Analytik von Cumarin mittels LC-MS/MS
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Einleitung

Cumarin zahlt zu einer als ,Active Principles* bezeichneten Gruppe von
Inhaltsstoffen bestimmter Krauter und Gewiirze, die zur Aromawirkung
beitragen, jedoch auch eine toxikologische Relevanz aufweisen. Cumarin gilt
als hepatotoxisch und verfligt im Tierversuch bei Gabe sehr hoher Mengen,
die Uber lange Zeitraume verabreicht wurden, Uber eine cancerogene
Wirkung. Neuere wissenschaftliche Ergebnisse der EFSA (European Food
Safety Authority) deuten jedoch darauf hin, dass hierbei kein genotoxischer
Wirkmechanismus vorliegt [1].

Ausgelost durch toxikologische und politische Diskussionen Uber diesen in zahlreichen Pflanzen und u.a.
auch in einigen Zimtsorten vorkommenden sekundaren Pflanzenstoff Mitte 2006 bestand dringender
Bedarf an einer empfindlichen Analysenmethode zur Bestimmung von Cumarin in Zimt und zimthaltigen
Lebensmitteln [2, 3].

Da (iblicherweise eingesetzte Analysenverfahren, wie beispielsweise per HPLC-UV bzw. per GC-MS zu
unempfindlich bzw. recht aufwéndig sind [4-6], wurde im LCI eine sensitive, praxistaugliche LC-MS/MS-
Methode mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse zur Bestimmung von Cumarin in Lebensmitteln
entwickelt (siehe Tabelle 2). Diese erméglicht es, Cumarin-Gehalte im pg/kg-Bereich selektiv und schnell
zu erfassen (siehe chromatografischer Vergleich in Abbildung 2 und 3). Die Performance-Kriterien der
LC-MS/MS-Methode wurden mit denen der HPLC-UV-Methode verglichen (Tabelle 1). Mit der neuen,
validierten LC-MS/MS-Methode in unserem Institut ca. 500 Proben, u. a. Gewiirze und Feingeback, auf
Cumarin untersucht (Abbildung 2).

Methodenvergleich

Tabelle 1: Vergleich der Performance-Kriterien der UV- bzw.
MS/MS-Messung

HPLC-UV LC-MS/MS

Sowohl die HPLC-UV Methode als auch die
LC-MS/MS Methode wurden fir die
folgenden Parameter validiert: Linearitat,
Wiederfindung, relative Standardabweichung
der  Wiederholbarkeit (RSD) sowie
Nachweis- und Bestimmungsgrenze (NG,

Linearitat 0,15-15 ug/ml 1-500 ng/ml

Wiederfindung 85-95 % 100 %
7% 8%

5 mglkg 0,05 mg/kg BG). Die Ergebnisse der Validierung sind der

2 mg/kg 0,03 mg/kg Tabelle 1 zu entnehmen.

Cumaringehalte in Lebensmitteln - 2006

Eine Auswahl an ca. 500 Proben wurde im Jahre 2006 mit der von uns etablierten LC-MS/MS-
Methode auf Gehalte an Cumarin untersucht. Die Proben wurden in flnf Kategorien unterteilt, u. a.
in Gewiirze/Gewirzmischungen, Zimtgeback und Lebkuchen. Eine Zusammenstellung der
Ergebnisse ist Abbildung 1 zu entnehmen.
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Abbildung 2: Ergebnisse des Cumarin-Monitorings bestimmter Lebensmittelgruppen (2006)

Fazit

Die von uns entwickelte LC-MS/MS-Methode zur Bestimmung von Cumarin in Lebensmitteln
ermoglicht es, Cumarin-Gehalte im pg/kg-Bereich und somit weit unterhalb des laut
Aromenverordnung geforderten Hochstwertes von 2 mg/kg selektiv und schnell zu erfassen und zu

quantifizieren. Die in der Praxis haufig zum Einsatz kommende HPLC-UV Methode eignet sich aus

unserer Sicht nur als Screeningmethode und ist fir eine genaue Quantifizierung insbesondere im
unteren mg/kg-Bereich zu unempfindlich.

Probenaufarbeitung

1 bzw. 5g Probenmaterial
+ d4-Cumarin (interner Standard)
+ 100 ml EtOH/H,0 (70/30, v/v)

Extraktion

30 min Ruhren, 10 min

Zugabe von Filtration v
Ultraschall Carrez1 /11

HPLC/UV
LC-MS/MS

HPLC-Bedingungen

Tabelle 2: Chromatografiebedingungen der Cumarinbestimmung mittels UV- bzw. MS/MS-Messung

HPLC-UV LC-MS/MS
Trennsaule LiChrospher 60 RP Select B, 5 PerfectSil Target ODS 3 3 ym,
um, 125 x 4 mm 125 x 4 mm

Eluent NH,Ac 5mmol (A), ACN/MeOH, MeOH/ACN/H,0
1/2, vIv (B) (80/0,1/19,9, v/viv)

Fluss 0,8 ml/min Gradient 0,25 ml/min isokratisch
0—14min:22% B
—15min: 70 % B
—22min:70% B
— 25min: 22 % B

Injektionsvolumen 20 pl

Saulentemperatur 20°C

Detektion

MRM (Cumarin) | MRM (d4-Cumarin)
147,1-103,1 161,1-107,1
147,1-91,1 1561,1-95,1
1471771 151,1-81,1
147,1—-56,1 151,1-69,1

Chromatogramme

Zimt 250 mg/kg Lebkuchen 2 mg/kg

14,95 Cumarin
149 Cumarin

UV 279 nm'

Lebkuchen
0,05 mg/kg

MS/MS 147.1/91.1 Zimt 250 mg/kg

Abbildung 2: Chromatografischer Vergleich eines Zimt- Abbildung 3: Chromatografischer Vergleich eines Geback-
extraktes mittels UV- bzw. MS/MS-Messung extraktes mittels UV- bzw. MS/MS-Messung an der
Nachweisgrenze der jeweiligen Methode
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