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Zusammenfassung

Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind eine Gruppe sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe, die ca. 400
bekannte Strukturen umfasst und meist in zwei Formen, als tertiares PA bzw. als dessen
korrespondierendes N-Oxid, auftreten. PA mit einer 1,2-Doppelbindung kénnen durch
lebereigene Cytochrom-P-450 Monooxygenasen zu reaktiven Pyrrolestern mit toxischen
Wirkungen aktiviert werden. Neben einer akuten Toxizitdt wurde in verschiedenen
Tiermodellen auch das genotoxische und tumorinduzierende Potential der PA belegt.
Toxische Vertreter dieser Substanzklasse werden hauptsachlich in vier verschiedenen
Familien innerhalb der Angiospermien gefunden: den Asteraceae (Tribus Senecioneae
und Eupatorieae), den Boraginaceae, den Apocynaceae und dem Genus Crotalaria
innerhalb der Fabaceae.

In jungster Vergangenheit hat die potentielle Belastung von Lebens- und
Futtermitteln mit PA wiederholt Aufmerksamkeit erregt. Eine Exposition des Menschen mit
PA kann Uber den Genuss von Tees, Phytopharmaka, pflanzlichen Lebensmitteln (z.B.
Salatmischungen) oder, im Fall einer Verfitterung von PA-Pflanzen an Tiere, als
sekundare Kontamination Uber tierische Lebensmittel erfolgen. Im International
Programme on Chemical Safety (IPCS) der WHO ist die grundsatzliche Gefahrdung der
menschlichen Gesundheit durch PA dokumentiert. Aus Griinden des vorbeugenden
Verbraucherschutzes gibt es demzufolge Rechtsvorschriften zur Regulierung PA-haltiger
Phytopharmaka. Fir diese gilt in Deutschland seit 1992 ein Grenzwert von 1 ug PA/Tag
fur 1,2-ungesattigte PA und deren N-Oxide bei oraler Aufnahme und einer Anwendungs-
dauer von max. 6 Wochen. Geht die Anwendung dartber hinaus, betragt der Grenzwert
0,1 ug PA/Tag.

Im Hinblick auf Lebensmittel hat die DFG-Senatskommission zur Beurteilung der
gesundheitlichen Unbedenklichkeit von Lebensmitteln (SKLM) auf die Iickenhafte
Datenlage zu Gehalten von PA in Honigen (einschlieBlich Imkereierzeugnissen und
Pollenprodukten) hingewiesen und insbesondere auch unter dem Gesichtspunkt des
zunehmenden Verbrauchs von Nahrungserganzungsmitteln die Imkereierzeugnisse ent-
halten Forschungsarbeiten zur analytischen Erfassung von PA in Honig und Pollen ange-
mahnt.

Wesentliches Ziel dieser Arbeit war es daher, eine verlassliche, selektive Methode
zur Ermittlung des PA-Gehaltes im relevanten Konzentrationsbereich von < 0,1ppm fir
diese Lebensmittel zu entwickeln, sowie Uber breit aufgestellte Screenings eine
Datengrundlage zur Abschatzung des Risikopotentials zu schaffen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde eine robuste, reproduzierbare und selektive

analytische Methode basierend auf Zink-Staub-Reduktion, Festphasenextraktion (SCX-
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SPE), LiAIH4 Reduktion mit anschliel3ender Silylierung sowie Kapillargaschromatographie-
Massenspektrometrie (HRGC-MS)-Analytik erarbeitet. Durch ein solches Vorgehen
werden die PA-N-Oxide in tertiare PA Uberfihrt, so dass alle PA in ihrer tertiaren Form
vorliegen. Durch die anschlielRende chemische Reduktion werden alle Mono- und Diester-
PA in die jeweiligen Necinbasen uberflihrt. Durch die anschlieffiende Derivatisierung zum
di-TMS-Derivat, konnten Uber den Summenparameter Retronecin PA-Kontaminationen
mit 1,2-ungesattigten PA-Strukturen verlasslich detektiert und hochselektiv mittels HRGC-
MS im SIM-Modus angezeigt werden. Die Validierung der Methode erfolgte durch die
Verwendung von Senecio vernalis-Extrakt sowie authentischen PA-Standards und deren
N-Oxiden. Unter Modifikationen der Probenaufarbeitung war diese Methode sowohl flr
Honig und Pollen, als auch fiir honighaltige Lebensmittel einsetzbar. Im weiteren Verlauf
der Arbeit wurde die Methode durch die Synthese des deuterierten Standards di-Butyroyl-
[9,9-?H,]-Retronecin zur Stabilisotopen-Verdiinnungsanalyse (SIVA) erweitert und opti-
miert.

Unter Berucksichtigung, dass Retronecin eines der kleinsten vorkommenden PA
mit 1,2-ungestattiger Necinstruktur ist, PA in der Natur jedoch meist als komplexe
makrozyklische Diester oder offene Mono- bzw. Diester vorkommen, sowie der Tatsache,
dass die zwar seltenen aber potentiell vorkommenden toxischen Otonecin- und Supinidin-
Ester PA nicht von dieser Quantifizierungsart erfasst werden, stellen alle ermittelten
Gehalte eine Unterbewertung der tatsachlich vorliegenden PA-Belastung und somit die
kleinste mdgliche, natlrlich vorkommende Kontamination der jeweiligen Probe dar. Die
entwickelte Methode erlaubt erstmals, anders als bei bereits vorliegenden Arbeiten zur
Bestimmung von PA in Pflanzenteilen, eine exakte und selektive Bestimmung von PA im
Spurenbereich, unabhangig von deren botanischem Ursprung oder chemischer Struktur
(tertiares PA, N-Oxide).

In einem breit aufgestellten Screening von 216 Honighandelsproben und 35 For-
schungshonigen — letztere umfassten 27 Senecio- und 8 Echium-Honige - konnten zum
Teil erhebliche Mengen an PA nachgewiesen werden. Die Belastungsrate der einzelnen
Probensets reichte von 9 bis zu 100%. Die hierbei ermittelten Gehalte lagen, berechnet
als Retronecin-Aquivalente, zwischen 0,019 ug/g und 4,66 ug/g. Erganzt wurden die
analytischen Daten durch die Erhebung von mellisopalynologischen Daten. Hierbei zeigte
sich, dass eine Bestimmung von PA-Pflanzenpollen Uber die relative Pollenhaufigkeit
nach DIN 10760 nur eine geringe Aussagekraft bei der Riskioabschatzung besitzt. Zwar
war die Anwesenheit von PA-Pflanzenpollen immer ein Indikator fir das Vorkommen von
PA, jedoch konnten Uber den relativen Pollengehalt keine Aussagen Uber die Hohe der

PA-Belastung getroffen werden.
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In einer weiteren Studie zu PA-Gehalten in Pollen und Pollenerzeugnissen sind in
den nativen Pollen die erwartet hohen PA-Gehalte bestatigt worden. Aber auch die in
Vollsortimentsupermarkten und Reformhausern haufig vertretenen Pollenprodukte wiesen
PA-Gehalte auf, die im Mittel weit Uber den bei Honig festgestellten Werten lagen. So
ergaben sich flr die nativen Pollen aller bedeutenden, PA-produzierenden Pflanzen-
familien PA-Gehalte von 0,57-4,07 mg/g, wahrend sich flr die Pollenprodukte Gehalte von
1,08-16,35 ug/g feststellen lieRen. Eine zusatzliche Erhebung von mellisopalynologischen
Daten bestatigte deren bereits bei den Honigproben festgestellte, eingeschrankte
Aussagekraft hinsichtlich des PA-Gehaltes.

Durch ein Screening von 60 honighaltigen Lebensmitteln mit unterschiedlichen
Honiganteilen konnte eine potentielle Downstream-Kontamination durch den Einsatz von
hoch PA-belasteten Honigen im Herstellungsprozess nachgewiesen werden. Bei einer
Belastungshaufigkeit von 13% lagen die hierbei ermittelten PA-Gehalte, berechnet als
Retronecin-Aquivalente, bei 0,010-0,484 ug/g.

Abschlieend ist in modellhaft durchgefuhrten Filtrationsversuchen gezeigt worden,
dass PA-Pflanzenpollen erheblichen Einfluss auf den PA-Gehalt des Honigs auslben.
Dennoch stellt eine Honidfiltration, wie sie in Anlage 1 der Honigverordnung zulassig ist,
keine Mdglichkeit dar, hoch mit PA belasteten Honig im PA-Gehalt zu senken. Vielmehr
lield sich mit den durchgeflihrten Versuchen eine Diffusion der PA aus Pollen in den Honig
nachweisen.

In Anbetracht der insbesondere in Pollen und sortenreinen Honigen von PA-
produzierenden Pflanzen detektierten PA-Gehalte stellt sich die Frage, ob die in dieser
Arbeit erfassten Lebensmittel weiterhin ohne Uberwachung ihrer PA-Gehalte gehandelt
werden sollten. Eine internationale Regulierung des Vorkommens von PA in Lebens-

mitteln ist geboten.
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Summary

Pyrrolizidine alkaloids (PA) are secondary plant constituents which comprise about 400
different structures, occurring in two major forms, a tertiary form and the corresponding N-
oxide. PA containing a 1,2-double bond are pre-toxins and metabolically activated by the
action of hepatic P-450 enzymes to acute toxic and genotoxic pyrroles. Beside the acute
toxic effects, the genotoxic and tumorigenicity potential of PA was demonstrated in some
eukaryotic model systems. The PA occurrence is limited to only four plant families: the
Asteraceae (Senecioneae and Eupatorieae), the Boraginaceae, the Apocynaceae and the
genus Crotalaria within the Fabaceae.

Recently, the potentially PA contamination of food and feeding stuff attracted high
attention. Humans are exposed to these toxins by comsumption of herbal medicine,
herbal teas, dietary supplements or food containing PA plant material. In the “International
Programme on Chemical Safety (IPCS)" the WHO states the potential threath to human
health by PA. In pharmaceuticals, the use of these plants is regulated by the German
Federal Health Bureau to a total PA intake of 1 ug per day for 1,2-unsaturated PA and
their N-oxides within a six-week period per year, or, if six weeks are surpassed, the level
is reduced to 0.1 ug total PA content per day.

With regard to food the DFG-Senate Commission on Food Safety (SKLM) passed an
opinion that [...] The existing data base dealing with the content of PAs in honey collected
from PA-containing plants [...] as well as the data base dealing with the exposure of
consumers to PAs are judged to be inadequate [...]. Furthermore, they reminded that [...]
The main goal of future research should be the careful analytical determination of the PA
content of honey and pollen [...].

Initiated by this, the essential intention of this work was to develop a reliable tool for
selective and quantitative determination of PA in the relevant range of concentration at
< 0,1 ppm in this food. Furthermore, the generation of a broad dataset should be the basis
for the estimation of the potential risk of PA.

First of all, a robust, reproducable and selective method consisting of Zn-dust
reduction, strong cation exchance solidphase extraction (SCX-SPE), chemical reduction
with LiAIH,4, subsequent silylation and capillary gas chromatography-mass spectrometry
(HRGC-MS) using SIM mode was established. This procedure converted PA-N-oxides
into their basic tertiary form and, due to the subsequent chemical reduction, all mono- and
diester PA resulted in their particular necine backbones. The newly developed method
represented a reliable tool to detect potential PA contamination with toxic 1,2-unsaturated
PA structures using retronecine as sum parameter by capillary gas chromatography-mass

spectrometry (HRGC-MS) in SIM mode. This procedure was validated using extracts of
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Senecio vernalis as well as authentic standards of PA and their N-oxides. This method
was applicable to honey and, after some modifications, to pollen and honey-containing
foods, respectively. Furthermore, the analytical method was optimised by synthesis of a
deuterium labelled standard, di-Butyroyl-[9,9-?°H.]-retronecine, used for stable isotope
dilution assays.

Retronecine is one of smallest known pyrrolizidine alkaloids, obeying the toxic
principle of a 1,2-unsaturated necine structure. Generally, PA are found in nature as
complex macrocyclic diesters or open chain mono- or diesters. Furthermore, the
potentially occurring toxic otonecine and supinidine esters are not included in this
quantitation as well. Due to these facts, all presented results are an “underestimate” of the
actual toxic PA content and represent the lowest possible degree of contamination of a
specific sample. For the first time, the present method allows the exact and selective
determination of toxic PA by simply detecting a sum parameter which contains the toxic
principle of the PA (1,2-double bond), independently from botanical origin or the oxidation
state of the PA (tertiary PA, N-oxides).

The method was applied to 216 commercially available flower honey samples and
35 exploratory harvested honeys, comprising 27 Senecio- and 8 Echium-honeys. Among
these honeys the contamination degree was between 9 and 100% and the measured PA
content was in a range from 0.019 to 4.66 pg g, calculated as retronecine equivalents.
These results were completed by mellisopalynological data, performed according to DIN
10760. In this context, only a marginal significance between identification and relative
frequency of PA plant pollen and the amount of PA contamination could be proven. The
presence of PA plant pollen can rather be a precursor for a presence of PA.

In a further study, the expected high amounts of PA in pure, floral pollen were
verified. Furthermore, pollen products, available as food supplements in various
supermarkets and health food shops, showed a much higher PA contamination compared
to honey. Within the pure, floral pollen of the major PA producing plant families showed a
PA contamination of 0.57 to 4.07 mg g'. The analysed pollen products revealed PA
contaminations in a range of 1.08 to 16.35 pg g”'. An additional data acquisition of
mellisopalynological data showed similar results referring the PA levels as it did within the
honey samples.

Additionally, the modificated method was applied to 60 honey-containing foods
with various contents of honey. Thereby a downstream contamination caused by the
usage of honey highly contaminated with PA could be proven. Among these foods the
degree of contamination was about 13% and the products revealed PA contents in a
range of 0.010 to 0.484 ug g™
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Finally, it could be proven by filtration experiments in a bench-scale model, that
pollen of PA producing plants have a direct effect on the PA content in honey.
Nevertheless, it is not possible to reduce the PA contamination in honey by filtration of the
contaminated honey as it is allowed by the German honey-concerning legislation. In fact,
PA diffuse from pollen to honey.

Consindering the values observed especially in authentic honey from PA
producing plants and pollen products, the results provoke the discussion of an

international regulation of PA in food.
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1 Einleitung und Zielsetzung

Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind in lhrer Funktion und Biosynthese typische Vertreter
sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe und stellen Abwehrstoffe gegenliber Herbivoren dar
(Hartmann und Witte, 1995). PA sind Pflanzengifte, die vor allem in der Leber ihre
toxische Wirkung entfalten. Folgen der so verursachten Leberfunktionsstérungen sind u.a.
Ammoniakvergiftungen und Zerstorung des zentralen Nervensystems bis hin zum Tod
(Cheeke, 1989). PA kénnen neben den schadigenden Effekten auf die Leber auch
allgemein teratogen und karzinogen auf menschliche Zellen wirken (Steenkamp et al.,
2001).

PA-haltige Pflanzen sind die wohl weltweit am weitesten verbreitete Ursache fur
zum Teil tédliche Vergiftungen von Weidevieh (Huxtable, 1980; Cheeke, 1989). Dies wird
vor allem aus den USA, Sidafrika und Neuseeland/Australien berichtet, aber auch die in
Deuschland bekannte Schweinsberger Krankheit wird auf eine PA-Aufnahme zurlck-
geflhrt (Huxtable, 1980).

Auch Menschen kénnen durch PA-haltigen Pflanzen nachhaltig gefahrdet sein
(Mattocks, 1986). Vergiftungsgefahren bestehen hauptsachlich bei der Anwendung von
traditioneller Medizin mit PA-haltigen Pflanzen (Steenkamp et al., 2001), durch Verunrei-
nigung von Getreide mit PA-haltigen Pflanzenteilen (Stegelmeier et al., 1999) oder durch
Kontamination tierischer Erzeugnisse wie Milch (Cheeke, 1989; Deinzer et al., 1982) oder
Honig (Deinzer et al., 1977; Betteridge et al., 2005). Vergiftungsfalle sind vor allem nach
dem Genuss traditioneller Teeaufglisse von so genannten ,bush teas“ oder ,herbal
teas“ aus Sudafrika und Amerika bekannt. Nahezu epidemieartige Lebererkrankungen
sind durch mit Samen von PA-haltigen Pflanzen kontaminiertes Getreide aufgetreten. Das
daraus hergestellte Brot fuhrte in Pakistan und Indien zu Beginn der 80er Jahre zu einer
Vielzahl von Todesfallen (Roeder, 1984).

