelle Pflanzung angelegt: Friihling
(F-01), Frithsommer (FS-02), Hochsommer (HS-03) und
Herbst (H-04). Hinsichtlich der Ontogenese wurden fiir
die Untersuchung fiinf Entwicklungsstadien fiir die Probe-
nahme von Senecio vulgaris charakterisiert (S-1 bis S-5).
Die Charakterisierung der ersten beiden Entwicklungs-
stadien erfolgte anhand der Anzahl von Pflanzenorganen
(S-1: Blatter, S-2: Sprosstriebe). Die weiteren Stadien
reprasentierten das Erscheinen der ersten geschlossenen
Einzelbliiten bis zum Bliithbeginn (S-3, bis BBCH 61),
Vollbliite (S-4, BBCH 65) und die Fruchtentwicklung/
Samenreife (S-5); diese wurden nach visueller Einschét-
zung der Parzellen bestimmt.

Von jedem Entwicklungsstadium wurden je Teilversuch
fiinf Wiederholungen (Parzellen von 5,54 mZ2; Abb. 1b)
angelegt und beprobt. Die Anordnung der Wiederholun-
gen erfolgte je Teilversuch im Lateinischen Quadrat. Die
Probenahmen erfolgten jeweils ab 13.00 Uhr an den ent-
sprechenden Terminen. Die Trocknung der parzellenweise
geernteten Proben erfolgte bei 60°C in einem Trocken-
schrank. Vor dem Versand der Proben wurde das getrock-
nete Pflanzenmaterial mit einer Schneidmiihle auf 4 mm
gemahlen (Abb. 2).

Die anschliefenden chemisch-physikalischen Unter-
suchungen (Trockenmassebestimmung, Clean-Up und PA-
Analytik) der erstellten Proben von Senecio vulgaris erfolg-
ten bei Institut Kirchhoff Berlin GmbH (Oudenarder Strale
16/Carrée Seestralle, 13347 Berlin-Mitte). Die Proben
des Pflanzenmaterials wurden bei Institut Kirchhoff noch-
mals mit einer Messermiihle homogenisiert und unter
Zugabe von Trockeneis auf 0,25 mm Korngrof3e mit einer
Ultra-Zentrifugalmiihle zerkleinert. Die Bestimmung der
Trockenmasse bei 103°C erfolgte von Teilmengen der
Proben. Die Analytik der PAs im Pflanzenmaterial erfolg-
te entsprechend der vom BfR publizierten und validier-
ten Methode ,,BfR-PA-Tee-2.0/2014%, welche ausfiihrlich
die Bestimmung von insgesamt 28 tertidren PAs und PA-
N-Oxiden (PANOs) mittels SPE-LC-MS/MS beschreibt
(BFR, 2014).

In der ,,BfR-PA-Tee-2.0/2014“ sind 13 PAs des Senecio-
nin-Strukturtyps als Standardsubstanzen aufgefiihrt, von
welchen neun Substanzen in den Proben von Sencio
vulgaris detektiert wurden: Retrorsin (Re), Retrorsin-

Abb.1.  Auspflanzung im Frei-
land A: Pflanzfertige Jungpflan-
zen von Sencio vulgaris in
104er-Jungpflanzenpaletten

(Foto: 29.03.2016, Friihling-01).
B: Vorgezogene  Parzelle vor
Pflanzung im Raster 0,33 x 0,2 m
(Foto: 29.03.2016, Friihling-01).
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u (B)

N-oxid (ReNO), Seneciphyllin (Sp), Seneciphyllin-N-oxid
(SpNO), Senecivernin (Sv), Senecivernin-N-oxid (SVNO),
Senecionin (Sc), Senecionin-N-oxid (ScNO), Senkirkin
(Sk).

Ergebnisse

Die PA-Konzentration der Gesamtsumme der neun PAs
unterliegt in drei Jahreszeiten (Frithling, Frithsommer
und Herbst) einem signifikanten Einfluss des Entwicklungs-
stadiums bei Probenahme. Dabei zeigt Senecio vulgaris
ganzjdhrig eine PA-Abundanz, in der Gesamtsumme der
Einzelverbindungen, von mindestens 1654,3 + 394,1 ug/g
(S-5, Herbst-04) und kann im Jahresverlauf eine maximale
Konzentration der PA-Summe von 4910,2 + 1349 ug/g
(S-2, Hochsommer-03) annehmen. Allgemein duflerte
sich eine Tendenz der mittleren Abnahme der PA-Kon-
zentration zur Frucht- und Samenreife (S-5).

Die PA-Menge pro Pflanze wird in allen Jahreszeiten
bis zur Vollbliite (S-4) maldgebend durch die Wachstums-
funktion der Pflanzenmasse beeinflusst, d.h., dass bis zu
diesem Stadium eine stetige Akkumulation von PAs in
Senecio vulgaris durch oberirdischen Biomassezuwachs
erklart werden kann. Im Friihling ist dies auch noch nach
der Vollbliite festzustellen, so erhoht sich mit einem
Ansteigen der Frisch- und Trockenmasse die PA-Menge
pro Pflanze weiter bis auf 54,16 + 4.38 mg/Pflanze; der
maximalen gemessenen PA-Menge in der Untersuchung.
Weiterhin konnte wahrgenommen werden, dass sich die
PA-Mengen in der Vollbliite (S-4) und Frucht- und
Samenreife (S-5) deutlich in allen Jahreszeiten unter-

Abb.2. Probe von Senecio
vulgaris A: nach Trocknung und
B: nach Zerkleinerung auf 4 mm
bei PHARMAPLANT (Probe aus
Priifglied S-04, Friihsommer-02).

scheiden. Besonders hervorzuheben sind hierbei die
hohen PA-Mengen im Friihling und Frithsommer.

Die Beeinflussung der Konzentration der Einzelverbin-
dungen unterliegt einer Dynamik. Wahrend einige PAs
stets einem signifikanten Einfluss durch die Ontogenese
zeigen (Retrorsin-N-oxid, Senecionin), konnten fiir Seneci-
vernin-N-oxid nur im Hochsommer ontogenetische Ein-
fliisse erkannt werden (Tab. 1).

Als PA mit der gré3ten Abundanz in Senecio vulgaris
konnte Senecionin-N-oxid mit einem prozentualen Anteil
an der Gesamtsumme der neun PAs von 24,7-60,3%
identifiziert werden. Weiterhin werden Seneciphyllin-
N-oxid mit 11,3-44,5%, Senecionin mit 3,6-17,7%, Sene-
ciphyllin mit 1,4-11,8% und Retrorsin-N-oxid mit
0,6-30,0% als weitere Leitalkaloide herausgestellt.

Die biometrisch erfassten Wachstumsparameter (Pflan-
zenhohe, Frisch- und Trockenmasse) zeigen, dass Senecio
vulgaris vor allem im Friihling und Frithsommer sehr
wuchsstarke Pflanzen ausbilden kann.