Ende der 70er Jahre wurde in ersten Publikationen das Vorkommen von PA in
Honig aus Senecio jacobaea in den USA und Echium plantagineum L. in Australien nach-
gewiesen (Deinzer et al., 1977; Culvenor et al., 1981). Vor dem Hintergrund der strengen
Regulierung von Phytopharmaka wurde die potentielle Gesundheitsgefahrdung durch PA-
haltige Honige in einer Ubersicht von Edgar et al. (2002) neu bewertet. Grundsatzlich ist
nach Auffassung der Autoren ein Gefahrenpotential gegeben, da bei einer Auswertung
von Pollenanalysen der Beitrag von PA-Pflanzen zu Honigen weltweit belegt werden
konnte. Es gibt demzufolge keine direkten Hinweise darauf, dass Honigbienen PA-
Pflanzen nicht anfliegen. Reine Pollenanalysen reichen jedoch nicht aus, um eine
eventuelle PA-Belastung von Honig einschatzen zu kénnen. Im Hinblick auf eine Risiko-

bewertung erachten es die Autoren als unabdingbar, umfassende Analysen der PA-
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Gehalte von Honigen durchzufihren. Wegen der zu erwartenden Vielzahl
unterschiedlicher PA-Strukturen, geringer Konzentrationen und stérender Einflisse der
Honigmatrix muss eine verlassliche Methode zur Analytik dieser Substanzen etabliert
werden (Edgar et al., 2002).

Im ,International Programme on Chemical Safety (IPCS)’ hat die WHO die grund-
satzliche Gefahrdung der menschlichen Gesundheit durch PA dokumentiert (WHO, 1988).
Aus Grinden des vorbeugenden Verbraucherschutzes gibt es daher Rechtsvorschriften
zur Regulierung PA-haltiger Phytopharmaka. Fur diese gilt in Deutschland seit 1992 ein
Grenzwert von 1 ug PA/Tag fir 1,2-ungesattige PA und deren N-Oxide bei oraler Auf-
nahme und einer Anwendungsdauer von max. 6 Wochen. Geht die Anwendung darlber
hinaus, betragt der Grenzwert 0,1 ug PA/Tag (Bundesgesundheitsamt, 1992).

Fir Lebensmittel sind derzeit keine Rechtsvorschriften in Bezug auf PA bekannt.
Aus diesem Grund hat die DFG-Senatskommission zur Beurteilung der gesundheitlichen
Unbedenklichkeit von Lebensmitteln (SKLM) auf die lickenhafte Datenlage zu Gehalten
von PA in Honigen (einschliel3lich Imkereierzeugnissen und Pollenprodukten) hinge-
wiesen und insbesondere auch unter dem Gesichtspunkt des zunehmenden Verbrauchs
von Nahrungserganzungsmitteln, die Imkereierzeugnisse enthalten, Forschungsarbeiten
zur analytischen Erfassung von PA in Honig und Pollen angemahnt (SKLM, 2002).

Aufgrund der hier kurz dargelegten Problematik und der dadurch mdéglichen Ge-
fahren fir die menschliche Gesundheit war es das Ziel dieser Arbeit, unter Verwendung
geeigneter Isolierungs- und massenspektrometischer (MS) Techniken eine verlassliche,
robuste und selektive Methode zur Ermittlung des PA-Gehaltes im relevanten
Konzentrationsbereich von < 0,1 ppm flr diese Lebensmittel zu entwickeln. Nach Etablier-
ung der Methodik sollte ein breit aufgestelltes Probenscreening die strukturell gesicherte
Grundlage fiur die Abschatzung des Gefahrenpotenzials liefern. Spezielles Augemerk
wurde hierbei auf die von der SKLM angemahnten Imkereierzeugnisse Honig und Pollen
gelegt. Durch verschiedene Filtrationsversuche wurde der Einfluss von PA-haltigen Pollen
auf den PA-Gehalt von Honig Uberprift. Zusatzlich wurde die anfanglich aufwendige
Analysenmethodik durch die Synthese eines stabilisotopen-markierten Standards zur
Durchfiihrung einer Stabil-Isotopen-Verdiinnungs-Analyse (SIVA) vereinfacht. Da eine
generelle Down-Stream-Kontamination in der Nahrungsmittelindustrie nicht aus-
zuschlieRen ist, wurde die Analytik abschlieRend auf die Klasse der ,honighaltigen
Lebensmittel* ausgeweitet, um auch hier Uber die Verbreitung der PA Aufschluss zu

erhalten.
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2 Kenntnisstand

2.1 Pyrrolizidinalkaloide

Die Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind in der Vergangenheit sowohl durch biochemische, phy-
siologische als auch chemodkologische Untersuchungen gut charakterisiert worden
(Hartmann und Witte, 1995; Frolich, 1996; Jenett-Siems et al., 1998). Wissenschaftliche
Studien belegen, dass sich die PA wahrend der Evolution zu einer Stoffgruppe biologisch
wirksamer Substanzen entwickelt haben (Hartmann, 1987). PA werden in den Pflanzen
konstitutiv gebildet und dienen mit ihrer fraRabschreckenden und toxischen Wirkung zur
Abwehr von Herbivoren (Hartmann und Witte, 1995; Hartmann und Ober, 2000).

2.1.1 Vorkommen und Klassifizierung

Nach Schatzungen sind PA in ca. 3 % aller blihenden Pflanzen enthalten (Smith und
Culvenor, 1981). Das Vorkommen der PA innerhalb des Pflanzenreichs ist dabei auf
wenige Taxa der Angiospermen beschrankt; 95 % der PA-enthaltenden Pflanzenarten
gehoren Gattungen innerhalb der Familie der Asteraceae (Senecio und Eupatorium),
Boraginaceae (z.B. Echium, Heliotropium, Symphytum) und Fabaceae (hauptsachlich die
Gattung Crotalaria) an. Innerhalb der Apocynaceae, Orchidaceae und Ranunculaveae
sind ebenfalls einige PA-produzierende Gattungen bekannt (Smith und Culvenor, 1981;
Hartmann und Witte, 1995). Vereinzelt treten PA unter anderem auch in einigen wenigen
verwandten Spezies der Familie der Convulvulaceae auf (Hartmann und Witte, 1995;
Jenett-Siems et al., 2005).

PA zeigen mit mehr als 400 unterschiedlichen Strukturen aus ca. 600 Pflanzenar-
ten eine groRe Vielfalt (Rizk, 1991; Pelser et al., 2005; Hartmann und Witte, 1995; Hart-
mann und Ober, 2008). Bisher konnten in Gber 6000 Pflanzen PA identifiziert (Stegelmeier
et al., 1999; Roeder, 2000) werden.

Abb. 2-1  Basisstruktur der Pyrrolizidinalkaloide (PA).
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Chemisch gesehen handelt es sich bei den PA um Esteralkaloide bestehend aus
einer Necinbase, die den charakteristischen bizyklischen basischen Pyrrolizidin-
Grundkorper darstellt, und einer oder zwei mit ihr verknipften Necinsauren (s. Abbildung
2-1).

Necinbasen sind Derivate des bizyklischen Alkohols 1-Hydroxymethylpyrrolizidin
(1). Die Hydroxymethylpyrrolizidine kdnnen gesattigt (1) oder 1,2-ungesattigt (Supinidin,
2) sein (s. Abbildung 2-2). Die PA weisen Ublicherweise eine Hydroxymethyl-Gruppe am
C-1 und in den meisten Fallen ebenfalls eine Hydroxygruppe am C-7 auf. In seltenen
Fallen finden sich in Position 2 und 6 weitere Hydroxygruppen. Diese fiihren zur
Ausbildung von Stereoisomeren, welche am H-Atom des C-8 orientiert werden. Die unter
den PA am meist verbreitetsten Necinbasen gehéren der C-8a-H-Reihe an, gleichzeitig
leiten sich die meisten Alkaloide von den 7,9-Necindiolen ab (Hartmann und Witte, 1995;
Roeder, 1984). Die unter den PA am meisten verbreitete Necinbase stellt das Retronecin
(3) dar. Eine untergeordnete Rolle stellen die Necinbasen Heliotridin (4), mit einer 7S-
Konfiguration, das bei PA der Orchidaceae hauptsachlich vorkommende 1,2-gesattigte
(-)-Platynecin (5), sowie das Otonecin (6) dar (s. Abbildung 2-2). Diese Hydroxylgruppen
der Necinbasen sind Ublicherweise mit einer oder zwei Necinsduren verestert (s.
Abbildung 2-1).

CH,0H CH,O0H

A\
N N

1

H CHOH HQ |y CHOH HO y CHOH
N
4

0 CHOH HO o CHOH HO ° CH20H

- -

@l
H;

o 0O—Z=—

Abb. 2-2  Ubersicht tiber verbreitete Necine 1-Hydroxymethylpyrrolizidin (1), Supinidin (2), Retro-
necin (3), Heliotridin (4), (-)-Platynecin (5), Otonecin (6).

Necinsauren konnen als Mono- oder Dicarbonsauren auftreten, weisen in der Re-

gel funf bis zehn Kohlenstoffatome auf und variieren stark in ihrer Struktur. Sie umfassen
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Sauren mit verzweigten Kohlenstoffketten, die sich auf einfache Grundstrukturen
zurtckfihren lassen und zusatzlich substituiert sind. Als Substituenten sind dabei
Hydroxy-, Epoxy-, Carboxy-, Acetoxy- oder Methoxy-Gruppen zu nennen. PA kénnen
somit in Form von Monoestern, offenkettigen Diestern oder makrozyklischen Diestern
auftreten. Die Vielfalt der chemischen Modifzierungen und die Variation der Necinsduren
fuhrt zur bekannten, ausgesprochen hohen Strukturvielfalt der PA (Hartmann und Witte,
1995; Hartmann und Ober, 2008; Roeder, 1984).

Unter Berlcksichtigung chemosystematischer und biogenetischer Untersuchungen
(Culvenor, 1978; Hartmann und Witte, 1995) lassen sich die PA in flnf verschiedene

Grundtypen mit jeweils charakteristischen Strukturmerkmalen einteilen (s. Abbildung 2-3).

OH OH

Senecionin (7) -Typ Triangularin (8) -Typ Monocrotalin (9) -Typ
(> 100 Strukturen) (> 50 Strukturen) (> 30 Strukturen)

Lycopsamin (10) -Typ Phalaenopsin (11) -Typ
(> 100 Strukturen) (> 20 Strukturen)

Abb. 2-3  Einteilung der PA in finf verschiedene Grundtypen (nach Hartmann und Witte, 1995)
anhand der PA Senecionin (7), Triangularin (8), Monocrotalin (9), Lycopsamin (10) und
Phalaenopsin (11).

12-gliedrige makrozyklische Diester vom Senecionin-Typ kommen vor allem im
Tribus Senecioneae (Asteraceae) vor. lhnen gemeinsam ist die verzweigte C10-
Necinsaure, die aus zwei C5-Korpern aufgebaut und aus den Aminosauren L-Isoleucin

bzw. (seltener) L-Leucin abgeleitet ist.
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Mit diesem Typ verwandt ist die Gruppe der Triangularin-PA mit offenkettiger C5-
Korper-Diesterstruktur. Trinagularin-PA treten in vielen Boraginaceae spp. und Senecio
spp. auf. Interessanterweise werden diese beiden letztgenannten PA-Typen nie nebenei-
nander gefunden.

Der Monocrotalin-Typ ist gekennzeichnet durch einen 11-gliedrigen makrozyk-
lischen Diester. Das Vorkommen scheint auf den Genus Crotalaria (Fabaceae) und einige
wenige Spezies der Familie der Boraginaceae beschrankt zu sein (Hartmann und Witte,
1995).

Beim Lycopsamin-Typ handelt es sich um eine weitere, sehr diverse Gruppe von
PA, d.h. Mono- und Diester, die an C-9 mit einer C7-Necinsaure verestert sind. Diese
leitet sich von 2-Isopropylbuttersaure ab. Sie werden vor allem im Tribus Eupatoriae
(Asteraceae) und in Boraginaceae gefunden.

Der weitaus grofRte Teil der bekannten PA gehort zu diesen vier genannten PA-
Typen, daneben tauchen PA nur sporadisch in anderen Pflanzenfamilien (u.a.
Orchidaceae, Convolvulaceae, Apocynaceae) auf, wie z.B. die strukturell einfacheren
Orchideen-PA, die in der Gruppe der Phalaenopsin-PA zusammengefasst sind und keine
1,2-Doppelbindung des Necinbasengertstes besitzen (Hartmann und Witte, 1995).

In den oben genannten vier Haupttypen der PA ist Retronecin die vorwiegende
Necinbase. Ein weiteres gruppenibergreifendes Strukturmerkmal stellt das Gberwiegende
Vorkommen als N-Oxid dar. Beide Formen sind durch einfache Reduktion/Oxidation in
einander Uberfuhrbar (s. Abbildung 2-4).

spontane Reduktion
enzymatische N-Oxidation

Abb. 2-4  Pyrrolizidin-N-Oxid und korrespondierendes tertiares PA am Beispiel von Senecionin-
N-Oxid (12) und Senecionin (7).

In den Asteraceae, den Boraginaceae und den Fabaceae liegen die PA Uberwie-
gend als N-Oxide vor. Nur innerhalb dieser Familien kommen auch die nicht N-oxidierba-
ren Otonecin-PA vor. Orchidaceae und Convolvulaceae enthalten nur PA mit 1,2-gesattig-

ter Struktur. Wahrend in Phalaenopsis spec. (Orchidaceae) die PA teilweise als N-Oxide
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vorliegen, kommen sie innerhalb der Convolvulaceae ausschliefl3lich als basische tertiare
Alkaloide vor (Froélich, 1996; Jenett-Siems et al., 1998; Frdlich et al., 2006). Die eher
seltenen Apocynaceae beinhalten ausschlief3lich tertiare PA. Ebenfalls in ihrer basischen
tertiaren Form kommen die PA in den trockenen und wasserarmen Samen von Crotalaria
(Fabaceae) vor (Toppel et al., 1988; Chang und Hartmann, 1998).

Einmal gebildet, findet in der Pflanze kein turn-over dieser Strukturen mehr statt,
vielmehr erfolgen beim Transport und der Speicherung chemische Modifikationen der
Grundstrukturen zum jeweils artenspezifischen Alkaloidprofil (Hartmann et al., 1989;
Hartmann und Dierich, 1998). PA werden in den Vakuolen der Zellen akkumuliert und sind
in allen Pflanzenteilen nachweisbar (Frolich et al., 2007). Hauptspeicherort ist die (fur die
Fortpflanzung unerlassliche) Knospe, spater die Blite, aber auch die duReren Gewebe
der Blatter und des Sprosses weisen PA aus (Ehmke et al., 1988; Frolich et al., 2007).

2.1.2 Biosynthese

Die Fahigkeit zur PA-Biosynthese kommt in verschiedenen, taxonomisch nicht verwand-
ten Familien vor (Reimann et al., 2004). Tracerexperimente mit Wurzelorgankulturen so-
wie verschiedenen Asteraceae-Pflanzen zeigten, dass die PA-Biosynthese ausschliellich
in der Wurzel lokalisiert ist (Toppel et al., 1987; Hartmann et al., 1989; Hartmann, 1994),
wobei die Wurzelspitze die hdchste Biosyntheseaktivitat aufweist. Da die Wurzelspitze
auch die hochste Wachstumsaktivitat zeigt, ist ein unmittelbarer Zusammenhang zwi-
schen Biosyntheseaktivitat der PA und dem Wurzelwachstum sehr wahrscheinlich (San-
der und Hartmann, 1989). Von hier aus werden die PA Uber das Phloem an ihre bevor-
zugten Speicherorte, bei Senecio spp. vor allem in die Bluten, transportiert (Hartmann et
al., 1989).