Diskussion

Den zugrundeliegenden Arbeitshypothesen folgend,
konnte festgestellt werden, dass die PA-Konzentration
bezogen auf die Trockenmasse und die PA-Menge pro
Pflanze, fiir die Summe der neun detektierten PAs, in
Senecio vulgaris von der Ontogenese bzw. dem Entwick-
lungsstadium bei Probenahme abhéngig ist. Interessant
ist zudem, dass beide Parameter, aber v.a. die PA-Menge
pro Pflanze, zu einem bestimmten Mal3e, durch einen
jahreszeitlichen Einfluss geprégt werden. Dieser Einfluss

Tab. 1. Ontogenetische Einfliisse auf die Varianz der Konzentration von den PA-Analyten in Senecio vulgaris zu verschiedenen
Jahreszeiten (F-01 bis H-04), ANOVA, o = 0,05. +++ hoch signifikant (p < 0,001), ++ sehr signifikant (p < 0,01), + signifikant

(p < 0,05), n.s. nicht signifikant (p > 0,05).

Re ReNO Sp SpNO Sv SVNO Sc ScNO Sk
F-01 +++ +++ +++ +++ + n.s. +++ +++ n.s.
FS-02 +++ +++ +++ +++ +++ n.s. +++ ++ +++
HS-03 +++ +++ +++ ++ +++ + +++ n.s. +++
H-04 n.s. ++H+ n.s. + n.s. n.s. +++ +++ ++
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wurde jedoch aufgrund von kausal nicht quantifizierba-
ren Einflussfaktoren wie Temperatur und Niederschlag
nicht statistisch verrechnet. Die Zunahme der PA-Menge
pro Pflanze, mit fortschreitender Entwicklung der Ver-
suchspflanzen, kann in Senecio vulgaris durch den Bio-
massezuwachs der Pflanzen erklart werden. Analog zum
Wachstum der oberirdischen Pflanzenteile kann angenom-
men werden, dass auch die PA-Syntheseorgane (Wur-
zeln) in ihrem Wachstum zunehmen und zu einem konti-
nuierlichen Anstieg der PA-Menge pro Pflanze beitragen.
Mit zunehmendem Wachstum wird die PA-Konzentration
nur wenig ausgeglichen, da sie physiologisch als nicht
kostenintensiv gilt (VRIELING und vaN WuK, 1994; HoL,
2011). Ein Ausgleich zwischen Pflanzenwachstum und
PA-Konzentration wird nur unter Bedingungen erwartet,
bei welchen beide Parameter von derselben Ressource,
wie z.B. Licht, abhingig sind bzw. limitiert werden
(VRIELING und VAN WLK, 1994).

Aus den vorliegenden Untersuchungen wird tenden-
ziell deutlich, dass die PA-Konzentration in der Tro-
ckenmasse am Ende des Lebenszyklus von Senecio
vulgaris zur Frucht- und Samenreife (S-5) abnimmt.
HarRTMANN und ZIMMER konnten bereits 1986 diesen Effekt
in der PA-Konzentration bezogen auf die Frischmasse
feststellen.

Im Herbst wurde beobachtet, dass vergleichsweise viele
PAs in ihrer Konzentration ontogenetisch nicht beein-
flusst werden. Dies kann in der Aktivitét der spezifischen
Enzyme fiir die jeweiligen Modifikationen begriindet
sein, welche HARTMANN und DiericH (1998) hervorgeho-
ben haben. Es ist vorstellbar, dass sich unterschiedliche
Temperaturverhéltnisse im Herbstversuch (sehr warm
bis S-2; Temperaturen im Minusbereich zu S-5) darin
widerspiegeln.

Einhergehend mit a) anzunehmenden unterschied-
lichen Ertrdgen der Sonderkulturen (regional, saisonal,
interannuell); b) den Unterschieden in der Abundanz
von PA-bildenden Beikrdutern in verschiedenen Bestén-
den von Arznei- und Gewiirzpflanzen (siehe u.a.: WaAHL
und PLESCHER, 2017), konnen die Kontaminationsszena-
rien auch durch ¢) die ontogenetischen Unterschiede und
jahreszeitlichen Einfliisse in der PA-Menge des Beikrau-
tes beeinflusst werden. Diese Aspekte sollten im Sinne
des Verbraucherschutzes fiir regulatorische Betrachtun-
gen und Mal3nahmen beriicksichtigt werden, da sich die
PA-Konzentration in und die PA-Menge pro Pflanze von
Senecio vulgaris je nach Entwicklungsstadium und Jah-
reszeit deutlich unterscheiden kénnen. Zudem stellen die
phytochemischen Variationen der Einzelverbindungen
wiahrend der Ontogenese weitere Herausforderungen
dar, weil bekannt ist, dass sich die unterschiedlichen PAs
oder PA-Typen in ihrer Toxizitdt unterscheiden kénnen
(L1 et al., 2013).

Die Autoren erklaren, dass keine Interessenskonflikte
vorliegen.
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Die auf Grund von Recherchen des Bundesamtes fiir Risiko-
bewertung aufgezeigten Verunreinigungen von Krauter-
tees mit Pyrrolizidinalkaloiden (PA) und Tropanalkaloi-
den (TA) fiihrten in den letzten drei Jahren zu vielen wis-
senschaftlichen und praktischen Arbeiten, um dieses
Thema realistisch abbilden und eingrenzen zu kénnen.
Im gleichen Zeitraum wurden mehrere rechtliche Rege-
lungen (Code of Practice), sowie auch Public Statements
(EMEA) verfasst. Parallel hierzu wurden unter anderem
in der Dr. Junghanns GmbH Korrekturmanahmen erarbei-
tet, um den Gehalt an PA und TA in Kérnerfriichten deut-
lich zu reduzieren.

Im Rahmen diese Arbeiten wurde gezeigt, wie effek-
tiv diese MaBnahmen bei der Nachreinigung von Praxis-
chargen waren. Innerhalb der letzten zwei Jahre wur-
den mehr als 100 Chargen mit einer Gesamtmenge von
600 Tonnen (330 Tonnen vom kontrollierten biologi-
schen Anbau und 270 Tonnen vom konventionellen
Anbau) gereinigt. Moglichkeiten und Grenzen verschie-
dener Trennverfahren werden hier anhand der Bei-
spiele von Bitterfenchel, Siifenchel, Kiimmel und Anis
erlautert.

Eine besondere Herausforderung stellte es dar, von
dem bisherigen Reinheitsstandard von 99% zu einer
Reinheit von 10 ppm und darunter zu gelangen. Dieses
Ziel konnte bei {iber 90% aller aufgereinigten Chargen
nach ein oder mehrmaligen Reinigungen erreicht wer-

Dr. Junghanns GmbH, Aschersleben

Wolfram Junghanns, Merita Hammer

Pyrrolizidinalkaloide
- Reduzierung in Kérnerfriichten
— Wunsch und Wirklichkeit

Reduction of Pyrrolizidine alkaloids content
in aromatic seed drugs
- Regulation and Practice

den. Hiermit wird nachgewissen, dass es moglich ist, mit
entsprechender Expertise und erhohten Kosten fast alle
wegen PA und TA-Besatz gesperrten Chargen wieder ver-
kehrsfahig zu machen.

Stichworter: PA-Kontaminanten, Risiko, Regelungen,
Reduzierung, Kornerdrogen, Reinigung, Reinheit

The contamination of herbal teas with pyrrolizidine alka-
loids (PA-s) and tropane alkaloids (TA-s), identified three
years ago by the Federal Office for Risk Assessment, was a
start point for many research studies on assessment and
characterization of the risk as well as the development of
methods for monitoring and minimization of the presence
of PA-s in food and feed. During the same period, several
Guidelines and regulation (Code of Practice) as well as
Public Statements (EMEA) were drafted.