Weitreichende Tracerexperimente an Senecio-Arten konnten den Einbau von
Putrescin (13) und Spermidin (14) in die Necinbasen der PA nachweisen (Robins und
Sweeney, 1979; Hartmann und Toppel, 1987). Damit zeigte sich eine enge Verbindung
mit dem Polyaminstoffwechsel. Die beiden Polyamine Putrescin (13) und Spermidin (14)
entstehen aus L-Arginin (15) oder L-Ornithin (16) tGber Agmatin (17) und N-Carbamoylput-
rescin (18) (Robins und Sweeney, 1983; Spenser, 1985; Hartmann et al., 1988; Robins,
1989). Das hierbei gebildete Putrescin (13) ist eine gemeinsame Vorstufe fiir die Biosyn-
thesen von Spermidin (14) und PA (Hartmann et al., 1988; Graser und Hartmann, 1997,
Graser et al., 1998). Das Schliusselenzym der PA-Biosynthese, die Homospermidin-Syn-
thase (HSS), katalysiert den Transfer einer Aminobutyl-Gruppe des Spermidin (14) auf ein
Putrescin (13) (Bottcher et al., 1994; Graser und Hartmann, 1997; Graser und Hartmann,
2000). Das durch die HSS gebildete Homospermidin (19) stellt das erste spezifische Inter-
mediat der PA-Biosynthese dar (Kahn und Robins, 1985; Kunec und Robins, 1985). Im
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Gegensatz zu Putrescin (13) und Spermidin (14) unterliegt es keinem oxidativen Abbau.
Das so entstandene Homospermidin (19) wird anschlieBend Uber Zyklisierung der
Imminium-lonen-Zwischenstufe und Bildung des (-)-Trachelanthamidin (20), welches die
biosynthetische Vorstufe von Retronecin (3) darstellt, komplett in die Necinbase eingebaut
(Rana und Robins 1983; Adolph, 1991; Hartmann und Ober, 2000). Abbildung 2-5 zeigt
schematisch den Ablauf des Biosyntheseweges der PA vom Senecionin-Typ.

Die Biogenese des Kohlenstoffgerlistes der Necinsauren wird indessen weniger
gut verstanden. Markierungsexperimente zeigten, dass aliphatische Necinsauren aus
verzweigten Aminosauren wie L-Valin (21), L-Leucin (22) oder L-Isoleucin (23) als
Vorstufen abgeleitet sind (Crout et al., 1966; Crout et al., 1970; Robins et al., 1974; Cahill
et al., 1980). Fir das in den Abbildungen 2-4 und 2-5 dargestellte Senecionin-N-Oxid (12)
konnte gezeigt werden, dass die Necinsaure aus L-Isoleucin (23) (Cahill et al., 1980;
Crout et al., 1966), welche Uber 2-Oxoisocapronsaure (24) in den Necinsaureanteil
Ubergeht (Stirling et al., 1997), gebildet wird (vgl. Abbildung 2-5). Nach erfolgter N-Oxidie-
rung und anschlieRender Veresterung der Necinbase - hier Retronecin (3) - mit der Necin-

saure - hier Senecioninsaure (25) - entsteht das entsprechende Senecionin-N-Oxid (12).

NH, Arginin- NH, NH; NH,

H H -
HZNTN\/\) Decarboxyiase HZNYN\/\/YOH HZNM(OH WOH

NH 17 NH 15 o 16 O 23 0

Agmatin- Aminosaure-Biosynthese 1|
Iminohydrolase

H\/\)NH2
N
W/m

o

H,N

N-Carbamoylputrescin- o

Aminohydrolase
OH
NH, NH,
H N\/\) Spermidin-Synthase HN n\/\)
2 Polyamin-Oxidase 2NN o
13 " NH, 14
HN AN~

14

Homospermidin-
Synthase

HN _~_NH,
Diaminopropan

{ HZNMN/\A/NHZ

|

HZN\/\/\N/\/\/NHz
H
19

Oxidase

NH,
CHO
{ al-al ]
Imminium-lonen /
l O Mo OH
o — &2
N N
20 3
Abb. 2-5 Biosyntheseweg der Pyrrolizidinalkaloide vom Senecionin-Typ am Beispiel von Sene-
cionin-N-Oxid (12) (nach Hartmann, 1999; Hartmann und Ober, 2000).

Polyamm-\
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Senecionin-N-Oxid (12) stellt bei Senecio-Arten das erste Produkt der PA-Biosyn-
these dar (Hartmann und Toppel, 1987; Hartmann et al., 1988; Hartmann et al., 1989). PA
unterliegen keinem signifikanten Abbau, vielmehr werden sie durch die in Senecio-Arten
stattfindende Diversifizierung ausgehend vom Senecionin-N-Oxid (12) in eine Vielzahl
unterschiedlicher PA Uberfihrt (Sander und Hartmann, 1989; Hartmann und Dierich,
1998). Diese artspezifischen Transformationen finden zum gréf3ten Teil im Sprofd statt
(Hartmann und Dierich, 1998), kénnen unter gewissen Umstanden aber auch bereits in
der Wurzel erfolgen. Letztere sind jedoch immer zeitlich und raumlich von der Senecionin-
N-Oxid-Biosynthese getrennt (Toppel et al., 1987; Hartmann, 1994). Die transformierten
PA koénnen in den verschiedenen Geweben gespeichert bzw. unter diesen verlagert
werden (Hartmann und Dierich, 1998). PA werden vor allem in den Vakuolen der Zellen
akkumuliert. In den einzelnen Pflanzenorganen bestehen grofle Unterschiede beziiglich
des PA Gehaltes, so kdnnen Blitenkdpfchen von Senecio vulgaris bis zu 80% der
gesamten PA einer Pflanze enthalten, wobei die Konzentrationen 10 bis 30-fach hoher

sein kdnnen als in den vegetativen Organen (Hartmann und Zimmer, 1986).

2.1.3 Toxizitat

2.1.3.1 Allgemeines

In erster Linie stellen die 1,2-ungesattigten PA aufgrund ihrer toxischen und abschrecken-
den Wirkung wirksame Abwehrstoffe gegen Herbivoren dar (van Dam et al., 1995; Macel
et al., 2005). Auch auf Insekten wirken PA zum Teil abschreckend (Boppré, 1986), wobei
jedoch einige angepasste Insekten in der Lage sind, durch spezielle Mechanismen diese
fur sie gefahrlichen Stoffe zu bewaltigen (Lindigkeit et al., 1997). Aufgrund der Tatsache,
dass die toxische Wirkung von PA bei Sdugetieren erst lange nach der Aufnahme eintritt,
stellt der PA-Gehalt der jeweiligen Pflanze vermutlich keine evolutiv gegen Saugetiere
ausgebildete Abwehrstrategie dar (Hartmann und Witte, 1995). Hinzu kommt, dass
Weidevieh, vermutlich abgeschreckt vom bitteren Geschmack, ohnehin flir gewdhnlich
PA-haltige Pflanzen meidet, solange geniigend andere Futterpflanzen zur Verfligung
stehen (Boppré, 1986).

Dennoch wurde in der Vergangenheit mehrfach von tédlichen Vergiftungen bei
Weidevieh nach der Aufnahme von PA-haltigen Pflanzen berichtet (Cheeke, 1989), aber
auch bei anderen Tieren kénnen PA schwere Vergiftungen auslosen (Mattocks, 1986). PA
stellen Toxine dar, welche vor allem die Leber angreifen. Typische Symptome sind dabei
ZellvergroRerungen in der Leber (Megalocytose) sowie vermehrte Gewebsbildung
(Fibrilose), einhergehend mit einer VergrdofRerung des Organs (Hyperplasie) sowie

Odembildung. Die Folgen der verursachten Leberfunktionsstérungen sind z.B.
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Ammoniakvergiftungen und Zerstérung des zentralen Nervensystems bis hin zum Tod
(Cheeke, 1989). Aber auch andere Organe wie Lunge (Pneumonie, Odeme), Niere
(Megalocytose) oder Pankreas sowie der Gastrointestinaltrakt kénnen von PA-
Intoxikationen betroffen sein (Wiedenfeld und Roeder, 1984).

Auch Menschen kénnen durch PA-haltige Pflanzen gefahrdet sein (Mattocks,
1986). Eine Exposition des Menschen mit PA besteht hauptsachlich durch den Konsum
von Phytopharmaka bzw. traditioneller Medizin, z.B. PA-haltige Samen (Steenkamp et al.,
2001), durch Verunreinigungen von Getreide mit PA-haltigen Pflanzenteilen (Stegelmeier
et al., 1999) oder durch sekundare Kontamination tierischer Produkte wie z.B. Milch
(Cheeke, 1989; Deinzer et al., 1982), Eier (Edgar und Smith, 2000) oder Honig (Deinzer
et al., 1977; Betteridge et al., 2005).

Vor allem sind humane Vergiftungsfalle nach dem Genuss traditioneller Teeauf-
gusse (bush teas, herbal teas) bekannt. Als Folge einer chronischen Intoxikation tritt die
-hepatic veno-occlusive disease“ (VOD) auf, die der Schweinsberger Krankheit ahnlich
und durch LebervergréRerung, -verhartung und —zirrhose gekennzeichnet ist. Falle von
akuter Toxizitat mit Todesfolge sind aus Pakistan und Indien bekannt (s. Kapitel 2.1.6).
Allerdings muss angemerkt werden, dass akute Vergiftungen eher selten zu beobachten
sind. Ublicher ist ein chronischer Verlauf der Pyrrolizidinalkaloidvergiftungen, wobei
Kinder sensibler auf PA reagieren als Erwachsene (Wiedenfeld und Roeder, 1984).
Neben der akuten Lebertoxizitdt kbnnen PA auch allgemein teratogen und mutagen auf

menschliche Zellen wirken (Steenkamp et al., 2001).

2.1.3.2 Resorption und Bioaktivierung der Pyrrolizidinalkaloide

Die tertidren PA selbst sind aufgrund ihrer molekularen Beschaffenheit an sich noch nicht
giftig, werden jedoch durch lebereigene Cytochrom-P-450 Monooxygenasen zu reaktiven
Pyrrolestern mit stark cytotoxischer und genotoxischer Wirkung aktiviert. Die Toxifizierung
der 1,2-ungesattigten PA ist bei Wirbeltieren gut untersucht; akut-toxische, chronisch-
toxische, cytotoxische sowie genotoxische Effekte wurden beschrieben (Culvenor et al.,
1976; Mattocks, 1986; Stegelmeier et al., 1999; Fu et al., 2004). Dadurch dass nur 1,2-
ungesattigte tertiare PA, aber nicht deren N-Oxide in toxische Intermediate Uberflhrt
werden kénnen, sieht man die tertiaren PA als pro-toxisch an, wahrend die PA-N-Oxide
per se untoxisch sind (Tabelle 2-1). Im Darm findet jedoch nachweislich eine unspezifi-
sche, spontane Reduktion zu den pro-toxischen tertiaren PA statt, wodurch auch PA-N-

Oxide ,bioaktiviert werden kédnnen (Stegelmeier et al., 1999; Fu et al., 2004).
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Tab. 2-1 Vergleich der Eigenschaften von tertiarem PA und dessen N-Oxid am Beispiel von Se-
necionin (7) und Senecionin-N-Oxid (12) (nach Hartmann, 1999).

Senecionin (7) Senecionin-N-Oxid (12)
- lipophil - hydrophil, salzartig
- kann Membranen passiv durchdringen - kann Membranen nicht passiv passieren
- giftig nach Bioaktivierung durch - ungiftig
Cytochrom-P450-Monooxygenasen
- metabolisch unsicher - metabolisch sicher
- wird aus den aufgenommenen N-Oxiden - wird als Abwehrstoff von spezialisierten
im Darm der Herbivoren und deren Insekten gespeichert
FraRfeinden gebildet

Nach Resorption der tertidren PA im Verdauungstrakt von Saugetieren und
Insekten kénnen diese durch hepatische Cytochrom-P-450-Monooxygenasen toxifiziert
werden. Dies geschieht v.a. durch die Enzyme des Typs CYP3A4 (Reed et al., 1992;
Chung et al., 1995; Huang et al., 1998; Fu et al., 2004), aber auch die Enzyme CYP2B
und CYP2C kdénnen hierbei involviert sein (Chung et al., 1995; Lin et al., 2003). Insekten
und Saugetiere besitzen dieses Enzymsystem gleichermalien. Die Bioaktivierung wird
durch Hydroxylierung der Necinbase, gefolgt von einer spontanen Dehydratisierung zur
Bildung der reaktiven Pyrrolester, initiiert (Fu et al., 2004). Auch Otonecin-PA wie z.B.
Senkirkin (26) kénnen durch oxidative N-Demethylierung ebenfalls zu toxischen pyrroli-
schen Dehydronecinen aktiviert werden (s. Abbildung 2-6). Eine Entgiftung tGber N-Oxidie-
rung (s. Kapitel 2.1.3.6) ist jedoch aufgrund der Methylgruppe am Stickstoff nicht méglich.

Oxidative

Bioaktivierung durch N-Demethylierung

Cytochrom-P450-Oxidierung Bioaktivierung durch

Cytochrom-P450-Oxidierung

Dehydrosenecionin (27)

Abb. 2-6 Anhand von Senecionin (7) und Senkirkin (26) dargestellte Bildung von reaktiven Pyr-
rolestern, hier Dehydrosenecionin (27) (nach Fu et al., 2004).
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Die entstehenden Pyrrole sind instabil und stark alkylierend. In Laborexperimenten
wurde gezeigt, dass Pyrrolester schnell kovalent an zellulare Makromolekile wie z.B.
Proteine oder Nucleinsauren binden und so die Zelle schadigen. Die im tertidren PA
vorhandene 1,2-Doppelbindung sowie die im entstandenen Pyrrolester (Dehydropyrrolizi-
dinalkaloide — DHP) vorhandene allylische Esterfunktion liefern die hierflir notwendigen
strukturellen Voraussetzungen. Abbildung 2-7 gibt einen Uberblick (iber mégliche Metabo-

lisierungsreaktionen der gebildeten Dehydropyrrolizidinalkaloide.

SG CH,OH HO, ~ nu CH,OH
X (0]
- -
N Reaktion mit I6slichen fo) fo) Reaktion mit biologischen N
7-GSH-DHP (28) Nukleophilen Nukleophilen (nu)
z.B. Glutathion z.B. DNA, Proteine
+ -~ — —_— +
SG CH,-SG N—/ nu  CHynu
Dehydrosenecionin
N N
7,9-diGSH-DHP (29) L pyrrolische Verbindungen
Polymerisation (z.B. Protein-DNA-Verbindung)
- J
Dehydronecin- Y
Dehydronecin cytotoxisch
genotoxisch
mutagen

(carcinogen)

Abb. 2-7  Anhand von Dehydrosenecionin (27) dargestellter Metabolismus der Dehydropyrrolizi-
dinalkaloide (DHP) (nach Mattocks, 1986; Winter und Segall, 1989; Stegelmeier et al.,
1999; Hartmann et al., 1999; Fu et al., 2004).

Die DHP sind in der Lage, sich mit I6slichen Nucleophilen (z.B. Glutathion) zu verbin-
den um dann ausgeschieden zu werden oder zu Dehydronecin-Dehydronecin-Komplexen
zu polymerisieren (Yan und Huxtable, 1995a/b; Fu et al., 2004). Eine weitere Moglichkeit
besteht in der Polymerisation und der Alkylierung von zellularen Nucleophilen wie z.B.
Amino-, Thiol- und Hydroxygruppen von Proteinen und Enzymen, aber auch Purin- und
Pyrimidinbasen der DNA. So kann es beim Angriff von ,aktivierten Diestern“ auf die DNA
nach zweimaliger nucleophiler Substitution zu Quervernetzungen der beiden Ketten

kommen (“cross-linking“) (Hartmann et al., 1999; Fu et al., 2004).

2.1.3.3 Akute Toxizitat

Akute Vergiftungen mit PA filhren zu massiver Hepatotoxizitdt und hamorrhagischen
Nekrosen. Das Potential zur akuten Toxizitat variiert merklich innerhalb der PA, so weisen

die makrozyklischen Diester die hdchste, offene Diester eine mittlere und Monoester die
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geringste Toxizitat auf (Mattocks, 1986). Die Stereochemie des PA-Molekils und die
Hydrophilie sind die entscheidenden Faktoren fur den Grad der Metabolisierung. So sind
Retronecin-Diester im Mittel viermal toxischer als Retronecin-Monoester und Heliotridin-
Diester zwei- bis viermal toxischer als Retronecin-Diester (Culvenor et al., 1976). Die
erhohte Toxizitat der Diester gegenlber den Monoestern kann durch die Fahigkeit zwei
Bindungen zu Nucleophilen einzugehen begriindet werden. Aufgrund sterischer Hinder-
ung wird auch die Entgiftung, durch z.B. Esterasen (s. Kapitel 2.1.3.6), erschwert, wo-
durch sich ebenfalls die erhohte Toxizitdt der makrozyklischen PA erklaren lasst
(Hartmann und Ober, 2000; Fu et al., 2004).