From the analysis of the available occurrence data and
identification of potential risks along the entire process
chain, Dr. Junghanns GmbH developed individual mea-
sures to significantly minimize the presence of PA-s and
TA-s in aromatic seed drugs. Application of different
mechanical separation processes on more than 100
batches (originated from the conventional and organic
agriculture) of fennel, caraway, anise and other aromatic
seed drugs shows how effective these measures were for

Dr. Wolfram Junghanns, Dr. Junghanns GmbH, Aue 182, 06449 Aschersleben, Tel.: 03473-801126, Fax: 03473-801127, E-Mail:

dr.junghanns.gmbh@t-online.de
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the cleaning of highly contaminated batches. Possibilities
and limits of different separation processes are explained
using the examples of bitter fennel, sweet fennel, cara-
way and anise.

It was a particular challenge to move from the previous
purity standard of 99% to a purity of 10 ppm and below.
This goal was achieved in more than 90% of all cleaned
batches after one or more passes. This proves that it is
possible to minimize the content of PA-s and TA-s, mak-
ing so many rejected batches marketable again.

Key words: PA-contaminants, risk, regulation,
minimization, seed drugs, mechanical separation, purity

Einleitung

Die auf Grund von Recherchen des Bundesamtes fiir Risi-
kobewertung aufgezeigten Verunreinigungen (BUNDES-
INSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG, 2013) von Krautertees mit
Pyrrolizidinalkaloiden (PA) und Tropanalkaloiden (TA)
fiihrten in den letzten fiinf Jahren zu vielen wissenschaft-
lichen und praktischen Arbeiten, um dieses Thema realis-
tisch abbilden und eingrenzen zu kénnen. Im gleichen
Zeitraum wurden mehrere rechtliche Regelungen (Code
of Practice) (DITTRICH et al., 2016; BUNDESVERBAND DER
PHARMAZEUTISCHEN INDUSTRIE E. V., 2016), sowie auch Pub-
lic Statements (EMEA) (HMPC, 2016) verfasst. Die dar-
aufhin erlassenen Grenzwerte in pharmazeutischen Roh-
stoffen und Extrakten fiihrten zu einer Umstellung der
Rohwarenspezifikationen fiir pharmazeutische Rohstoffe
und auch fiir Rohstoffe der Lebensmittelindustrie.

Aufgrund der neuen Grenzwerte und Richtlinien wur-
den viele Anbauverfahren modifiziert, Mitarbeiter geschult
und das komplette Produktionsverfahren sowie die Mus-
ternahme {iberarbeitet. Parallel erfolgte die Intensivie-
rung der manuellen Reinigung der Felder durch trainier-
tes und sensibilisiertes Personal, um durch dieses Gesamt-
paket von MaBnahmen spezifikationskonforme Ware zu
produzieren.

Da trotz dieser Anstrengungen immer wieder Chargen
ermittelt werden, welche diese Werte nicht einhalten,
war es notig, Korrekturmalnahmen zu erarbeiten, die
eine Uberarbeitung dieser Ware bis zur Konformitit absi-
chern. Hierzu wurde ein Malnahmepaket erarbeitet und
an Praxischargen getestet. Ziel war es, 90% aller Chargen
verkehrsfahig zu bekommen.

Als erster Schritt wurde die Problemstellung definiert.
Das bedeutete, um eine Ware sinnvoll in ihrem TA- und
PA-Gehalt zu reduzieren, miissen drei Kategorien von
Kontaminanten entfernt werden:

1. Fremdbeimengungen wie beispielsweise Blatt-, Sten-
gel- und Bliitenteile von Kreuzkraut

2. Fremdsamen wie zum Beispiel Stechapfel- oder Nacht-
schattensamen

3. Anhaftungen wie beispielsweise Anhaftungen durch
Fruchtsaft von schwarzem Nachtschatten wihrend des
Ernteprozesses.

Journal fiir Kulturpflanzen 72. 2020

Lésungsansitze zur Entfernung von Kontaminanten

Nach Definition der Problemstellung mussten Losungs-
ansitze gefunden und definiert werden, um die Konta-
minanten sicher zu entfernen. Folgende Losungsansétze
wurden kombiniert:

1. Sieben der Ware

2. Sichten der Ware

3. Formsortierung der Ware
4. Optische Sortierung

Die vier Losungsansétze miissen sinnhafterweise mitein-
ander kombiniert und hintereinandergeschaltet werden.
Am Beispiel einer Charge Bitterfenchel wird nun die Vor-
gehensweise erlautert.

1. Sieben der Ware

Beim Sieben der Ware werden in der Regel zu kleine oder
zu grofde Fraktionen vom restlichen Warenstrom abge-
trennt. Unter den vielen verschiedenen Siebvarianten
werden meistens Rundlochsiebe oder Langlochsiebe ver-
wendet. Rundlochsiebe sortieren eine Ware nach deren
Liange. Langlochsiebe sortieren einer Ware nach deren
Durchmesser bzw. Breite. Zur Abtrennung von PA’s und
TA’s ist die Kombination von Rund- und Langlochsieben
auf mehreren Siebebenen erforderlich (s. Abb. 1 und 2).
Als Ergebnis der Siebung erhélt man einen Untersieb-

Abb.1. Rundlochsieb

Abb. 2. Langlochsieb
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abgang (Feinabtrennung) und einen Obersiebabgang
(Grobabtrennung). Die Mittelfraktion wird der weiteren
Sortierung im nichsten Verfahren zugefiihrt. In Abb. 3
und 4 sind die beiden abgetrennten Fraktion bildlich dar-
gestellt.

2. Sichten der Ware

Nach dem Sieben erfolgt das Sichten. Hierbei wird die
Mittelfraktion der Siebung in einen Luftstrom eingebracht,
in welchem entweder die Leicht- oder die Schwerteile
abgetrennt werden. Wir fithren sowohl eine Leicht- als
auch eine Schwergutabtrennung durch, welche hinter-
einander kombiniert sind. Das verwendete Verfahren ist
in Abb. 5 dargestellt. In diesem Verfahren kénnen relativ

sicher Warenstrome anhand ihrer unterschiedlichen
Dichte fraktioniert werden. Hier werden alle PA-Konta-
minanten abgetrennt, welche leichter oder schwerer als
der Fenchel sind. Teilweise ist es notwendig, dieses Ver-
fahren mehrfach mit verschiedener Einstellung zu nut-
zen. Die hierbei abgetrennten Fraktionen sind in Abb. 6
und 7 ersichtlich, wobei in Abb. 6 alles zu sehen ist, was
leichter als normaler Fenchel ist und in Abb. 7 alles, was
schwerer als normaler Fenchel ist dargestellt wird.

3. Formsortierung

Die mittlere Fraktion, welche dieses Verfahren passiert
hat, wird nun im dritten Schritt, der Formsortierung
zugefiihrt. Die Formsortierung erfolgt mittels eines Trieurs.

Unsortierte
Ware

«— Leichtgut

/T\.

* <«— Schwergut

Abb. 3. Untersiebabgang

Abb. 5. Schwer- und Leichtgutabtrennung

Abb. 4. Obersiebabgang

Abb. 6. Leichtgutabgang
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Abb.7. Schwergutabgang

Das sind lange zylindrische Walzen, in welchen halb-
kugelférmige Mulden eingepresst sind (s. Abb. 8). Bei
Rotation dieser Zylinder kann durch angepasste Grof3e
der Mulden die Ware mehr oder weniger stark iiber den
Rutschpunkt hinaus transportiert werden und iiber eine
separate Mulde aufgefangen werden. Je nach Einstellung
der Maschine konnen kurze, runde oder ldngliche Objekte
abgetrennt werden. Die Durchmesser der Halbschalen
liegen zwischen 1,5 und 15 mm. Wir nutzen fiir die TA-
Abtrennung mehrere Systeme hintereinander, welche
sowohl kurze als auch lange Teile abtrennen (s. Abb. 9
und 10).

4. Optoelektronische Sortierung

Nach der Formsortierung wird der Warenstrom einer
optoelektronischen Sortierung zugefiihrt. Hierbei kon-
nen drei verschiedene Systemausfiihrungen genutzt wer-
den. Das sind monochromatische Systeme, die haupt-
séchlich auf unterschiedliche hell-dunkel Reaktionen hin
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Abb. 9. Kurzkornauslese

sortieren. Polychromatische Systeme hingegen nutzen die
unterschiedlichen Farbreflektionsspektren des sichtbaren
Spektralbereiches. Infrarot — und Nahinfrarotsysteme nut-
zen Wellenlangen dieses Spektralbereiches fiir die ent-
sprechenden Selektionsentscheidungen. Wir nutzen ein
Gerat, welches alle drei Systeme beinhaltet und damit
eine sehr breite Kombinationspalette anbietet (s. Abb. 11).

Je nach Definition des Sortierbereiches werden alle
falsch reflektierenden Bestandteile per Druckluft aus
dem fallenden Warenstrom entfernt. Ein Sortierergebnis
fiir Fenchel ist in Abb. 12 zu sehen.

Da optische Auslesesysteme sehr sensibel reagieren, ist
die richtige Programmeinstellung besonders wichtig. Es
ist notwendig, fiir verschiedene Chargen einer Art Pro-
grammalternativen zu haben, da immer eine chargenge-
naue Anpassung erfolgen muss, um den Sortiererfolg
sicherzustellen. Eine solche Programmanpassung bedeu-
tet einen Arbeitszeitaufwand zwischen zwei und zwolf
Stunden.

Abb. 8. Trieur; links frontale
Ansicht, rechts seitliche Ansicht
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Abb. 12. Abgang der optischen Auslese

Innerhalb der letzten vier Jahre wurden bei uns mehrere
hundert Chargen mit einer Gesamtmenge von iiber 1000t
(600t KBA, 400t konventionell) gereinigt. Die erzielten
Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt.

Eine besondere Herausforderung ist, von dem bisher
iiblichen Reinheitsgrad von 99% zu einer Reinheit von
10ppm zu gelangen, welche bendétigt wird, um Ware
sicher verkehrsfidhig zu machen. Dieses Ziel konnte bei
iiber 90% aller aufgereinigten Chargen nach ein oder
mehrmaligen Reinigungen erreicht werden. Hiermit wird
nachgewissen, dass es moglich ist, mit entsprechender
Expertise und erhohten Kosten fast alle wegen PA- und
TA-Besatz gesperrten Chargen wieder verkehrsfahig zu
machen.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass bei ein-
oder mehrmaliger Reinigung nahezu 100% aller Fremd-
saaten und fremden Pflanzenteile abtrennbar sind.
Damit kénnen mehr als 90% aller Chargen mit ein- oder

Abb. 1. Optoelektronische Sortierung

mehrmaliger Reinigung wieder in verkehr gebracht wer-
den. Ungelost bzw. schwierig zu l6sen ist das Problem
der Anhaftungen. Diese konnen nur im Multispek-
tralbereich sicher erfasst und abgetrennt werden. Hierzu
besteht noch weiterer Forschungsbedarf.

Tab. 1. Erzielte Nachreinigungsergebnisse der letzten Jahre

Fruchtart Chargen-  Menge PA (ug/kg) TA (ug/kg)  PA (ug/kg) nach TA (ug/kg)nach  Abgange
anzahl int vor Reinigung  vor Reinigung Reinigung Reinigung in %
Bitterfenchel 14 84 n.n. 1,30-260 n.n. n.n. 8,40
Suffenchel 64 110 1,1-284 1,3-140 n.n-16 n.n. 6,4
Kimmel 12 270 n.n. 1,2-184 n.n. n.n. 9,35
Anis 84 116 1,5-7339 n.n. n.n-1300 n.n. 8,85
Kreuzkiimmel 8 26 1,8-168 n.n-60 n.n-10 n.n. 11
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22. Treffen des Arbeitskreises Wirbeltiere der Deutschen Phytomedizinischen Gesellschaft

Jens Jacob', Stefan Endepols?

Am 26. und 27. November 2019 fand das 22. Treffen des
Arbeitskreises Wirbeltiere der Deutschen Phytomedizinischen
Gesellschaft (DPG) in der Kreisstelle der Landwirtschaftskam-
mer Nordrhein-Westfalen in Kéln-Auweiler statt. Fiir die Nut-
zung der Raumlichkeiten danken wir den Unterstiitzerinnen
vor Ort herzlich. Dieses Treffen wurde wie auch in den Vorjah-
ren mit der Tagung des DPG Arbeitskreises Vorratsschutz so
abgestimmt, dass ein flieRender Ubergang gewihrleistet
wurde, so dass an Wirbeltierforschung und am Vorratsschutz
Interessierte gut an beiden Veranstaltungen teilnehmen konn-
ten.

Die ca. 30 Teilnehmenden aus Universitdten, aufseruniversi-
taren Forschungseinrichtungen, Bundes- und Landesbehérden,
Industrie und Schadlingsbekdmpfung tauschten sich intensiv
iiber neue Informationen und Erfahrungen in Forschung und
Anwendung zu verschiedenen Aspekten im Bereich Wirbeltiere
aus. Dabei standen die Themen Feldmausbiologie und
-management (Befallssituation in Deutschland und Europa,
Reproduktionsmanagement, Anwendungsauflagen fiir Pro-
dukte mit Zinkphosphid), Rodentizidresistenz und -riickstdnde
in Nichtzielarten, Tierseuchenprivention, Toxiko-Kinetik von
Pflanzenschutzmitteln sowie Nagetier-iibertragene Pathogene
im Vordergrund.

Der Hauptvortrag wurde von Dr. Rainer Hutterer (ehem.
Kustos und Abteilungsleiter im Zoologischen Forschungsmu-
seum Alexander Koenig, Bonn) gehalten. Herr Hutterer présen-
tierte den aktuellen Stand zur Taxonomie europdischer Sauge-
tiere, aus dem hervorging, dass sich in den letzten 20 Jahren
der taxonomische Status bei tiber 30 Wirbeltierarten (Maul-
wiirfe, Spitzméause, Nagetiere, Flederméuse, Huftiere) dnderte
oder sogar neue Arten entdeckt wurden.

Auf der Exkursion des Arbeitskreises wurde eine Stiitzungs-
ansiedlung des Feldhamsters im Rhein-Erft-Kreis besichtigt.
Anja Pflanz vom Amt fiir Kreisentwicklung und Okologie erldu-
terte den Teilnehmenden freundlicherweise die Nachzucht der
Tiere in Gefangenschaft {iber die Aussiedlung auf geschiitzten
Landwirtschaftsflichen bis zum aktuellen Stand der Popula-
tionsentwicklung dieser heutzutage seltenen und streng
geschiitzten Nagetierart.