Freie Necinbasen, auch die 1,2-ungesattigten, wie z.B. Retronecin, sind nur
bedingt in der Lage, Bindungen zu Nucleophilen einzugehen und sind somit entschieden
weniger toxisch als Mono- oder Diester-PA (Yan et al., 2008). Durch die fehlende Ester-
funktionalitat kdnnen diese keine direkten Alkylierungsreaktionen eingehen, da ihnen die
Bindung zur Ausbildung eines Elektrophils fehilt.

Die in verschiedenen Tierversuchen ermittelten LDsqg — Werte der meisten PA im
Rattenmodell liegen zwischen 34 und 300 mg/kg (Mattocks, 1986). Zudem spielen
Faktoren wie Geschlecht, Alter oder auch Erndhrung eine Rolle bei der individuellen
Anfalligkeit. Tabelle 2-2 gibt einen exemplarischen Uberblick tber die Daten zur akuten

Toxizitat.

Tab. 2-2 LDs, — Werte einiger ausgewabhlter Pyrrolizidin-Alkaloide (nach Mattocks, 1986)

PA Typ Pyrrolizidinalkaloid Tier LDs, [mg/kg]

zyklische Diester | Monocrotalin (9) Ratte (m) 109
Monocrotalin (9) Ratte (w) 230
Monocrotalin (9) Maus (w) 259
Retrorsin (30) Ratte (m) 34
Retrorsin (30) Ratte (w) 153
Retrorsin (30) Maus (w) 69
Retrorsin (30) Meerschweinchen >800
Senecionin (7) Ratte (m) 50
Senecionin (7) Maus 64
Integerrimin (31) Maus 78

offene Diester Heliotrin (32) Ratte (w) 478
Heliotrin-N-Oxid (33) Ratte (w) 2500
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2.1.3.4 Chronische Toxizitat

Von chronischen Vergiftungen sind meist Leber, Lunge oder Blutadern, in Einzelfallen
aber auch die Nieren, der Pakreas, der Gastrointestinaltrakt, das Knochenmark oder das
Gehirn betroffen (Mattocks, 1986). Chronische Exposition fiihrt zu ZellvergroRerungen
(Megalocytose), Veno-Okklusion in Leber und Lunge, Hemmung der Zellteilung, Leberzir-
rhose, knollenférmigen Hyperplasien und Geschwulsten bis hin zu Karzinomen (Mattocks,
1986; Roeder, 1995).

2.1.3.5 Genotoxizitit

Nach der erfolgten metabolischen Aktivierung kénnen PA eine Vielzahl von genotoxischen
Effekten aufweisen. Diese fihren zu DNA-Bindungen, DNA “cross-linking“, DNA-Protein
“cross-linking®, chromosomalen Veranderungen, Mutagenitat, Teratogenitat und Carcino-
genitat (u.a. IARC, 1976; Mattocks, 1986; Fu et al., 2001; Yan et al., 2001; Fu et al., 2004).
Durch die verursachten DNA-DNA-Strangvernetzungen sowie die DNA-Protein-Ver-
knUpfungen wirken PA cytotoxisch (Frei et al., 1992; Kim et al., 1999; Stegelmeier et al.,
1999; Kosogof et al., 2001). Diese Wirkung kann Anderungen der Zellfunktion bis hin zur
Krebsbildung oder Zelltod zur Folge haben (Mattocks, 1986; Winter und Segall, 1989).
Frei und Mitarbeiter (1992) haben verschiedene tertiare PA auf ihre Gentoxizitat an
Drosophila melanogaster untersucht und Struktur-Wirkungsbeziehungen - auch im
Vergleich zu den bei Saugetieren ermittelten Daten (Mattocks, 1972; Culvenor et al.,
1976; Winter und Segall, 1989) - aufgestellt. In dem verwendeten Testsystem (Drosophila
wing spot test) wurden PA oral an Drosophila-Larven verflttert und die genotoxischen
Effekte an Zellen der Fligeprimordien beobachtet. Die Autoren nahmen dabei an, dass in
den Leberzellen der Saugetiere und Drosophila die gleichen Prozesse der Bioaktivierung
stattfinden. Die Ergebnisse ihrer Untersuchungen lassen sich in folgenden Struktur-

Wirkungsbeziehungen zusammenfassen:

(i) die 1,2-Doppelbindung ist Voraussetzung fiir die Bioaktivierung und Bildung
der reaktiven Pyrrolstruktur durch die Cytochrom-P450-Monooxigenasen;

(i) makrozyklische Diester besitzen eine groliere Toxizitat als offenkettige
Diester bzw. Monoester, bedingt durch die Wirkungsverstarkung der
veresterten Hydroxygruppe an C-7. Die PA-Metabolite binden sich mit nuk-
leophilen Molekilen im Bereich der C-7- und C-9-Esterbindungen;

(iii) die Otonecin-Struktur erhoht die Toxizitat erheblich (Lin et al., 2000);

(iv) Hydroxylierungen im Necinsaureteil senken im Allgemeinen die Toxizitat.
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Abbildung 2-8 zeigt wichtige strukturelle Vorraussetzungen der PA fur deren Geno-

toxizitat bei Drosophila und deren Hepatotoxizitat bei Saugetieren.

Abb. 2-8  Strukturelle Vorraussetzungen fir die Genotoxizitat und die Hepatotoxizitat von PA
(farblich hervorgehoben) am Beispiel von Senecionin (7). A) eine 1,2-ungesattigte
Bindung, B) eine Veresterung der Allyl-Hydroxy-Gruppe am C-9, C) eine freie oder
veresterte Hydroxygruppe am C-7 (nach Winter und Segall, 1989; Frei et al., 1992;
Hartmann et al., 1999; Stegelmeier et al., 1999).

Die durch PA-haltige Pflanzenextrakte sowie einzelne PA ausgeloste Mutagenitat
wurde an verschiedenen biologischen Testsystemen, wie Drosophila melanogaster, Sal-
monella typhimurium und Escherichia coli getest (u.a. Brink, 1982; Candrian et al., 1984;
Zeiger et al., 1988; Frei et al, 1992; Carballo et al., 1992). Die mit Salmonella
typhimurium als mutagen getesteten PA Clivorin (34), Heliotrin (32), Lasiocarpin (35),
Senkirkin (26), Retrorsin (30), Seneciphyllin (36) und Riddellin (37) zeigten in
Tierversuchen ebenfalls karzinogene Eigenschaften (u.a. Mattocks, 1986; Zeiger et al.,
1988; Fu et al., 2001; Williams et al., 2002; Fu et al., 2004). Generell weisen Retronecin-
PA, Heliotridin-PA und Otonecin-PA das grofdte genotoxische und karzinogene Potential
auf (Fu et al., 2004). Unlangst hat man die potenten karzinogenen Eigenschaften
einzelner PA, u.a. Heliotrin (32), Jacobin (38), Jacolin (39), Lycopsamin (10), Senecionin
(7) und Seneciphyllin (36), auch in in silico durch QSAR-Modeling bestatigt (Valerio et al.,
2007).

2.1.3.6 Entgiftung der Pyrrolizidinalkaloide

Je nach Organismus gibt es verschiedene Moglichkeiten, die aufgenommenen PA zu
entgiften bzw. auszuscheiden (s. Abbildung 2-9). Bei einigen Insekten hat man spezi-
fische Senecionin-N-Oxigenasen nachgewiesen, mit deren Hilfe Senecionin (7) in das
nicht-toxische Senecionin-N-Oxid (12) umgeformt werden kann (Lindigkeit et al., 1997).
Senecionin (7) als freie Base stellt dabei die protoxische Form des Alkaloids dar, wahrend
das hydrophile, salzartige N-Oxid nicht toxisch ist und aufgrund der héheren Hydrophilie

schnell ausgeschieden wird (Hartmann, 1999) (vgl. Tabelle 2-1). Eine Entgiftung von
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Otonecin-PA Uber eine N-Oxidierung ist jedoch aufgrund der Methylgruppe am Stickstoff
nicht maéglich.

Einige Tierarten, wie z.B. Schafe und Meerschweinchen, verfiigen tber flavinhal-
tige Monooxygenasen, welche in der Lage sind, tertidre PA zu den entsprechenden PA-N-
Oxiden zu oxidieren. Da diese, wie bereits erwahnt, kein Substrat der Cytochrom-P450-
Oxigenasen in der Vertebratenleber darstellen und somit nicht zu giftigen Pyrrolen
bioaktiviert werden kdnnen, ist die Oxidierung der PA eine wirkungsvolle Strategie zu
deren Entgiftung (Fu et al., 2004). Diese kdnnen dann als lésliche PA ausgeschieden
werden (Miranda et al., 1991). Neben unspezifischen Esterasen, die in der Lage sind, PA
in lhre entsprechenden Necinsaure(n) und Necinbase aufzuspalten, stellt die Glykosylie-
rung in ein polares PA-Glykosid, welches untoxisch ist und bei gewissen Species sogar
gespeichert wird, eine weitere Entgiftungsreaktion dar (Hartmann et al., 1999). Aufgrund
sterischer Hinderung wird jedoch die Spaltung von PA mit verzweigten Necinsauren durch
Esterasen erschwert, wodurch auch die erhdhte Toxizitat der makrozyklischen PA erklart
werden kann (Hartmann und Ober, 2000).

?Iukose

Senecionin-
0-Glukosid (40)

unspezifische
Hydrolyse

O-Glykosylierung

Abb. 2-9 Anhand von Senecionin (7) dargestellte Entgiftungswege (O-Glykosylierung, N-
Oxidierung und unspezifische Hydrolyse) der Pyrrolizidinalkaloide (nach Mattocks,
1986; Winter und Segall, 1989; Stegelmeier et al., 1999; Hartmann et al., 1999).
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Alle hier vorgestellten Metabolisierungswege (Bioaktivierung, N-Oxidierung, O-Gly-
kosylierung, Esterhydrolyse) stehen in der Regel miteinander in Konkurrenz. Das Verhalt-
nis der bioaktivierenden und entgiftenden Enzymsysteme zueinander ist folglich aus-
schlaggebend fur das Ausmall der artspezifischen Metabolisierung und moglicher
toxischer Folgen. Besonders empfindlich gegenulber Pyrrolizidinalkaloiden reagieren z.B.
Pferde, Rinder und Ratten, wohingegen Gattungen wie Ziegen, Kaninchen, Schafe und

Meerschweinchen eine hdohere Toleranz gegentiber PA zeigen (Mattocks, 1986).

2.1.4 Analytik von Pyrrolizidinalkaloiden

Die analytischen Moglichkeiten zur Bestimmung von Pyrrolizidinalkaloiden wurden von
verschiedenen Autoren fir verschiedene Probenmaterialien, z.B. Pflanzen (Roeder, 1999),
Honig (Edgar et al., 2002) oder auch Blut und Gewebe (Stewart und Steenkamp, 2001)
betrachtet und reichen von Anfarbereaktionen flr die Diinnschichtchromatographie (DC)
bis hin zur Gaschromatographie (GC) und Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC).
In den letzten Jahren wurde vor allem die HPLC mit Tandemmassenspektrometrie
(HPLC-MS/MS) fur die Analytik von PA eingesetzt. Diese und einige andere Methoden
werden im Folgenden naher betrachtet. Da hochreine Standards nur in Einzelfallen
verfugbar sind, stellt die quantitative Analytik von PA grundsatzlich eine besondere
Herausforderung dar. Praparative Isolationstechniken, z.B. Gewinnung mittels Counter-
current Chromatographie (Kim et al., 2001) oder mehrdimensionaler DC (Mroczek et al.,

2006) wurden bislang nur vereinzelt durchgefiihrt.

2.1.4.1 Probenaufarbeitung

Die Extraktion von PA aus Pflanzenmaterial, Phytopharmaka, humanem Gewebe oder
Lebensmitteln erfolgt Ublicherweise durch mittelpolare Lésemittel, wie z.B. Chloroform,
meist mittels einer Soxhletapparatur oder durch Batchextraktion. Der so erhaltene
organische Extrakt lasst sich durch Abdampfen leicht aufkonzentrieren. Eine weitere
Moglichkeit stellt die Verwendung von angesduertem Alkohol bzw. Wasser als
Extraktionsmittel dar. Hierbei ist die Reduktion der PA-N-Oxide zu tertidren PA durch
Zugabe von Zink-Staub leicht zuganglich. Die wasserige Losung ermdglicht die Ruckex-
traktion der PA in mittelpolare organische Ldsemittel nach erfolgter Alkalisierung (Crews
und Krska, 2008).

Techniken der Festphasenextraktion (SPE) wurden bisher vor allem zur
Aufreinigung von mit PA kontaminiertem Pflanzenmaterial und Lebensmitteln eingesetzt.
Auf Kieselerde basierende SPE-Kartuschen wurden fir Pflanzen (Witte et al., 1993;

Mossoba et al., 1994) und Honig (Crews et al., 1997) eingesetzt. Als Phase fir die Isolie-
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rung von tertidren PA hat man Ergosil eingesetzt (Gray et al., 2004). SPE-Kartuschen mit
starken Kationenaustauscher (SCX)-Medien wurden ebenfalls zur Extraktion von PA aus
pflanzlichen Geweben (Chizzola, 1994; Mroczek et al., 2002) sowie Honig (Beales et al.,
2004; Betteridge et al., 2005) verwendet. SCX-SPE Kartuschen erméglichen eine paralle-
le Isolierung von PA-N-Oxiden und tertidren PA ohne vorherigen Reduktionsschritt. Dies
ist insbesondere in Verbindung mit HPLC-Messtechniken ein groRer Vorteil.

Fir eine vorgeschaltete Reduktion von PA-N-Oxiden zu tertidren PA sind Umset-
zungen mit Zink-Staub (Stelljes et al., 1991), Natriumdithionit (Crews et al., 1997) oder
reduzierende Harze (Chizzola, 1994; Colegate et al., 2005) gangig.

2.1.4.2 Gaschromatographie

PA in ihrer tertidren Form oder deren Derivate lassen sich mittels Gaschromatographie
(GC) aus organischen Ldsungen direkt bestimmen (Luethy et al., 1981; Deinzer et al.,
1982; Witte et al., 1993; Conradie et al., 2005). Witte und Mitarbeiter (1993) zeigten, dass
sich ca. 100 verschiedene PA mittels HRGC-MS unter Verwendung niederpolarer
stationarer Phasen (Methylpolysiloxan wie z.B. OV-01 oder DB-1) trennen und identifizie-
ren lassen. Aber auch stationare Phasen mit einer héheren Polaritat, z.B. 50% Phenylme-
thylpolysiloxan (DB-17), hat man zur Trennung von PA eingesetzt (Stelljes et al., 1991).

Eine milde Hydrolyse der PA zur Necinbase und deren anschlielende
Bestimmung in derivatisierter Form mittels GC stellt einen alternativen Ansatz zur
Ermittlung des PA-Gehaltes dar (Hovermale und Craig, 1998).

Gaschromatographie in Verbindung mit Tandemmassenspektirometrie (HRGC-
MS/MS) wurde bisher dufRerst selten und meist nur zur Aufklarung von Metaboliten einge-
setzt (Winter et al., 1988; Schoch et al., 2000). Auch die chemische lonisierung (ClI)
erwies sich nur in vereinzelten Fallen, z.B. zur Absicherung der Molekularmasse, als
hilfreich (Luethy et al., 1981; Mossoba et al., 1994). Unter der Pramisse, molekuil-
spezifische Informationen zu erhalten, stellt eine Kopplung aus Fourier-Transformations-
Infrarot-Spektroskopie (FTIR) und GC eine Alternative zur MS-Detektion dar. Hierbei
werden die charakteristischen Fingerprintregionen des FTIR-Spektrums zur Identifikation
herangezogen (Bicchi et al., 1989; Mossoba et al., 1994). Da eindeutige ldentifikationen
allerdings nur durch authentische Referenzen oder durch Absicherung mittels
Massenspektrometrie méglich sind, ist diese Technik nur von eingeschranktem Nutzen
(Bicchi et al., 1989; Mossoba et al., 1994).

PA lassen sich gaschromatographisch ohne Derivatisierung analysieren, aber
Peakform und Auflosung des Chromatogramms kénnen durch eine solche verbessert und
auch die mogliche Zersetzung der Substanzen im Injektor kann dadurch minimiert werden.

Die haufigste Detrivatisierungsform stellen Trimethylsilylether nach Reaktion mit N, O-Bis-
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(trimethylsilytrifluoroacetamid (BSTFA) dar. Aber auch die Umsetzung zu Alkylboronaten
hat sich als nutzlich erwiesen (Crews und Krska, 2008). Durch die Derivatisierung zu Tri-
methylsilyethern gelang Winter und Mitarbeitern (1988) die Entwicklung einer Methode zur
simultanen Detektion von tertidren PA, PA-N-Oxiden und deren hydrolytischen Metaboli-
ten mittels GC-MS/MS und GC-MS.