Das néchste Treffen des DPG Arbeitskreises Wirbeltiere wird
2021 stattfinden.

Aktueller Zulassungsstand zu Rodentiziden -
Neues aus der Bundesbehérde

Roger Waldmann

Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit,
Abt. Pflanzenschutzmittel, Messeweg 11/12, 38104 Braunschweig
E-Mail: roger.waldmann@bvl.bund.de

Neben einem aktuellen Bericht zum Zulassungsstand wird {iber
den aktuellen Stand zu den strittigen Anwendungsbestimmun-
gen berichtet.

Projekt ResRaMa - Management von resistenten
Wanderratten (Rattus norvegicus):

Monitoring und Strategieentwicklung zur Priven-
tion Nagetier-iibertragener Krankheiten

Sabine C. Hansen', Nicole Klemann?, Alexandra Esther

Yulius Kiihn-Institut (JKI) - Bundesforschungsinstitut fiir Kultur-
pflanzen, Institut fiir Pflanzenschutz in Gartenbau und Forst, Arbeits-
bereich Wirbeltiere, Toppheideweg 88, 48161 Miinster

2Consultant fiir Nagerforschung und -management, Warendorf
E-Mail: sabine.hansen@julius-kuehn.de

Wanderratten (Rattus norvegicus) leben in unmittelbarer Ndhe
zum Menschen und verursachen erhebliche Verluste in der Vor-
ratshaltung. Klimaverdnderungen koénnen den Anstieg von
Rattenpopulationen begiinstigen. Die Rolle der Nagetiere als
Ubertriger (Vektoren) von verschiedenen menschlichen und tie-
rischen Krankheiten nimmt folgerichtig zu. Es fehlen zum einem
Monitoringdaten von Human- und Tierpathogenen in Wander-
ratten und zum anderen zuverlissigen Priventions- und Mana-
gementvorschlidge fiir Landwirte in Deutschland. Besonders
muss dabei berticksichtigt werden, dass die Ratten genetisch
bedingte Resistenzen gegen die weniger toxischen, antikoagu-
lanten Rodentizide entwickelt haben. Im Projekt wird eine nach-
haltige Managementstrategie entwickelt, wofiir Monitoring-
daten zu Resistenz, Migration, Krankheitserregern und Rodenti-
zidriickstdnde in den Tieren, in Kombination mit verschiedenen
Hygienemalinahmen gesammelt werden. Diese Strategie soll
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nicht nur den nachhaltigen Schutz von Mensch und Nutztieren
vor Zoonoseiibertrager unterstiitzen, sondern auch vorbeugend
vor der Neubesiedelung von Ratten schiitzen. Es werden bereits
durchgefiihrte und geplante Methoden vorgestellt, sowie die
Analysemethoden fiir die Erstellung der Managementstrategie.

Tierseuchenprivention am Beispiel von betriebs-
iibergreifenden Schadnagerbekampfungs-
mafinahmen

Odile Hecker, Anna Schulze Walgern, Marcus Mergenthaler, Marc
Boelhauve
Fachhochschule Siidwestfalen, Fachbereich Agrarwirtschaft, Liibecker

Ring 2, 59494 Soest
E-Mail: hecker.odile@fh-swf.de

Wanderratten sind aufgrund der guten Lebensbedingungen auf
landwirtschaftlichen Betrieben weit verbreitet. Sie sind zudem
Vektoren fiir die Ubertragung verschiedener Infektionskrankhei-
ten und Parasiten auf Menschen und Nutztiere. Grundsatzlich
besteht damit neben der Ubertragung von Krankheitserregern
auf die Nutztiere auch das Risiko einer Erregerverschleppung
durch die Schadnager von einem landwirtschaftlichen Betrieb
auf den Anderen. Die Bekdmpfung von Schadnagern wird des-
halb als eine wichtige Hygienemalinahme zur Gesunderhaltung
von Tierbestdnden gesehen, jedoch beschrénken sich bestehen-
de Bekampfungskonzepte, ohne die Risiken einer Erreger-
verschleppung zu beriicksichtigen, auf einzelbetriebliche Struk-
turen. Ziel des Projektes ist es, zusammen mit Landwirten
betriebsiibergreifende Schadnagerbekdmpfungskonzepte in
einer Gemeinde mit hoher Dichte landwirtschaftlicher Nutztiere
umzusetzen. Im Rahmen des Projektes ,Flachendeckende
Schadnagerbekdmpfung zur Fritherkennung von Tierseuchen-
erregern und Reduktion des Verschleppungspotentials“ (gefor-
dert durch die Tierseuchenkasse NRW) haben Landwirte die
Moglichkeit, die Schadnagerbekdmpfung in Zusammenarbeit
mit einem professionellen Schidlingsbekdmpfer zu optimieren.
Die Beauftragung der Schédlingsbekédmpfer wird dabei {iber die
Projektjahre abnehmend teilfinanziert. Neben der Untersu-
chung tot aufgefundener Ratten auf Krankheitserreger, Ver-
wandtschaftsbeziehungen und Resistenzen gegen Antikoagu-
lanzien, soll zudem untersucht werden, wie hoch der Bekdmp-
fungserfolg bei routineméfigen BekdmpfungsmaBnahmen im
Seuchenfall ist. Ziel ist es, Distanzen und Wege iiberlebender
Ratten zu ermitteln, wenn sie ihren Lebensraum im Rahmen
intensiver Bekampfungsmafnahmen mit Entzug der Futterquelle
verdandern. Um das Risiko einer Erregerverschleppung zwischen
landwirtschaftlichen Betrieben einschédtzen zu koénnen, sollen
daher die Bewegungsmuster von Wanderratten auf ausgewahlten
Betrieben mit Radiotelemetriesendern {iberwacht werden.
Danksagung: Diese Arbeit wird von der Tierseuchenkasse
Nordrhein-Westfalen geférdert. Wir danken allen beteiligten
Projektpartnern und teilnehmenden Landwirten.

Aktuelle Befallssituation Feldmaus in Europa

Jens Jacob, Christian Imholt

Julius Kiihn-Institut (JKI) - Bundesforschungsinstitut fiir Kultur-
pflanzen, Institut fiir Pflanzenschutz in Gartenbau und Forst - Wirbel-
tierforschung -, Toppheideweg 88, 48161 Miinster

E-Mail: jens.jacob@julius-kuehn.de

Massenvermehrungen von Nagetieren wie Feldméusen (Micro-
tus arvalis) treten in weiten Teilen Europas etwa alle 3-5 Jahre
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auf, in denen die Tiere massenhaft Agrar- und Forstflichen
befallen und hohe wirtschaftliche Schidden verursachen. Oft
sind diese Massenvermehrungen iiber weite Gebiete synchron
und wirken sich nicht nur im Pflanzenschutz, sondern auch im
Gesundheits- und Artenschutz negativ aus.

Im Jahr 2019 ist in vielen Teilen Europas ein massiver Anstieg
der Feldmauspopulationen zu verzeichnen. So wurden in den
Niederlanden und Spanien bereits im Sommer Populations-
grollen erreicht, die 6 bis 7,5-fach iiber dem Mittel der letzten
Jahre lagen. In Deutschland, Tschechien und Ungarn lag dieser
Wert bei 2-2,5, allerdings stieg die Populationsgrof3e z.B. in Nie-
dersachsen und Mecklenburg-Vorpommern deutlich stérker an.
Ahnliches wurde aus Osterreich berichtet, wihrend in Frankreich
die Feldmauspopulationen bis zum Sommer stabil niedrig waren.