2.1.4.3 Hochleistungsfliissigchromatographie

Die Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) birgt gegeniber Methoden der GC
einige Vorteile, so lassen sich z.B. tertidre PA, thermolabile PA-N-Oxide und PA-Metaboli-
te simultan trennen und analysieren. HPLC Methoden werden neben der Analytik auch fur
die semi-praparative Isolierung von PA genutzt, wobei hierfir die verschiedensten
reversed-phase (RP) Saulenmaterialen, z.B. Cs- (Lin et al., 1998; Cui und Lin, 2000;
Mroczek et al., 2004a), Cg- (Parker et al., 1990), Phenyl- (Crews et al., 1997) und Cyano-
gebunden (Brown et al., 1994), eingesetzt worden sind. Als mobile Phase dienten hierbei
Ublicherweise basische FlieRmittelgemische aus Ammoniumhydroxid (NH4,OH) und Aceto-
nitril (ACN), aber auch saure Lésungen aus Ameisen-/Essigsaure oder deren Ammonium-
salze in Methanol oder ACN. Gray und Mitarbeiter verglichen systematisch die Perfoman-
ce von Cig-, Cg- und Phenyl-Saulenmaterialen bei verschiedenen mobilen Phasen hin-
sichtlich Peakform und -auflésung (Gray et al., 2004). Um das Problem der as-
symterischen Peakform zu I6sen, diskutierten Mroczek et al. (2002) eine Trennung unter
Verwendung eines lonenpaarreagenzes.

Trotz der bisher zur Analytik von PA vorgeschlagenen, zahlreichen HPLC-
Methoden lassen herkdbmmliche UV-Detektoren die erforderliche Sensitivitat und Spezifitat
vermissen. Als Alternative zur UV-Detektion nutzten Schaneberg et al. (2004) die Ver-
dampfungs-Lichtstreudetektion (ELSD) zur Bestimmung von tertidren PA (ohne chromo-
phores System) und deren N-Oxide. Diese Detektionsform konnte die Massenspektrome-
trie (MS) allerdings hinsichtlich Empfindlichkeit und Genauigkeit nicht als Detektor der
Wahl zur PA-Analytik ablésen.

Zur Kopplung der Flussigchromatographie (LC) an die Massendetektion (MS) wur-
den mit Thermospray (TSP) (Ndjoko et al., 1999), chemischer lonisierung bei Atmospha-
rendruck (APCI) (Crews et al., 1997; Beales et al., 2004; Gray et al., 2004; Mroczek et al.,
2004a, 2006), Elektrospray-lonisierung (ESI) (Lin et al., 1998; Altamirano et al., 2005;
Betteridge et al., 2005; Boppré et al., 2005; Colegate et al., 2005) und Thermabeam® (TB)
(Mroczek et al., 2004b) diverse Interfaces eingesetzt.

Gegenwartig werden uberwiegend Techniken der Atmospharendruck-lonisierung
(API), wie ESI und APCI eingesetzt. Dabei handelt es sich um ,sanfte” lonisierungstechni-

ken, die Erkenntnisse Uber die jeweilige Molmasse bei niedriger Fragmentierungsrate
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zulassen. Strukturelle Informationen werden bei API-Techniken durch Einsatz der kolli-
sionsinduzierten Dissoziation (CID) zuganglich, bei der entweder einstufige Massenspek-
trometer oder bevorzugt Tandemmassenspektrometer (MS/MS) bzw. lonenfallengerate
(IT) zum Einsatz kommen. Das TB-Interface ermoglicht Uber Elektronenstof3-lonisation
(El) ebenfalls strukturelle Information, lasst jedoch im Vergleich zu MS/MS-Geraten
erheblich an Sensitivitat vermissen. Dies wird auch an den bisherigen Einsatzgebieten der
unterschiedlichen Techniken deutlich. So setzten Mroczek und Mitarbeiter ein LC/EI-MS
mit TB-Interface zum Screening von Pflanzenextrakten auf toxische PA ein (Mroczek et al.,
2004b), wahrend Lin et al. (1998) ein Quadrupol-Gerat mit CID zur Strukturaufklarung von
PA in Blutproben nutzten.

Derzeit findet aufgrund der vielfaltigen experimentellen Méglichkeiten vor allem die
Kopplung von HPLC mit IT-MS- und MS/MS-Geraten unter Verwendung von API-Interfa-
ces eine breite Anwendung (Beales et al., 2004; Wuilloud et al., 2004; Boppré et al., 2005;
Colegate et al., 2005; Mroczek et al., 2004a, 2006). Auch die quantitative PA-Bestimmung
mittels HPLC Uber den Summenparamter Retronecin (3) kam jlingst zum Einsatz (Zhang
et al., 2007; Xiong et al., 2009).

2.1.4.4 Weitere Methoden

Die NMR-Spektroskopie wurde lange zur Bestimmung und Bestatigung von PA-Strukturen
genutzt. Umfassende Datensammlungen fiir 'H-NMR (Logie et al., 1994) und "*C-NMR
(Molyneux et al., 1982; Roeder, 1990) wurden durch diverse Studien mdéglich. NMR-
Techniken hat man auch zur quantitativen Bestimmung von PA eingesetzt (Pieters und
Vlietinck, 1985, 1987; Pieters et al., 1989a) und spater mit Methoden der GC und HPLC
verglichen (Pieters und Vlietinck, 1986; Pieters et al., 1989b). Das 'H-NMR-Spektrum von
Pflanzenextrakten ist oft sehr komplex und eine Quantifizierung daher aullerst
problematisch. Folglich erlaubt es eigentlich nur eine qualitative Aussage, wahrend das
C-NMR-Spektrum aufgrund der besseren Auflésung unter Umstdnden auch zur
quantitativen Analyse herangezogen werden kann. Ein Vergleich von chromato-
graphischen mit NMR-Methoden zeigte eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse,
jedoch stellen die geringe Empfindlichkeit und die lange Analysendauer der NMR-
Methoden grofie Nachteile dar, wodurch der Einsatz auf Extrakte mit hohen PA Gehalten
(~10 mg) limitiert ist. Die Kopplung von HPLC, MS und 'H-NMR erwies sich zwar als
hilfreich bei der Unterscheidung von isomeren Strukturen, lie aber ebenfalls die nétige
Empfindlichkeit vermissen (Ndjoko et al., 1999).

Mit einer relativ groRen Anzahl von Farbe- bzw. Spriihreagenzien ist man in der
Lage, auf das Vorhandensein von PA hinzuweisen. Die einfacheren Reaktionen sind

wenig spezifisch und zeigen oft alle Alkaloide an (Roeder, 1999). Quantitative
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Bestimmungen mittels Spektralphotometrie sind mit Ehrlich oder Mattocks Reagenz
(4-Dimethylaminobenzaldehyd) bis hin zu 1 pug/g mdglich (Mattocks, 1967a; Bartkowski et
al., 1997). Die gleichen Farbreaktionen wurden eingesetzt, um PA auf DC-Platten zu
visualisieren (Mattocks, 1967b; Huizing und Malingre, 1981; Chizzola, 1994). Alternativ
kam auch Dragendorff’'s Reagenz zu Einsatz, welches zwar weniger spezifisch, aber um
Faktor 10 empfindlicher als Mattocks Reagenz ist (Parvais et al., 1994). Da sich aber vor
allem die Trennung auf DC-Platten als unzureichend darstellt ist diese Anwendung
lediglich fir eine Art ,Schnellscreening“ geeignet. Fir eindeutige Analysen von komplexen
PA-Mischungen missen aufwendigere Methoden wie GC und HPLC eingesetzt werden.
Auch die Empfindlichkeit und Spezifitdt von photometrischen und diinnschichtchromato-
graphischen Methoden reicht nicht an die von GC- und HPLC-Methoden heran.

In den letzten Jahren hat man auch ELISA-Methoden zur Analytik von PA
beschrieben (Roeder, 1999; Than et al., 2005). Mit dem Ziel, hohe Empfindlichkeit
(Detektionslimits im ng- und pg-Bereich), Robustheit und hohe Probendurchsatzraten zu
erzielen, wurden fir eine Reihe von PA unterschiedliche ELISAs entwickelt. PA selbst
sind als Moleklle zu klein, um als Immunogene zu reagieren, daher mussen sie zu
Komplexen durch die Bildung von N-Hydroxysuccinimidderivaten Uberfuhrt werden, um
eine Immunantwort auszulésen (Zuendorf et al., 1998; Lee et al., 2001). Die meisten
ELISA nutzen polyklonale Antikdrper (Roeder und Pflueger, 1995; Roseman et al., 1996;
Lee et al., 2001), aber auch monoklonale Antikdrper wurden bereits eingesetzt (Zuendorf
et al., 1998). Da die PA-Antikérper meist nicht mit PA-N-Oxiden reagieren, ist auch hier
ein Reduktionsschritt bei der Probenvorbereitung nétig.

Aufgrund des hohen Auflosungsvermégens, der kurzen Analysendauer, des Tren-
nungsvermogens und der Tatsache, dass nur geringe Probenmengen eingesetzt werden
mussen, wird die Kapillarelektrophorese (CE) erfolgreich bei der Analytik von Inhaltsstof-
fen pflanzlicher Heilmittel angewendet. Eine Vielzahl von Alkaloiden hat man mit Hilfe von
verschiedenen CE-Methoden, wie z.B. der Kapillarzonen-Elektrophorese (CZE), der
wasserfreien Kapillar-Elektrophorese (NACE) und der Micellaren-elektrokinetischen-Chro-
matographie (MEKC), getrennt und bestimmt (Kreft et al., 2000, Feng und Li, 2002; Gong
et al., 2003; Reddy et al., 2003; Marsh et al., 2004). Fir die Analytik von PA sind diese
Techniken allerdings noch nicht verbreitet. So berichteten Lebada et al. (2000) Uber die
quantitative Analyse von toxischen PA in Huflattich mittels CE. Yu und Mitarbeiter ent-
wickelten eine MEKC-Methode und verglichen diese hinsichtlich ihrer Trennungleistung
von PA mit HPLC und NACE. Mit der so entwickelten Methode konnten sie vier PA aus
Pflanzen der traditionellen chinesischen Medizin (Qian liguang und Kuan donghua)

erfolgreich bestimmen (Yu et al., 2005).
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2.1.5 Gesetzliche Regulierungen und Stellungnahmen

Im ,International Programme on Chemical Safety (IPCS)’ hat die WHO die grundsatzliche
Gefahrdung der menschlichen Gesundheit durch 1,2-ungesattigte PA festgestellt (WHO,
1988). Einige europaische Staaten, darunter auch Deutschland, haben daraufhin aus
Grinden des vorbeugenden Verbraucherschutzes PA-haltige Phytopharmaka einer Regu-
lierung unterworfen (Bundesgesundheitsamt, 1992). Demnach gilt fiar PA mit 1,2-
ungesattigtem Necingerlst und deren N-Oxide bei Phytopharmaka ein Grenzwert von
1 ug PA/Tag bei oraler Aufnahme und 100 ug PA/Tag fir auerliche Anwendungen. Der
Zeitraum der Anwendung derartiger Produkte wird jedoch auf maximal 6 Wochen im Jahr
beschrankt. Wird die Arznei langer eingesetzt, gelten niedrigere Grenzwerte von
0,1 ug PA/Tag (oral) bzw. 10 pg PA/Tag (auBerlich). Fir schwangere oder stillende
Frauen ist die innere Anwendung untersagt (Bundesgesundheitsamt, 1992). Diese
Richtlinien werden in nahezu identischer Form ebenfalls in der Schweiz und Osterreich
umgesetzt, und es wird damit gerechnet, dass sie in ahnlicher Form auch in anderen eu-
ropaischen Landern malgeblich werden (Roeder, 2000). So ist fir die Niederlande durch
den so genannten Krauterbeschluss ein maximaler Gehalt von 1 pg PA/kg oder Liter
Krauterpraparat bzw. Lebensmittel vorgesehen (Warengesetz, 2001; Van Engelen et al.,
1997). In GroRbritannien wurden Beinwellwurzel enthaltende Praparate vom Markt
genommen (MAFF, 1994). Dies geht einher mit einer Empfehlung der FDA an die
Hersteller von Beinwell enthaltenden Nahrungserganzungsmitteln in der durch “the clear
evidence of an association between oral exposure to pyrrolizidine alkaloids and serious
adverse health effects and the lack of any valid scientific data that would enable the
agency to determine whether there is an exposure, if any, that would present no harm to
consumers, indicates that this substance should not be used as an ingredient in dietary
supplements” empfohlen wird (FDA, 2001).

Food Standards Australia New Zealand (FSANZ) hat einen ,provisional tolerable
daily intake“ (PTDI) von 1 ug PA/kg Koérpergewicht/Tag eingefuhrt und rat gleichzeitig
Honigkonsumenten vom taglichen Konsum von Honigen aus Echium plantagineum ab
(FSANZ, 2001). Laut Edgar (2003) existiert in Australien ein Limit von maximal 20
Heliotropium-Samen auf ein Kilo Weizen zum menschlichen Verzehr, aquivalent zu
800 ug PA/Kg.

Durch Empfehlungen von Eloff et al. (2003) ist vom Department of Health in
Siidafrika eine Toleranz von zehn Crotalaria sphaerocarpa-Samen pro 10 kg Gertreide
eingefuhrt worden (Anonym, 2002).

Fiar Lebensmittel sind in Europa indes keine gesetzlichen Regulierungen bekannt.
Zwar erfolgte kirzlich die Zulassung von raffiniertem Echium-Ol (2008/558/EG) als

neuartige Lebensmittelzutat durch die EU, jedoch wird dort nur indirekt auf PA eingegan-
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gen. Bei den Spezifikationen des Produktes werden PA als ,nicht nachweisbar® bei einer
Nachweisgrenze von 4 ug/kg angegeben. Der Einsatz als ,raffiniertes Echium-OI reguliert
sich Uber dessen Gehalt an Stearidonsaure (2008/558/EG).

Im Hinblick auf Lebensmittel hat in Deutschland die DFG-Senatskommission zur
Beurteilung der gesundheitlichen Unbedenklichkeit von Lebensmitteln (SKLM) bereits vor
einigen Jahren eine Stellungnahme verabschiedet, in der festgehalten ist, dass [...] Die
Datenlage zu Gehalten von PA in Honigen, die aus PA-haltigen Pflanzen gewonnen
wurden (z.B. Kreutzkraut- bzw. Natternkopf-Honig) sowie die Datenlage zur Exposition
des Verbrauchers mit PA [...] als unzureichend zu beurteilen [...] ist (SKLM, 2002). Dies
geschieht insbesondere auch unter dem Gesichtspunkt des zunehmenden Verbrauchs
von Nahrungserganzungsmitteln, die Imkereierzeugnisse enthalten. Desweiteren werden
in der Stellungsnahme Forschungsarbeiten zur analytischen Erfassung von PA in Honig
und Pollen angemahnt (SKLM, 2002).

In einer im Jahr 2005 vom National Institute for Public Health and the Environment
(RIVM) der Niederlande abgegebenen Empfehlung wurde aufgrund der karzinogenen
Eigenschaften verschiedener PA eine ,virtual safe dose® (VSD) fir die am staksten
toxischen PA anhand von Riddellin (37) ermittelt. Diese VSD betragt 0,43 ng/kg
Kdrpergewicht/Tag. Dazu korrespondiert ein ,maximum tolerable risk“ (MTR) von 43 ng/kg
Kdrpergewicht/Tag. Auferdem wurde, ebenfalls von Riddellin (37) abgeleitet, ein
Jolerable daily intake“ (TDI) flr nicht-karzinogene toxische Effekte von 0,1 ug/kg
Kdrpergewicht/Tag festgelegt (Van der Zee, 2005). Weiterhin hat man 2006 eine
Empfehlung zu PA in tierischen Produkten abgegeben. In dieser wurde geschlussfolgert,
dass PA auf Milch und Leber sowie moglicherweise auch auf andere Produkte des
landwirtschaftlichen Nutzviehs Ubertragen werden konnen. Auf Basis der bislang nur
beschrankt verfligbaren Daten war jedoch keine Schlussfolgerung hinsichtlich der
Signifikanz dieser Produkte als Kontaktquelle fir PA moglich. Honig war indes nicht
Bestandteil dieser Empfehlung (Park, 2006). Eine vom niederlandischen Nahrungsmittel-
und Warenamt (VWA) initierte Studie zur PA-Belastung von Honigen in den Niederlanden
kam unter Berilcksichtigung vorangestellter Daten zur der Erkenntnis, dass [...]
regelmél3iger Konsum von Honig und gleichzeitiger Konsum von Krédutern (oder anderen
Nahrungsmitteln), die PA’s enthalten, durch den selben Konsumenten, kénnen das Risiko
karzinogener (und toxischer) Effekte infolge des Kontakts mit den PA’s fiir den
Konsumenten steigern [...] (VWA, 2007).

In einem Positionspapier zu Nulltoleranzen in Lebens- und Futtermitteln fordert
das BfR im Jahr 2007: ,Bei der Bewertung der Verunreinigungen von Lebensmitteln durch
Pflanzenteile oder Pflanzenbestandteile, [...] wird unterschieden ob [...] oder andererseits

genotoxische Effekte (z.B. Pyrrolizidinalkaloide) des pflanzlichen Wirkprinzips im
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Vordergrund der Risikobewertung stehen. [...] wird das Konzept [...] der
,Nulltoleranz“ angewendet” (BfR, 2007a).

In lhrer Stellungnahme zu PA als unerwinschte Stoffe in Futtermitteln kommt das
Scientific Panel on Contaminants in the Food Chain der European Food Safety Authority
(EFSA) zu der Schlussfolgerung, dass die PA-Rlckstande in tierischen Produkten als
eher gering zu erachten sind, jedoch auf Honig, in dem regelmaflig PA gefunden werden,
ein spezielles Augenmerk gelegt werden sollte (EFSA, 2007).

Neben den bisher bestehenden Regulierungen und Stellungnahmen in einigen

Landern soll eine EU-weite Regulierung in Vorbereitung sein (van Kreijl et al., 2006).

2.1.6 Exposition mit Pyrrolizidinalkaloiden

Es gibt im Wesentlichen zwei Quellen flr die Exposition von Menschen mit PA. Zum einen
die bewusste Aufnahme von PA-haltigen Pflanzenteilen durch Gemuise, Krauter, Samen
(Getreide) oder pflanzliche Arzneistoffe bzw. Praparate und zum anderen die versehent-
liche Aufnahme durch kontaminierte Lebensmittel, sei es tierischer oder pflanzlicher Her-
kunft. Die schlechte Assoziation von Pflanze und Erkrankung, mangelnde Kenntnis tber
die chronischen Effekte und die Verzdgerung zwischen Aufnahme und Erkennen der
Symptome haben dazu gefuhrt, dass PA-Vergiftungen von Menschen offenbar jahrelang
unterschatzt wurden (Roitman, 1983). Daneben werden viele PA-haltige Pflanzen ganz
bewusst als Lebens- oder Heilmittel in allen Teilen der Welt verwendet (Roeder, 1995;
Roeder, 2000; Fu et al., 2002).

2.1.6.1 Phytopharmaka und Krauterpraparate

Das wachsende Interesse an ,alternativen Therapien und Phytopharmaka hat in Europa
und den USA zu einem wahren Boom an (fur ihre gesundheitsfordernden Effekte bekann-
ten) PA-haltigen Pflanzen bzw. deren Zubereitungen gefuhrt. So ist Beinwell (Symphytum
officinale) ein sehr beliebtes Kraut. Praparate in Form von getrockneten Blattern,
getrockneten Wurzeln, Wurzelpulver, Tabletten, Kapseln, oft mit anderen Pflanzen ver-
schnitten, wurden lange Zeit unter Anpreisung der Heilkraft und verdauungsférdernden
Wirkung angeboten (Crews und Krska, 2008). Im Jahr 1994 wurden vom britischen
Ministry of Agriculture, Fisheries and Food (MAFF) pflanzliche Zubereitungen von
Symphytum (Beinwell), Tussilago (Huflattich), Borago (Borretsch) und Eupatorium
(Wasserdost) auf ihren PA-Gehalt Gberprift (MAFF, 1994).

Mit bis zu 5000 mg/kg (Tablettenform) und 8300 mg/kg (Wurzelpulver), dies
entspricht einer geschatzen Tagesdosis von 35 mg, erwies sich Huflattich als mit PA hoch

belastet. Beinwell- und Borretschteezubereitungen hingegen zeigten mit 100 mg/kg deut-
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lich niedrigere Gehalte (MAFF, 1994). Eine Studie Uber die Beinwellzubereitungen auf
dem amerikanischen Markt ergab, dass diese bis zu 1200 mg/kg PA enthalten kénnen
(Betz et al., 1994). Spatere Studien bestétigten, dass PA in vielen in den USA
gehandelten Beinwellpraparaten vorhanden sind (Altamirano et al., 2005).

Durch das zunehmende Interesse an der traditionellen chinesischen Medizin
(TCM) wurden die dort eingesetzten Pflanzen verstarkt untersucht. Bis heute hat man
rund 50 als PA-haltige Pflanzen identifiziert (Roeder, 2000; Fu et al., 2002).

Die falsche Identifizierung einer Pflanze stellt ein zusatzliches Risiko fir Konsu-
menten von Wildgemise und Wildkrautern dar. So berichteten Sperl und Mitarbeiter von
einem Vergiftungsfall, bei dem anstelle des weniger toxischen Huflattichs der toxischere
Alpendost gesammelt und konsumiert wurde (Sperl et al., 1995).

In Sudafrika werden bis heute einige Senecio- und Crotalaria-Species zur
Gewinnung von traditioneller pflanzlicher Medizin genutzt. So kommt es immer wieder vor,
dass dort auftretende VOD-Leiden auf PA-Vergiftungen zurickzufuhren sind (Steenkamp
et al., 2000).

2.1.6.2 Pyrrolizidinalkaloide in Lebensmitteln

Im Falle von Lebensmitteln kann eine moégliche Exposition des Menschen mit PA Uber
pflanzliche oder, im Falle einer Verfiitterung von PA-Pflanzen an Tiere, als sekundare
Kontamination Uber tierische Lebensmittel erfolgen. Im Folgenden wird auf die Bereiche
der pflanzlichen und tierischen Lebensmittel etwas genauer eingegangen. Das
Lebensmittel Honig wird in Kapitel 2.1.6.3 getrennt betrachtet.

Fur pflanzliche Lebens- bzw. Genussmittel sind die unterschiedlichsten Wege der
PA-Aufnahme dokumentiert. So kénnen PA durch Kontamination von Getreide mit Samen
von PA-Pflanzen in den menschlichen Organismus gelangen; dies ist haufiger in Afrika,
Indien, Sri Lanka, Japan, Russland, Afghanistan (Mattocks, 1986; Huxtable, 1989; Yan
und Huxtable, 1995a/b; Mohabbat et al., 1976; Tandon et al., 1976) und vereinzelt in
Jamaika und den USA (Roeder, 1984) beobachtet worden. Einige dieser Aufnahmen
fuhrten zu gravierenden Vergiftungsfallen. 1976 zeigten in Afghanistan 20% der Bevdlke-
rung eines Dorfes, nach Aufnahme von mit Heliotropium kontaminiertem Mehl, Anzeichen
einer Lebererkrankung (Mohabbat et al., 1976). Nach Aufnahme von stark mit Crotalaria-
Saaten kontaminiertem Getreide starben in Indien 28 von 67 Patienten (Tandon et al.,
1976). Aber auch in neuerer Zeit kam es zu Vergiftungsfallen, wie z.B. im Falle von einer
mit Heliotropium belasteten Weizenernte (Chauvin et al.,, 1994). Auch der Genuss von
sogenannten ,herbal teas” oder ,bush teas” filhrte des Ofteren zu Vergiftungserscheinun-
gen durch PA (Bras et al., 1954; Kumana et al., 1985).
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Die gezielte Verwendung von PA-Pflanzen wie Petasites (Pestwurz); Tussilago
(Huflattich), Symphytum (Beinwell) und Farfugium (Leopardenpflanze) als Lebensmittel
spielt meist nur im asiatischen Raum um Japan eine Rolle. Dabei ist das Wissen Uber das
Vorhandensein von PA in der Bevdlkerung nur mangelhaft (Hirono, 1993). Jingste Er-
eignisse zeigten, dass solche Pflanzen oder Krautermischungen aus PA-Pflanzen, z.B.
als Urlaubssouvenirs, auch in Deutschland auftauchen kénnen. So wurde durch die tag-
liche Verwendung einer tirkischen Krautermischung mit einem PA-Gehalt von 12,5 ug/g
ein Vergiftungsfall einer schwangeren Frau mit Todesfolge flr den Foétus ausgeldst
(Rasenack et al., 2003).

Als weitere potentielle Quelle fir PA wird die Verwendung von Borretschol disku-
tiert, welches aufgrund des hohen gamma-Linolensaure-Gehaltes als wertvolles Pflanzen-
0l angesehen wird. Borretsch (Borago officinalis) stellt eine im Vergleich zu anderen PA-
Pflanzen PA-arme Gattung dar (Larson et al., 1984; Luethy et al., 1984). Das Ol enthalt
nahezu keine PA (Parvais et al., 1994; Langer und Franz, 1997). Das liegt daran, dass im
Samen nur wenig PA vorkommen und diese sich aufgrund ihrer Polaritat nur schlecht im
Lipohilen 16sen. Borago officinalis ist nicht zu verwechseln mit den in Australien und
Neuseeland weitverbreiteten Echium-Arten, welche u.a. auch den Namen ,blue
borago® tragen.

Auch Salate bzw. Salatmischungen wurden in jingster Zeit mit PA in Verbindung
gebracht. So prifte das Bundesinstitut fir Risikoforschung (BfR) im Jahr 2006 die Konta-
mination einer bunten Blattsalatmischung mit Senecio vulgaris (BfR, 2007b). Das
Bekanntwerden von begleitenden Senecio vulgaris-Pflanzenteilen in Rucola, flhrte im
August 2009 zu einer kurzfristigen Verbannung von Rucola aus dem Sortiment eines
deutschen Discounters (Die Zeit, 2009).

Fir tierische Erzeugnisse gibt es bereits verschiedene Untersuchungen, die eine
PA-Belastung in Lebensmitteln tierischer Herkunft, z.B. Eier, Ziegen- oder Kuhmilch,
belegen (u.a. Dickinson et al., 1976; Deinzer et al., 1982; Goeger et al., 1982; Edgar und
Smith, 2000).

Diverse Studien bestatigen das Vorhandensein von PA in Kuh- (Dickinson et al.,
1976; Dickinson 1980) und Ziegenmilch (Deinzer et al., 1982; Goeger et al., 1982). Durch
die Ausscheidung in der Magermilch-Fraktion zeigten Eastmann et al. (1982), dass die
meisten PA wahrscheinlich wasserlosliche Metabolite darstellen. Spater wurde diese
Vermutung dadurch bestatigt, dass man wasserlésliche PA-N-Oxide in der Milch
gefunden hat (Candrian et al., 1991). In einer von Dickinson et al. (1976) durchgefuhrten
Studie wurden Kiuhe mit Senecio jacobaea - der PA-Gehalt betrugt 0,16% bezogen auf

das Trockengewicht - geflttert. Anschlieliend konnten in der Milch fur das PA Jacolin (39)
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Gehalte von 0,094 bis 0,167 ppm nachgewiesen werden. Bei einer Folgebetrachtung der
Studie hat man die Gesamt-PA-Gehalte mit 0,544-0,892 ppm ermittelt (Dickinson, 1980).
Auch bei Fitterung von Ziegen mit der genannten PA-Pflanze wurden in der Milch PA im
Bereich von 0,222-0,530 ppm festgestellt (Dickinson, 1980). Durch Fltterung von Ziegen
mit einer auf das Korpergewicht bezogenen 1%-igen PA-Diat zeigten Deinzer et al. (1982)
dass PA im Bereich von 0,33-0,81 ppm in die Milch (bergehen kénnen. Durch die
industrielle Vereinigung von Kuhmilchlieferungen in groRen Mengen dirfte jedoch die
Gefahr einer PA-Aufnahme in solche Dimensionen gemindert werden bzw. ohnenin nur
dann bestehen, wenn die Tiere keine Futterwahimdglichkeit, wie z.B. bei Stallhaltung,
haben. Eine mdgliche Gefahr besteht vermutlich nur beim Konsum von Ziegenmilch, da
Ziegen sich relativ tolerant gegenliber PA-Pflanzen im Nahrungsangebot zeigen
(Dickinson, 1980; Molyneux und James, 1990). Ein weiteres Risiko konnte der Direktver-
zehr von Milch einer einzelnen Kuh bzw. Ziege, sofern diese PA aufgenommen hat, dar-
stellen (Molyneux und James, 1990).

Es sind auch diverse, durch PA-haltiges Futter verursachte Vergiftungsfalle von
Geflugel bekannt. Die Ergebnisse einer Publikation von Edgar und Smith (2000) belegen,
dass PA die menschliche Nahrungskette auch Uber Eier erreichen kénnen. Drei Scharen
von Huhnern mit kleiner Legekapazitdt wurden mit weizenbasiertem Futter, welches
Heliotropum europaeum in einer Konzentration von ca. 0,6% enthielt, gefittert. Die
Weizen-Analysen ergaben das Vorhandensein der PA Supinin (41), Heleurin (42),
Heliotrin (32), Europin (43) und Lasiocarpin (35). Der Gehalt dieser PA sowie anderer die
wahrscheinlich metabolisiert wurden lag bei 1,2 bis 9,7 ug pro Ei.

In Fleisch von mit PA-haltigen Pflanzen gefltterten Tieren sind bisher keine
nennenswerten PA-Rlckstande bekannt. Daflr nennt man diverse Grinde. So werden
die reaktiven Pyrrol-Zwischenprodukte der PA mit einer relativ kurzen Halbwertszeit
metabolisiert, welche schnell an zellulare Makromolekile (z.B. GSH, Proteine und DNA)
binden (s. Kapitel 2.1.3 und Abbildung 2-9). Dadurch wird es wenig wahrscheinlich, dass
PA-Rickstande in gesundheitsgefahrdenden Mengen im Fleisch vorkommen (Coulombe,
2003). Ausnahmen sollte es nur dann geben, wenn die Tiere kurz nach der Futterung mit
kontaminiertem Futter geschlachtet werden. Demzufolge wird derzeit keine bedeutende

Gefahrdung der Gesundheit durch PA aus Fleisch gesehen (Coulombe, 2003).

2.1.6.3 Pyrrolizidinalkaloide in Honig und Pollen

Aufgrund der Biosynthese und anschlieRenden Verteilung sowie Speicherung der PA in
der Pflanze stellt Honig ein Lebensmittel mit einem erhdhten Risiko fiir eine PA-Kontami-
nation dar. Ende der 70er Jahre wurde in ersten Publikationen das Vorkommen von PA in

Honig aus Senecio jacobaea (Jakobsgreiltkraut, Asteraceae) in den USA und Echium
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plantagineum L. (Natternkopf, Boraginaceae) in Australien nachgewiesen (Deinzer et al.,
1977; Culvenor et al., 1981). So fanden erstmals Deinzer et al. (1977) in vier Honigen von
Senecio jacobaea PA-Gehalte zwischen 300 und 3900 ppb (ug/kg Honig). Culvenor und
Mitabeitern (1981) gelang es, in funf Honigproben aus Echium plantagineum PA
Kontaminationen von 270-950 ppb (ug/kg Honig) zu ermitteln.

Im ,International Programme on Chemical Safety (IPCS) hat die WHO die
grundsatzliche Gefahrdung der menschlichen Gesundheit, die von 1,2-ungesattigten PA
ausgeht, festgestellt (WHO, 1988). Darauf wurde bereits in Kapitel 2.1.5 hingewiesen.

Eine Studie aus GrolRbritannien (MAFF, 1995) zieht zur Abschatzung des
Gefahrenpotentials die Spitzenverbraucher in den Bevolkerungsgruppen, d.h. Erwachse-
ne, Schulkinder und Kleinkinder, heran. Man hat bei 8 aus insgesamt 23 Honigproben
Pollen von Senecio jacobaea gefunden. In diesen kontaminierten Proben wurden nach
Festphasenanreicherung und nachfolgender HPLC-APCI-MS-Analyse PA aus Senecio
jacobaea im Bereich von 2 bis 1480 ppb (ug/kg Honig) nachgewiesen. Diese ersten
Ergebnisse wurden anschlieRend in einer Publikation erweitert (Crews et al., 1997).
Abschliel3end erwiesen sich hierbei 10 aus 23 Honigen im Bereich von 2-1480 ppb (ug/kg
Honig), bei Analysen von PA aus Senecio jacobaea als PA-positiv (Crews et al., 1997).