Diese Situation spricht dafiir, dass es bereits bei den Winter-
kulturen zu erheblichen Problemen kommen wird. Sollten die
Feldmauspopulationen das Winterhalbjahr gut {iiberstehen,
diirfte sich die Lage im kommenden Jahr erheblich verschérfen.

Trotz der periodisch immer wiederkehrenden Probleme mit
Feldmausen im Pflanzenschutz hat sich die Mittelverfiigbarkeit
in den letzten Jahren in der EU stark eingeschrénkt. In Deutsch-
land ist nur noch ein Wirkstoff (Zinkphosphid) zur Populations-
regulierung zugelassen. Neu erlassene Anwendungsbestim-
mungen machen es hierzulande fiir viele Landwirte kaum mehr
moglich, Schidden durch Feldmaus-Massenvermehrungen zu
minimieren.

AusbreitunFsdynamik von Nagetieren und Hanta-
viren in Waldfragmenten

Diana Below!, Christian Imholt!, Hendrik Ennen’, Jana Eccard?, Jens
Jacob’

Yulius Kiihn-Institut (JKI) - Bundesforschungsinstitut fiir Kultur-
pflanzen, Institut fiir Pflanzenschutz in Gartenbau und Forst, Topp-
heideweg 88, 48161 Miinster

2Universitdt Potsdam, Professur fiir Tierokologie, Maulbeerallee 1, 14469
Potsdam

E-Mail: diana.below@julius-kuehn.de

Die Fragmentierung von Lebensrdumen durch kiinstliche Land-
schaftsverdanderungen wie Urbanisierung oder Modifikationen
von natiirlichen Lebensraumen in landwirtschaftlich genutzten
Flachen, kann sich negativ auf die dort angesiedelten Taxa aus-
wirken. Die Abnahme von Landschaftselementen, also geeig-
nete freie Lebensrdume, kann die Wiederbesiedlung durch
Wildtiere, beispielsweise nach einem Populationszusammen-
bruch, minimieren.

Kleinsdugertaxa sind ein hervorragendes Studienobjekt zur
Untersuchung von Wiederbesiedlungsprozessen. Einige Nage-
tierpopulationen haben drastische Schwankungen in ihrer Héu-
figkeit. Auf Maxima alle 3 bis 5 Jahre folgen plotzliche Riick-
ginge mit sehr niedrigen Abundanzen. In solchen Situationen
konnen Nagetiere und dazugehorige zoonotische Krankheits-
erreger in einigen Habitatfragmenten verschwinden, wéhrend
sie in anderen noch vorhanden sind. Ein gutes Beispiel fiir diese
Situation ist die Rotelmaus (Clethrionomys glareolus) und der
Puumala Orthohantavirus (PUUV). Es ist bisher unklar, welche
Faktoren die Wiederbesiedlungsprozesse von Nagetieren und
PUUV nach mehrmonatiger bis zu 2-jdhriger andauernder
Abwesenheit steuern.

Wir haben die Konnektivitat der von Landwirtschaft geprag-
ten Matrix zwischen 13 Waldfragmenten bestimmt. Die Kon-
nektivitit basiert auf Landnutzungsparametern und Habitat-
kartierungen. Diese Informationen wurden verwendet, um
Habitatdurchlassigkeitskarten, spezifisch fiir Rotelmause auf
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der Landschaftsskale zu erstellen. Dariiber hinaus wurde der
Grad der Durchlédssigkeit der Landschaft zwischen allen Fang-
plots zu verschiedenen Jahreszeiten berechnet. Die Berechnun-
gen basieren auf unterschiedlichen Graden der raumlichen Auf-
16sung. Mogliche Routen zwischen den Fangplédtzen waren je
nach Jahreszeit und rdumlicher Auflésung unterschiedlich.

In einer spéteren Phase der Studie werden genetische Analy-
sen genutzt, um die aus den Karten abgeleiteten Vorhersagen
zu validieren. Die Karten, sowie der Grad der Landschafts-
durchlissigkeit zwischen Waldfragmenten konnen verwendet
werden, um Muster der Wiederbesiedlung durch Rételméuse
oder Schadnager zu identifizieren.

Feldmausmanagement durch Geburtenkontrolle

Kyra Jacoblinnert, Jens Jacob

Julius Kiihn-Institut (JKI) - Bundesforschungsinstitut fiir Kultur-
pflanzen, Institut fiir Pflanzenschutz in Gartenbau und Forst, Arbeits-
bereich Wirbeltiere, Toppheideweg 88, 48161 Miinster

E-Mail: kyra.jacoblinnert@julius-kuehn.de

Die Feldmaus (Microtus arvalis) ist einer der am weitest verbrei-
teten Nagetierarten in Europa. Etwa alle 2-5 Jahre kommt es zu
einer Massenvermehrung, bei der nicht nur massive Erntesché-
den entstehen, sondern auch die Risiken fiir zoonotisch {ibertra-
gene Krankheiten fiir Mensch und Tier ansteigen kénnen.

Da Schadnagermanagement groBtenteils auf Rodentizidan-
wendungen basiert und nur ein Wirkstoff zur Bekdmpfung von
Feldmiusen in Deutschland zugelassen ist, werden Alternati-
ven dringend bendétigt. Der Pflanzenwirkstoff Triptolid (TP)
und 4-Vinylcyclohexen Diepoxid (VCD) sind dafiir bekannt die
Reproduktion bei anderen Nagetierarten zu beeintrachtigen
und konnten dabei helfen, Massenvermehrungen zu dampfen.

Um dies zu untersuchen, werden die Feldmause mit Lebend-
fallen gefangen und einzeln in Makrolonkifigen gehalten.
Anschliefend wird den Tieren ein fliissiger Koder, der die bei-
den Wirkstoffe VCD und TP enthéilt, angeboten, um die frei-
willige Kéderaufnahme innerhalb der folgenden Tage zu testen
und auf Wirkstoffriickstinde zu priifen. Auerdem sollen die
Reproduktionsorgane, Reproduktionsaktivitat, Wurfgrée und
Uterusnarben analysiert werden.

Zusétzlich wird der Kodermarker Iophenoxic acid (IPA) in
einem weiteren Experiment verwendet, um verschiedene Beko-
derungsstrategien fiir zukiinftige Reproduktionshemmer zu
vergleichen. Die Etablierung eines Dosis-Riickstands-Verhéltnis
fiir IPA in Feldmé&usen soll helfen, zwei Strategien zur Koder-
ausbringung sowohl in Gehegen als auch im Freiland zu testen.

Fertilititsmanagement konnte das Populationswachstum
soweit einddmmen, dass die Feldmé&use kein ernsthaftes Risiko
fiir Kulturpflanzen darstellen, aber gleichzeitig ihre Rolle im
Okosystem aufrechterhalten wird. Damit diirfte auch dem Tier-
schutzgedanken Rechnung getragen und und das Risiko fiir
Nicht-Zielarten minimiert werden.

BayTool - Verbessertes Program fiir Training,
Planung und Dokumentation in der Schadnager-
bekampfung fiir Landwirte

Stefan Endepols
Bayer AG Division CropScience R&D Public Health, D-40789 Monheim
E-Mail: stefan.endepols@bayer.com

Das Programm BayTool® wurde als frei zugingliche Software
fiir die Planung und Dokumentation in der Schadnagerbekamp-

fung, speziell fiir tierhaltende Landwirte, entwickelt und erfolg-
reich in der Praxis eingesetzt: Das Hygienemanagement konnte
dadurch verbessert werden. Allerdings hat sich das regulato-
rische Umfeld seitdem erheblich verdndert. Zahlreiche Gesetze
und Verordnungen fiir den Umgang mit Bekdmpfungsmitteln
wurden verscharft, was zu Verunsicherung beim Anwender,
und zu erh6htem Aufwand in der Praxis fiihrte. Deshalb wurde
ein komplett neues BayTool entwickelt, das nun kurz vor der
ersten Erprobung in der Praxis steht. Darin wird dem Landwirt
eine alle relevante Themen umfassende Schulung geboten, ein
umfangreiches Nachschlagewerk und die bekannten, nun
erweiterten und verbesserten Mdglichkeiten fiir die Planung
und Dokumentation der Schadnagerbekdmpfung. Das Pro-
gramm soll dem Landwirt helfen, Praxis und Nachhaltigkeit im
Schadnagermanagement zu verbessern.

Toxikokinetik von Pflanzenschutzmitteln bei der
Feldmaus

Christian Imholt, Jens Jacob

Julius Kiihn-Institut (JKI) - Bundesforschungsinstitut fiir Kultur-
pflanzen, Institut fiir Pflanzenschutz in Gartenbau und Forst - Wirbel-
tierforschung -, Toppheideweg 88, 48161 Miinster

E-Mail: christian.imholt@julius-kuehn.de

Fiir die Risikoabschédtzung bei der Anwendung von Pflanzen-
schutzmitteln ist die Feldmaus (Microtus arvalis) die generische
Fokusart fiir akute und chronische Risiken kleiner Pflanzenfres-
ser fiir fast alle Kulturen, weil diese Art aufgrund ihrer biologi-
schen und okologischen Eigenschaften am ehesten auf Riick-
stinde reagiert. Bisherige Risikoabschidtzungen basieren auf
dem Wirkstoffabbau bei Laborarten, welche dann aufgrund
theoretischer Expositionsannahmen auf die eigentliche Zielart
iibertragen werden. Hier konnten populationskinetische
Modelle basierend auf der Physiologie der Zielart eine sinnvolle
Ergédnzung in der Risikoabschétzung sein.

In dieser Studie wurden exemplarisch die Abbauraten fungi-
zider Wirkstoffe (proof of concept) in Labor-, Gehege- und Frei-
landapplikationen bei der Feldmaus erhoben. Die Daten flossen
anschlieffend als Parameter in toxikokinetische Populations-
modelle fiir die Risikoabschitzung bei der Anwendung von
Pflanzenschutzmitteln ein. Laborexperimente umfassten unter-
schiedliche Applikationen einer Kombination der beiden fungi-
ziden Wirkstoffe Fludioxonil und Cyprodinil mit Schlundson-
den von Konzentrationen zwischen 1 mg/kg und 200 mg/kg,
sowie eine intravenose Verabreichung. Weitere Versuche unter
semi-natiirlichen/natiirlichen Bedingungen mit behandeltem
Gras wurden in Kifigen, Gehegen und im Freiland durchge-
fithrt. Wiederholtes Microsampling (10 pl) erlaubte die Charak-
terisierung der Abbaurate von beiden Wirkstoffen im Blut der
Tiere.

Die Wirkstoffkonzentrationen wiesen immer eine hohe indi-
viduelle Variabilitit auf, die von der Applikationsmethode
abhangig war. Die intravendse Applikation zeigte die geringste
proportionale Variabilitdt zwischen den Individuen und die
hochsten gemessenen Blutkonzentrationen aller Applikations-
methoden. In allen Futterversuchen zeigte sich ebenfalls eine
hohe individuelle Variabilitdt, die u.a. vom Alter der Tiere
abhing. Die von den entwickelten Populationsmodellen prog-
nostizierte Exposition zeigte eine gute Ubereinstimmung mit
den gemessenen Riickstinden der Feldmé&use aus den Gehege-
und Freilandversuchen.

Die Daten, die in dieser Versuchsreihe generiert wurden,
konnten die Abbauraten fungizider Wirkstoffe im Blut adédquat
beschreiben und wichtige demographische Faktoren identifizie-
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ren, welche die Riickstandsdynamik beeinflussen. Die entwi-
ckelten Modelle kénnen bestehende Prozesse der Risikobewer-
tung sinnvoll ergénzen und verbessern.

Riickstinde antikoagulanter Rodentizide in
Nichtzielorganismen wahrend fachgerechter
Rattenbekampfungen auf landwirtschaftlichen
Betrieben

Bernd Walther', Anke Geduhn'2, Detlef Schenke3, Marion Reilly’, Annika
Schlételburg?, Jens Jacob’

Yulius Kiihn-Institut (JKI) - Bundesforschungsinstitut fiir Kulturp-
flanzen, Institut fiir Pflanzenschutz in Gartenbau und Forst - Wirbeltier-
forschung -, Toppheideweg 88, 48161 Miinster

2Umweltbundesamt, Bétticher Strafie 2 (Haus 23), Dahlemer Dreieck,
14195 Berlin

3Julius Kithn-Institut (JKI) - Bundesforschungsinstitut fiir Kultur-
pflanzen, Institut fiir 6kologische Chemie, Pflanzenanalytik und Vor-
ratsschutz, Konigin-Luise-Strafie 19, 14195, Berlin

E-Mail: bernd.walther@julius-kuehn.de

Zur Bekdmpfung von Schadnagern werden in Tierhaltungsbe-
trieben vor allem antikoagulante Rodentizide (AR) eingesetzt.
Dabei konnen Nichtzielorganismen geféhrdet sein, die auf-
grund ihrer geringen KorpergroRe in Koderboxen eindringen
und AR aufnehmen kénnen. Um dieses Risiko einzuschitzen,
wurden Kleinsduger und Singvogel auf AR-Riickstdnde unter-
sucht, die zwischen 2011-2015 wahrend fachgerechter Ratten-
bekédmpfungen im Miinsterland (NRW) gesammelt wurden.
AuBerdem wurde untersucht, wie sich die AR-Anwendung nur
innerhalb von Gebduden (iG) im Vergleich zur Anwendung in
und um Gebéude (iuG) auf die Belastung von Kleinsdugern aus-
wirkt. Der fiir die Rattenbekdmpfungen eingesetzte Wirkstoff
Brodifacoum (BR) wurde in 40% der Kleinsduger (N = 315) und
in 27% der Singvogel (N =222) gefunden. Bei den Kleinsédu-
gern waren bei Koderauslage iG (26%) nur etwa halb so viele
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Tiere belastet wie bei Kdderauslage iuG (54%) und auch die
mittlere BR-Konzentration war bei Anwendung iG (617 ng/g)
nur etwa halb so hoch wie bei Anwendung iuG (1409 ng/g).
Echte M&use und Spitzmé&use waren 6fter und stérker belastet
als Wiihlmause. Bei sechs der 13 untersuchten Singvogelarten
wurden BR-Riickstdnde gefunden. Am héufigsten belastet wa-
ren Rotkehlchen (Erithacus rubecula, 46%), Heckenbraunellen
(Prunella modularis, 39%) und Kohlmeisen (Parus major,
21%). Die BR-Konzentrationen lagen zwischen 4-7809 ng/g
(@ =123 ng/g). Die hochsten Einzelwerte traten bei Kohlmei-
sen und Rotkehlchen auf. Die Ergebnisse zeigen, dass Kleinsédu-
ger und Singvogel gegeniiber fachgerecht ausgebrachten AR ex-
poniert sind. Um diese Exposition zu reduzieren, sollten Koder-
boxen moglichst in Bereichen mit beschranktem Zugang oder
mit zusitzlichem Schutz aufgestellt werden. Weitere Studien
sind notwendig, um die AR-Aufnahme durch Nichtzielorganis-
men zu minimieren, gleichzeitig aber eine optimale Koderauf-
nahme durch Schadnager zu gewahrleisten.