Vor dem Hintergrund der strengen Regulierung von Phytopharmaka (siehe Kapitel
2.1.5) wurde die potentielle Gesundheitsgefahrdung durch PA-haltige Honige in einer vor
wenigen Jahren publizierten Ubersicht neu bewertet (Edgar et al., 2002). Grundsatzlich ist
nach Auffassung der Autoren ein Gefahrenpotential gegeben, da bei einer Auswertung
von Pollenanalysen der Beitrag von PA-Pflanzen zu Honigen weltweit belegt werden
konnte (s. Tabelle 2-3). Es gibt keine Hinweise darauf, dass Honigbienen PA-Pflanzen
nicht anfliegen. Folglich nehmen sie dort auch Nektar zur Honigproduktion auf.

Die folgende Tabelle 2-3 gibt einen Uberblick (iber die wichtigsten PA-haltigen
Pflanzen. Gattungen, die weltweit in Honigen per Pollenanalyse nachgewiesen werden
konnten, sind fett dargestellt. Dies sind vor allem Senecio- (Kreuzkraut), Echium-

(Natternkopf), Borago- (Borretsch) und Symphytum- (Beinwell) Arten.
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Tab.2-3  Ubersicht PA-haltige Pflanzen; fett dargestellt sind Gattungen, die weltweit in Honig-
produkten per Pollenanalyse nachgewiesen wurden (nach Roth et al, 1994 und
Edgar et al., 2002)

Familie Gattungen

Adenostyles, Arnica, Cacalia, Echinaceae, Eupatorium, Ligularia,
Asteraceae ) . )
Petasites, Senecio, Tussilago

. Amsinckia, Anchusa, Borago, Cynoglossum, Echium, Heliotropium,
Boraginaceae ) ) i ) )
Lindelofia, Myosotis, Rindera, Solenanthus, Symphytum, Trichodesma

Euphorbiaceae Phyllanthus, Securinega

Fabaceae Adenocarpus, Crotalaria
Orchidaceae Liparis, Malaxis, Phalaenopsis, Vanda, Vandopsis
Poaceae Festuca, Lolium, Thelepogon

Die Ergebnisse friiherer Studien zum Vorkommen von Pyrrolizidinalkaloiden (PA)
in Honig (u.a. Crews et al., 1997) wurden kurzlich in einer von Beales et al. (2004)
veroffentlichten Arbeit bestatigt. Dort hat man gezeigt, dass in 29 Honigen, die von PA-
produzierenden Pflanzen (Heliotropium spp. und Echium spp.) gewonnen wurden,
Gehalte von 33-2200 ppb (ug/kg Honig) vorhanden waren. Ferner fanden sich in 19 von
39 Honigproben, die nicht PA-produzierenden Pflanzen zugeordnet wurden, Gehalte von
3-800 ppb (ug/kg Honig). Im unmittelbaren Anschluss publizierten Betteridge et al. (2005),
dass in 7 von 9 Honigproben, darunter 5 Honige, die Echium vulgare (Boraginaceae)
zugeordnet werden konnten, 17-2850 ppb (ug/kg Honig) PA enthalten waren. Die bisher
umfangreichste Studie zu PA in Honigen umfasste 171 Handelsproben. In dieser vom
niederlandischen Nahrungs- und Warenmittelamt initierten Studie hat man PA-
Kontaminationen im Bereich von 1-365 ppb nachgewiesen (VWA, 2007). Die Analytik
dieser Proben war allerdings auf elf verschiedene PA bzw. PA-N-Oxide vornehmlich aus
Senecio jacobaea limitiert.

Tabelle 2-4 gibt einen Uberblick tber die bisher publizierten PA-Gehalte in Honig.
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Tab. 2-4 Zusammenfassung der bisher publizierten PA-Gehalte in Honig
Gattung/Target | Gehalt [pg/g] Probenanzahl Anmerkungen Referenz
S. jacobaea L. 0,3-3,9 4 von 4 Proben per Pollenanalyse Deinzer, 1977
belastet 0.7 -2.6%
S. jacobaea Pollen
E. plantagineum 0,27-0,95 5 von 5 Proben - 4 Proben sortenrein Culvenor et al., 1981
belastet gewonnen
- 1 Probe kauflich als
+Echium honey*
erworben
S. jacobaea 0,01-0,056 6 von 13 Proben in den 6 belasteten Crews et al., 1997
belastet’ Proben 0 - 8.9%
S. jacobaea Pollen
S. jacobaea 0,42-1,48 2 von 2 Proben per Pollenanalyse Crews et al., 1997
belastet® 2.0 -4.4%
S. jacobaea Pollen
S. jacobaea 0,002 2 von 8 Proben in den 2 belasteten Crews et al., 1997
belastet’ Proben 0 - 1.1%
S. jacobaea Pollen
E. plantagineum 0,033-2,2 29 von 29 Proben Proben wurden durch | Beales et al., 2004
H. amplexicaule belastet Imker PA-produzie-
H. europaeum renden Pflanzen
zugeordnet
E. plantagineum 0,003-0,8 19 von 39 Proben Proben wurden durch | Beales et al., 2004
H. amplexicaule belastet Imker nicht PA-produ-
H. europaeum zierenden Pflanzen
zugeordnet
E. vulgare 0,017-2,85 7 von 9 Proben - 5 Proben durch Betteridge et al., 2005
belastet Imker zu E. vulgare
zugeordnet
- 4 Proben ohne
Zuordnung
S. jacobaea 0,001-0,365 43 von 171 Proben Proben wurden auf VWA, 2007

belastet®

elfin S. jacobaea
vorkommende PA

vermessen

gezielte Honiggewinnung in Gebieten mit potenziellem S. jacobaea Bestand;
2\/erdachtsproben auf Grund von Hinweisen auf S. jacobaea Belastung durch Geruch und Aussehen;

8 Handelsproben

Zwei der jungsten Arbeiten auf dem Gebiet der PA in Verbindung mit Bienen-

produkten zeigten, dass auch ein direktes Gefahrenpotential durch die Einnahme von

Pollenpraparaten ausgeht. So gelang Boppré et al. (2005) der Nachweis, dass reine

Pollen von Echium vulgare (Boraginaceae) PA-Gehalte von 8222-13985 ppm (ug/g

Pollen) aufweisen. Ergadnzt werden diese Ergebnisse durch eine aktuelle Arbeit von

derselben Arbeitsgruppe. in welcher gehdselte Bienenpollen u.a. auf mit PA-Pflanzen
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besiedelten Feldern gesammelt und native Pollen analysiert wurden (Boppre et al., 2008).
Man hat native Pollen und Pollenladungen von Bienen untersucht, welche von Echium
vulgare, E. plantagineum, Senecio jacobaea, S. ovatus und Eupatorium cannabinum
stammten. Die ermittelten PA-Werte lagen zwischen 155-800 ppm (pg/g) fur native Pollen
und in den gehdselten Pollenladungen von Bienen bei 6-350 ppm (ug/g) (Boppré et al.,
2008).

Pollenprodukten angewendet wird, hatte nur geringen Einfluss auf den PA-Gehalt.

Eine Trocknung der gehoéselten Pollen, wie sie auch bei kommerziellen

Tabelle 2-5 gibt einen Uberblick auf die bisher bekannten Daten zu PA-Gehalten in

Pollen.
Tab. 2-5 Ubersicht iber bisher publizierte PA-Gehalte in nativen und gehdselten Pollen

Gattung/Target | Gehalt [ug/g] | Anmerkungen Referenz

E. vulgare 8222-13985 native Pollen Boppré et al., 2005

E. vulgare 350 + 50 gehoselte Pollen Boppré et al., 2008
(8 Pollenladungen
von 4 Bienen)

E. plantagineum 28 £ 15 gehoselte Pollen Boppré et al., 2008
(Queensland/Australia)

E. plantagineum 6+1 gehoselte Pollen Boppré et al., 2008
(New South Wales und
Western Australia)

S. jacobaea 800 native Pollen Boppré et al., 2008

S. jacobaea 100 gehoselte Pollen Boppré et al., 2008
(Pollenladungen von
17 solitaren Bienen)

S. ovatus 155+ 20 native Pollen Boppré et al., 2008

S. ovatus 70+ 20 gehoselte Pollen Boppré et al., 2008
(28 Pollenladungen
von 14 Bienen)

E. cannabinum 120 £ 20 gehoselte Pollen Boppré et al., 2008
(20 Pollenladungen
von 10 Bienen)

Aufgrund der bislang bereits bekannten PA-Konzentrationen in Pollen ist flr Pollen-
produkte eine deutlich hdhere PA-Belastung als fur Honig zu erwarten. Somit ist mit einer
potentiellen Gefahrdung durch zum menschlichen Verzehr genutzte Pollenprodukte zu

rechnen (Boppre et al., 2005).
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2.2 Honig als Lebensmittel

2.2.1 Definition

Honig ist gemal der Anlage 1 der Honigverordnung (HonigV) ,der natursife Stoff, der
von Honigbienen erzeugt wird, indem die Bienen Nektar von Pflanzen oder Sekrete
lebender Pflanzenteile oder sich auf den lebenden Pflanzenteilen befindende Exkrete von
an Pflanzen saugenden Insekten aufnehmen, durch Kombination mit eigenen
spezifischen Stoffen umwandeln, einlagern, dehydratisieren und in den Waben des
Bienenstocks speichern und reifen lassen® (Anlage 1 HonigV).

Honige verschiedener pflanzlicher Herkunft unterscheiden sich sowohl in Geruch
als auch in Farbe und Geschmack voneinander. In der HonigV wird anhand der Kriterien
Herkunft, Gewinnungsart, Angebotsform und Zweckbestimmung zwischen neun

Honigarten unterschieden (Tabelle 2-6).

Tab.2-6  Honigarten (nach Anlage 1 der HonigV)

Verkehrsbezeichnung Begriffsbestimmung

Vollstandig oder Uberwiegend aus dem Nektar von

1. Blitenhonig oder Nektarhonig Pflanzen stammender Honig

Honig, der vollstandig oder (iberwiegend aus auf
lebenden Pflanzenteilen befindlichen Exkreten von
aus Pflanzen saugenden Insekten (Hemiptera) oder
aus Sekreten lebender Pflanzenteile stammt

2. Honigtauhonig

Von Bienen in den gedeckelten, brutfreien Zellen der
von ihnen frisch gebauten Honigwaben aus feinen,
3. Waben- oder Scheibenhonig ausschlieflich aus Bienenwachs hergestellten
gewaffelten Wachsplatichen gespeicherter Honig,
der in ganzen oder geteilten Waben gehandelt wird

4. Honig mit Wabenteilen oder Honig, der ein oder mehrere Stiicke Wabenhonig
Wabenstiicke in Honig enthalt
5 Tropfhonig Durch Austropfen der entdeckelten, brutfreien

Waben gewonnener Honig

Durch Schleudern der entdeckelten, brutfreien

6. Schleuderhonig Waben gewonnener Honig

Durch Pressen der brutfreien Waben ohne oder mit

7. Presshonig Erwarmung auf hochstens 45°C gewonnener Honig

Honig, der gewonnen wird, indem anorganische oder
8. gefilterter Honig organische Fremdstoffe so entzogen werden, dass
Pollen in erheblichem MaRe entfernt werden

Honig, der flr industrielle Zwecke oder als Zutat fir
9. Backhonig andere Lebensmittel, die anschlielend verarbeitet
werden, geeignet ist
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Nach der EU Richtlinie fur Honig (2001/110/EG) sowie der entsprechenden
nationalen Honig-Verordnung (HonigV) ist gefilterter Honig als Verkehrsbezeichnung
zugelassen. Neben dem Entzug von Pollen sind bei diesem weitere Qualitatseinbul3en
durch die Filtration zu beflirchten. Gefilterter Honig ist daher von minderer Qualitat und
nicht mehr naturbelassen, er spielt auf dem deutschen Markt nur eine marginale Rolle,
wodurch in Honig nahezu immer Pollen zur Bestimmung der Sorte und regionalen
Herkunft angetroffen werden. Das Filtern sollte laut EU-Richtlinie und HonigV die
Ausnahme sein. Honig unter dem Warenzeichen des Deutschen Imkerbundes darf nicht
gefiltert werden (LAVES, 2006a).

2.2.2 Gewinnung, Inhaltsstoffe und Verwendung

Honig ist bekanntermalien ein von Honigbienen erzeugtes Lebensmittel. Nach Angaben
des deutschen Imkerbundes (DIB) produziert jedes deutsche Bienenvolk eine
durchschnittliche Erntemenge von jahrlich 15-20 kg Honig. Fir die Erzeugung saugen die
Bienen Blutennektar, Blitensafte und Honigtau durch ihren Rissel in die Honigblase,
transportieren ihn auf diesem Weg in den Bienenstock und geben ihn dort an die
Stockbienen ab. Diese pumpen nun den Inhalt ebenfalls in ihre Honigblase, wiirgen ihn
anschlielend mehrmals heraus und saugen ihn wieder auf. Durch diese Vorgehensweise
werden dem Blltennektar, Blitensaft oder Honigtau Futtersaft und Speichel beigemengt,
wodurch die fur die Honigreifung wichtigen Enzyme wie Saccharase, Glucoseoxidase,
Amylase und Phosphatase in den Honig gelangen. Im Weiteren wird die Flussigkeit in den
Wabenzellen eingelagert. Aufgrund der warmen Stockluft und dem damit verbundenen
Wasserverlust wird dem Honig die Feuchtigkeit entzogen. Bis zur endglltigen Reifung
wird der Honig von den Bienen immer wieder aufgesogen und mit deren kdrpereigenen
Sekreten angereichert und mehrmals umgelagert. Nach der Reifung wird der Honig,
dessen Wassergehalt jetzt < 20% betragt, in eine Wabe gefiillt und mit Wachs gedeckelt
(Deifel, 1998).

Zur Gewinnung des Honigs werden in der Regel die brutfreien Waben aus dem
Bienenstock entnommen und die verschlossenen Honigwaben vom Imker entdeckelt.
Beim weiteren Vorgehen wird zwischen dem Leck-, Tropf-, Lauf- oder Senkhonig, dem
Presshonig, dem Steinhonig, dem Stampfhonig und dem Schleuderhonig unterschieden
(R6émpp, 2006). Bei Schleuderhonig handelt es sich um die heute gangige Methode zur
Honiggewinnung. Dabei werden die Waben in einen Rahmen gehangt und in einer
Honigschleuder unter Ausnutzung der Zentrifugalkrafte ausgeschleudert. Dadurch wird
der Honig aus den Waben gezogen und sammelt sich am Boden der Schleuder. Beim
Ablassen des Honigs durch ein Sieb wird er von groben Partikeln, wie z.B. Wabenzellen

oder Wabenstiicken befreit. Feinere Partikel wie z.B. Pollen verbleiben dagegen im Honig
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und sind unter anderem auch fir dessen Farbung verantwortlich. Nach der Reinigung und
einer evtl. Warmebehandlung (Wiedererwarmung nach Auskristallisieren) wird der Honig
abgeflllt (Rémpp, 2006). Bei Backhonig handelt es sich im Gegensatz zum Speisehonig
um einen nicht vollwertigen, nur als Zusatz zum Backen verwendbaren Honig. Dieser ist
entweder in eine starke Garung Ubergegangen, hat infolge Treibens fremdartigen Geruch
und Geschmack angenommen oder wurde stark erhitzt (Belitz et al., 2001).

Je nach Ertragszeit unterscheidet man zwischen Friihhonigen (Tracht bis Ende
Mai), Haupthonigen (Tracht im Juni und Juli) und Spathonigen (Tracht im August und
September). Je nach Pflanzenherkunft kann auch hier zwischen Blitenhonig und
Honigtauhonig unterschieden werden.

Honig stellt im Wesentlichen eine konzentrierte wasserige Ldsung von
Invertzucker dar, enthalt daneben aber eine sehr komplexe Mischung verschiedener an-
derer Kohlenhydrate, auRerdem Enzyme, Aminosauren, organische Sauren, Mineralstoffe,
Aromastoffe, Pigmente, Wachse und Pollenkdrner. Da Honig ein Naturprodukt ist, unter-
liegt seine Zusammensetzung naturgemaf starken Schwankungen.