Verinderungen in der Taxonomie europdischer
Sdugetiere

Rainer Hutterer
Zoologisches Forschungsmuseum Alexander Koenig, 53113 Bonn

Die Benennung der ungefahr 250 européischen Sdugetierarten
und ihre Kenntnis sind immer noch nicht stabil. Neue Arten
werden immer wieder entdeckt oder durch verfeinerte Metho-
den ,enttarnt“. Hier wird iiber 30 Arten berichtet, deren Status
zwischen 2001 und 2019 verdndert wurde, oder die in dieser
Zeit neu entdeckt wurden. Unter diesen Arten sind zwei Maul-
wiirfe, sechs Spitzméuse, zwolf Nagetiere, sechs Flederméuse
und 4 Huftiere. Die meisten dieser Arten wurden in Siideuropa
entdeckt, aber einige auch mitten in Deutschland. Der Status
einiger Huftiere Europas ist noch vollig ungeklédrt und bedarf
weiterer Forschung.
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Annual Review of Entomology, Volume 65, 2020 Eds.: May R.
BERENBAUM, Ring T. CARDE, Gene E. RoBinsoN, Palo Alto, Califor-
nia, USA, Annual Reviews, 501 S.,

ISBN 978-0-8243-0165-1, ISSN 0066-4170.

Band 65 beginnt mit dem Vorwort von John TRUMBLE,.

Ubersichtsartikel aus dem Gesamtgebiet der Entomologie schlie-
fSen sich an:

A Life's Journey Through Insect Metamorphosis (Lynn M.
RipDIFORD); Invasion Biology, Ecology, and Management of
Western Flower Thrips (Stuart R. Reitz, Yulin Gao, William D.J.
Kirk, Mark S. HopbLE, Kirsten A. Lriss, Joe E. FUNDERBURK);
Influence of Nesting Characteristics on Health of Wild Bee Com-
munities (Alexandra HARMON-THREATT); Sexual Size Dimor-
phism: Evolution and Perils of Extreme Phenotypes in Spiders
(Matjaz KunNTNER, Jonathan A. CobDINGTON); Balancing Distur-
bance and Conservation in Agroecosystems to Improve Biologi-
cal Control (John F. Tooker, Matthew E. O'NEAL, Cesar RODRI-
GUEZ-SAONA); Ecology of Terrestrial Arthropods in Freshwater
Wetlands (Darold P. BATZER, Haitao Wu); The Insect Circulatory
System: Structure, Function, and Evolution (Julidn F. HILLYER,
Giinther Pass); Versatile and Dynamic Symbioses Between
Insects and Burkholderia Bacteria (Martin KALTENPOTH, Laura V.
FLOREZ); Microbial Symbionts of Parasitoids (Marcel DIcKE,
Antonino Cusumano, Erik H. PoeLMaN); The Global Expansion of
Dengue: How Aedes aegypti Mosquitoes Enabled the First Pan-
demie Arbovirus (Oliver J. BRaDY, Simon I. HAy); Global Trends
in Bumble Bee Health (Sydney A. CAMERON, Ben M. SADD);
Botanical Insecticides in the Twenty-First Century-Fulfilling
Their Promise? (Murray B. IsmaN); Insect Sterol Nutrition: Phy-
siological Mechanisms, Ecology, and Applications (Xiangfeng
JING, Spencer T. BEHMER); Insect-Resistant Genetically Enginee-
red Crops in China: Development, Application, and Prospects
for Use (Yunhe Li, Eric M. HaLLERMAN, Kongming Wu, Yufa
PENG); Mechanisms, Applications, and Challenges of Insect RNA
Interference (Kun Yan ZHu, Subba Reddy ParL); Chikungunya

Virus: Role of Vectors in Emergence from Enzootic Cycles (Scott
C. WEAVER, Rubing CHEN, Mawlouth DiALLO); Resistance to the
Fumigant Phosphine and Its Management in Insect Pests of Sto-
red Products: A Global Perspective (Manoj K. Navak, Gregory J.
DagtisH, Thomas W. PHiLLIPS, Paul R. EBERT); Ecology of Franci-
sella tularensis (Sam R. TeLrorp III, Heidi K. GOETHERT); Dor-
mancy, Diapause, and the Role of the Circadian System in Insect
Photoperiodism (David S. SAUNDERS); Non-Bee Insects as Visi-
tors and Pollinators of Crops: Biology, Ecology, and Manage-
ment (R. RADER, S.A. CUNNINGHAM, B. G. HOWLETT, D.W. INOUYE);
Pesticide-Induced Planthopper Population Resurgence in Rice
Cropping Systems (Jincai Wu, Linquan Gk, Fang Liu, Qisheng
SonG, David StaNLEY); Ecology and Evolution of Insect-Fungus
Mutualisms (Peter H.W. BIEDERMANN, Fernando E. VEGA); Insect
Declines in the Anthropocene (David L. WAGNER).

Im Anschluss an das Inhaltsverzeichnis des Bandes 65 wird
auf fachlich verwandte Beitrage in anderen ,,Annual Reviews“
verwiesen, beispielsweise:

Im Annual Review of Genetics, Volume 53 (2019):

Drosophila Myoblast Fusion: Invasion and Resistance for the
Ultimate Union (Donghoon M. LEE, Elizabeth H. CHEN); Evolu-
tionary Ecology of Wolbachia Releases for Disease Control (Per-
ran A. Ross, Michael TureLLl, and Ary A. HOFFMANN); Genetic
Screens to Analyze Pattern Formation of Egg and Embryo in
Drosophila: A Personal History (Trudi ScHUPBACH); The foraging
Gene and Its Behavioral Effects: Pleiotropy and Plasticity (Ina
ANREITER, Maria B. SOKOLOWSKI).

Im Annual Review of Virology, Volume 6 (2019):

Deformed Wing Virus in Honeybees and Other Insects
(Stephen J. MARTIN, Laura E. BRETELL).

Band 65 wird durch einen kumulierenden Index aller an
den Banden 56 bis 65 beteiligten Autoren ergénzt. Zusitzlich
werden alle in diesen Bdnden abgehandelten Themen nach
Sachgebieten sortiert aufgelistet. Ebenso wie die friiher
erschienenen Ausgaben ergénzt dies auch den vorliegenden
Band 65 des Annual Review of Entomology zu einer umfas-
senden und wertvollen Informationsquelle entomologischer
Literatur. Auflerdem sind die Abstracts der Artikel des Ban-
des 65 online unter http://ento.annualreviews.org verfiig-
bar.

Die Redaktion
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