Hierbei sind die Kohlenhydrate mit ca. 75% neben Wasser, ca. 16-18% (max.
21%), die Hauptbestandteile des Honigs (Deifel, 1998). Der Wassergehalt von Honig
sollte immer unter 20% liegen, da Honige mit héheren Werten sehr anfallig gegen eine
Vergarung durch osmophile Hefen sind. Neben den Hauptzuckern Glucose (ca. 34%) und
Fructose (ca. 38%), die durch die Honigsaccharase aus Saccharose freigesetzt werden,
enthalt Honig in geringen Mengen eine Reihe von seltenen Oligosacchariden. Letztere
kénnen unter Umstdnden auch zur botanischen Herkunftsbestimmung herangezogen
werden (Belitz et al., 2001). Der Saccharosegehalt kann in Abhangigkeit vom Reifegrad
sehr stark schwanken. Einen Uberblick Uber die detailierte Zusammensetzung von Honig

und deren Schwankungsbreite gibt Tabelle 2-7.
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Tab. 2-7 Zusammenfassung der Honiginhaltsstoffe (nach Rémpp 2006; Belitz et al., 2001)

Inhaltsstoffe Mittelwert Schwankungsbreite
Wasser 18,6 g 17,5-20,6 g
Protein 0,38 ¢ 0,3-0,5¢
Fett 0

Verwertbare Kohlenhydrate 75149

Asche 0,22 g 0,2-0,4 g
Natrium 7 mg 5-10 mg
Kalium 47 mg 43-56 mg
Magnesium 6 mg -
Calcium 5mg -
Eisen 1,3 mg -
Phosphor 30 mg -
Vitamin K 25 ug -
Vitamin B 3 ug 2-4 ug
Vitamin B 50 pg 20-100 pg
Vitamin Bg 160 pg -
Pantothensaure 70 ug -
Glucose 33949 26,3-39,8 g
Fructose 38,8¢ 359-42,1¢
Starke 0

Als wichtigste Enzyme im Honig sind a-Glucosidase (Invertase, Saccharase), a-
und B-Amylase (Diastasen), Glucose-Oxidase, Katalase und saure Phospatase zu
nennen (Belitz et al., 2001; Rémpp, 2006).

In Deutschland gilt Honig als Lebensmittel und dient auller zum unmittelbaren
Genuss als Speisehonig auch zu Backzwecken (z.B. Honigkuchen), zur Herstellung
alkoholischer Getranke durch Mischen mit Alkohol (z.B. Honiglikér) oder durch Vergaren
zu gewdlrztem Honigwein (z.B. Met). In der Kombination mit Milch und Getreideprodukten
findet man Honig auch in Kinderndhrmitteln. Medizinisch wird Honig in reiner Form oder in
Zubereitungen (z.B. Fenchelhonig) angewendet. Aber auch in der SuRwarenindustrie

findet man mit Honig angereicherte Produkte (z. B. Honigbonbons) (Belitz et al., 2001).

2.2.3 Marktsituation

Die jahrliche Weltproduktion an Honig liegt bei 1,2 Mio Tonnen, wobei die grélten
Honigproduktionslander in Mittel- und Siddamerika angesiedelt sind. War der
Weltmarktpreis im Jahr 2002 noch mit 0,50 bis 1,50 Euro/kg Honig angegeben, so wird er
derzeit auf 0,50 bis 3,00 Euro/kg Honig taxiert (LAVES, 2002; LAVES 2006b). Der
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Produktionspreis fur ein kg Honig in Deutschland wird mit 3,50 Euro angegeben (LAVES,
2002). Von den Fairhandelsorganisationen TRANSFAIR und Max Havelaar wurde ein
Richtpreis ermittelt, der sich an dem Durchschnittspreis der letzten Jahre flr Honig aus
der ,,Dritten Welt" orientiert. Zurzeit liegt dieser Mindestpreis bei 1.550 US-$ pro Tonne.

In Deutschland halt sich der Honigverbrauch seit Jahren auf einem gleich bleibend
vergleichsweise hohen Niveau. Nach Angaben des deutschen Imkerbundes produziert
jedes deutsche Bienenvolk eine durchschnittliche Erntemenge von jahrlich 15-20 kg Honig,
was einer Gesamtmenge von 15.000-20.000 t Honig entspricht. Diese Menge deckt ca.
20% des deutschen Honigverbrauchs, der jahrlich bei ca. 90.000-100.000 t liegt
(Warenverein, 2008; Warenverein, 2009).

Deutschland stellt neben den USA und Japan eines der groRten sog. Honigimport-
lander dar, welches ca. 80% seines inlandischen Bedarfes mit Importen deckt. Dies
resultiert u.a. aus den seit Jahren sinkenden deutschen Honigernten (Warenverein, 2009).
Im Jahr 2007 wurden insgesamt 95.320 t Honig nach Deutschland importiert, 2008 waren
es dagegen mit 91.920 t ca. 3,5% weniger als im Vorjahr (Warenverein, 2009). Der Re-
Export von Honig ist seit Jahren auf niedrigem Niveau und fiel auch 2008 mit 6.936 t
erneut gering aus. Derzeit darf nach den bestehenden gesetzlichen Regelungen der
Europaischen Union nur aus ca. 35 Drittlandern Honig in die EU importiert werden
(Warenverein, 2008; Warenverein, 2009). Tabelle 2-8 gibt eine Ubersicht (ber die

Entwicklung der wichtigsten Lieferlander und fur den Honigimport in Deutschland.
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Tab. 2-8  Honigimportmengen in den Jahren 2003, 2005, 2007 und 2008 nach Jahresberichten
des Warenvereins (Warenverein, 2008; Warenverein, 2009)

Importmenge in Tonnen

Land 2003 2005 2007 2008
Spanien 1236 1510 3066 3257
Ungarn 6252 6069 5370 5592
Rumanien 5265 3759 3633 3895
Tschechische Republik 1732 1471 2096 481
Bulgarien 2441 1535 1927 1232
Niederlande ) 54 910 33
Polen 2 72 543 314
Slowakei 949 489 329 634
Osterreich ) 273 245 143
Italien 1648 3261 2951 2071
Frankreich 440 429 542 310
andere EU Lander 243 106 456 536
Argentinien 29342 37181 29297 28606
Mexiko 9402 9386 14453 15253
Uruguay 3471 4359 9589 7696
Indien 4629 3870 3527 2744
Chile 2966 5410 5564 7065
Kuba 2162 3824 3435 3001
Ukraine -2 516 2095 1100
China 1462 1432 1191 2196
Guatemala 508 202 690 581
El Salvador 1678 1264 507 729
Brasilien 8017 6154 483 1350
Neuseeland 792 363 462 671
Kanada 555 527 402 826
Australien 144 375 331 476
Tirkei 6286 1023 264 51
Vietnam 748 323 122 24
Nicaragua ) 80 122 399
Andere Lander 1220 334 718 654
Gesamt-Import 93588 95651 95320 91920
Re-Export 7077 12056 8558 6936
Import netto 86511 83595 86762 84984

a) keine Angaben

Insgesamt trugen 2008 mehr als 28 Lander zum deutschen Honigimport bei, wobei
ca. 70% des Gesamtimports aus nur funf Landern stammte. Argentinien stellte hier mit
31,1% im Jahr 2008 den wichtigsten Honiglieferanten dar, gefolgt von Mexiko (16,6%),
Uruguay (8,4%) und Chile (7,7%). Beachtlich blieb der Anteil der Importe aus Brasilien.
Trotz eines 2006 in Kraft getretenen Importverbotes wurden uber Zolllagerbestande noch

483 t nach Deutschland importiert. Seit Marz 2008 ist das Importverbot wieder
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aufgehoben, und so wurden 2008 bereits wieder 1350 t nach Deutschland importiert. Mit
einer Erhéhung seiner Importmenge nimmt auch Kuba einen immer wichtigeren Platz in
der Liste der Honigimportlander fir Deutschland ein (Warenverein, 2009).

Aus der EU wurden 2008 insgesamt 18.494 t Honig importiert, und damit rund
16% weniger als im Vorjahr. Starkste Lieferlander waren dabei Ungarn (6,1%) und
Rumanien (4,2%) gefolgt von Spanien (3,5%) und ltalien (2,3%) (Warenverein, 2009).
Zusammen mit der Slowakei sind das die Mitgliedstaaten, die ihre Liefermenge
gegeniiber dem Vorjahr steigern konnten. Bei allen Ubrigen mussten z.T. deutliche
Lieferrickgange verzeichnet werden (Warenverein, 2009).

Statistisch gesehen verzehrte jeder Europaer im Jahr 2003 1,3 g Honig am Tag,
was dem weltweit héchsten Verbrauch entspricht. Im Vergleich dazu lag die tagliche
Aufnahme an Honig im mittleren Osten bei 0,8 g/Tag, die in Afrika bei 0,5 g/Tag und die in
Lateinamerika bei 0,3 g/Tag (WHO, 2003). Da bei solchen statistischen Erhebungen alle
Verbraucher, d.h. auch diejenigen, die bestimmte Lebensmittel Uberhaupt nicht zu sich
nehmen, erfasst werden, geht man gerade im Bereich von Lebensmitteln, die nur von
einer bestimmten Bevolkerungsgruppe konsumiert werden, wie z.B. Leber oder auch
Honig, unter Anwendung der 95. Perzentile davon aus, dass der Verbrauch innerhalb
dieser Gruppe ca. beim Dreifachen des Durchschnitts der gesamten Bevolkerung liegt
(WHO, 1985). Bereinigt man daher die Statistik der WHO um diese sog. ,Nicht-Honig-
Esser”, ergibt sich ein taglicher Verzehr von 3,9 g Honig pro Person und Tag (WHO,
1985; WHO, 2003). Dass diese Berechnungsgrundlage gerechtfertigt ist, zeigt fir Honige
z.B. die Tatsache, dass Honig erst ab dem 13. Lebensmonat zum Verzehr geeignet ist
und somit Sauglinge und Kleinkinder nicht berticksichtigt werden sollten.

Deutschland liegt bei seinem Honigverbrauch deutlich Gber dem europaischen
Durchschnitt. Laut statistischen Jahrblchern des Bundesministeriums fir Ernahrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV) lag der durchschnittliche pro
Kopfverbrauch im Jahr 1996 bei 1,4 kg sowie in den Jahren 1997 bis 2007 bei ca. 1,1 kg
Honig/Jahr (BMELV, 2007; BMELV, 2008; Warenverein, 2008). Daraus ergibt sich bei
derzeit ca. 82,1 Mio. Bundesbiirgern ein Durchschnitt von ca. 3 g/Tag. Unter Annahme,
dass auch in Deutschland nur eine gewisse Subpopulation Honig verzehrt, und unter
Bertiicksichtigung der Berechnungsgrundlage der WHO ist davon auszugehen, dass der
tagliche Pro-Kopf-Konsum bei derzeit ca. 9 g liegt. Vereinzelt kann der Verbrauch bei den
sog. ,Honigliebhabern® um ein Vielfaches hoher liegen.

In Studien zur Erfassungen von sog. Extremkonsumenten ergaben sich fur diese
weit hohere, tagliche Verzehrsmengen als in den Statistiken der WHO genannt. So
konsumieren z.B. vereinzelte britische Kleinkinder Héchstmengen von bis zu 32 g Honig
taglich, Schulkinder bis zu 60 g/Tag und Erwachsene sogar bis zu 93 g/Tag (MAFF, 1995).
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Ahnliche Studien aus Australien berichten von Aufnahmemengen fir das Gros der Honig-
Esser, die fur Kinder (2-4 Jahre) bei taglich 28,6 g Honig und fir Jugendliche (13-19
Jahre) bei sogar 64,2 g liegen (Australian Bureau of Statistics, 1995).

Zusammenfassend lasst sich daher sagen, dass die deutsche Bevdlkerungs-
schicht der ,Honig-Esser weit mehr als die von der WHO genannten 1,3 g/Tag konsu-

miert. Dies gilt insbesondere flr Kinder und deren Vorliebe flr Sules.

2.3 Pollen als Lebensmittel

Pollen (lat. feiner Staub) ist der mannliche Part in der geschlechtlichen Fortpflanzung von
Samenpflanzen (LAVES, 2004). Samenpflanzen, sog. Spermatophyta, bilden Samen als
Verbreitungsorgane. Die Fortpflanzungsorgane der Samenpflanzen befinden sich in der
Bliute, wo in den Pollensacken der Staubblatter die Pollenkérner erzeugt werden (LUttge et
al., 1999; Sitte et al., 2002). Die Pollen einer jeden Pflanzenart zeigen eine charakteris-
tische Oberflachenstruktur der Pollenwand (Sporoderm). Sie sind mehr oder weniger ku-
gelig und weisen je nach Pflanzenart einen Durchmesser zwischen 5 ym bis tber 200 ym
auf, wobei die meisten Pollenkdrner im Bereich zwischen 20 ym und 75 pm liegen
(LAVES, 2004).

Wie im Erscheinungsbild unterscheiden sich die Pollen auch in ihrem Nahrstoffge-
halt. Besonders nahrstoffreich sind Pollen von z.B. Krokus, Weide, Obst, Raps oder Heide.
Weniger nahrstoffreich sind dagegen Pollen von z.B. Fichte, Kiefer, Haselnuss und Erle.
Pollen oder Blutenstaub ist eine wichtige Nahrungsgrundlage fur das Bienenvolk. Er
enthdlt die fir die Bienen notwendigen Proteine, Aminosauren, Vitamine, Fette,
Mineralstoffe, Spurenelemente. Uber den Nahrstoffgehalt und weitere Inhaltsstoffe von
Frischpollen gibt Tabelle 2-9 Auskunft.
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Tab. 29 Zusammenfassung der Inhaltsstoffe von Frischpollen (nach LAVES, 2004; LAVES,

2006¢)
Inhaltsstoffe Mittelwert

Kohlenhydrate 30%
Proteine 20%
Fette 5% (besonders im Pollenkitt)
Wasser <10%
Freie Aminosauren 10%
Ballaststoffe 6%
Enzyme Glucoseoxidase, Invertase, Diastase
Vitamine Vitamin B-Gruppe
Mineralstoffe und Spurenelemente Kalium, Calcium, Magnesium, Eisen, Chrom, etc.
Aromastoffe ,arunnoten®; etc.
Farbstoffe Flavanoide; Carotinoide
Sekundare Pflanzenstoffe Flavanoide; Phytosterine

Mittlerweile konnte nachgewiesen werden, dass Pollen nicht nur eine wichtige
Nahrungsgrundlage fur die Bienen darstellen, sondern dass sowohl das Immunsystem als
auch die Entgiftungsmechanismen der Bienen von der Pollenversorgung abhangig sind.
So sind z.B. Bienen mit schlechter Pollenversorgung anfélliger gegenuber Pflanzen-
schutzmittel, als entsprechend gut versorgte Bienen. In der Erndhrung der Bienen gibt es
keinerlei Pollenersatzstoffe, weshalb es fir ein Bienenvolk wichtig ist, ein ausreichendes
Pollenangebot zu haben (LAVES, 2004).

Wegen seines hohen Nahrstoffgehaltes und der damit verbundenen essentiellen
Rolle in der Erndhrung und dem Gesundheitsstatus der Biene wird Pollen als Lebens-
mittel ein spezielles, gesundheitsférderndes Image zugeschrieben. Daher erfreut er sich
besonders im Bio-Segment einer gesteigerten Nachfrage. So sind Pollenprodukte schon
seit langerer Zeit in Reformhausern, und seit kurzem auch in Vollsortiment-Supermarkten
als Nahrungserganzungsmittel erhaltlich. Als solche sollen Pollen, so wird es nach Her-
stellerangaben suggeriert, insbesondere Dank der enthaltenen Vitamine, Mineralstoffe,
Spurenelemente und sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe zur Steigerung des Immunsystems,
der Belastungsfahigkeit und zur Férderung der Vitalitat beitragen.

Pollen kommt entweder als Frischpollen (gehoseltes Konglomerat) oder als Bie-
nenbrot in den deutschen Handel. Bei Frischpollen handelt es sich um reinen Blitenpollen,
welchen die Honigbienen wahrend ihrer Nektarsuche von den Staubblattern abstreifen
und an den Hinterbeinen als sog. Pollenhdschen ansammeln. Fur die Ernte des Frisch-
pollens bringt der Imker vor dem Eingang des Bienenstockes eine sog. Pollenfalle an, die
aus einem engmaschigen Gitter besteht. Die Bienen passen durch dieses Gitter hindurch,

verlieren beim Hindurchlaufen aber ihre angesammelten Pollensackchen. Diese fallen in
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einen Sammelbehalter und werden vom Imker von Fremdstoffen gereinigt, getrocknet und
eventuell tiefgefroren (LAVES, 2006c).

Fir das Bienenbrot, auch Perga genannt, wird der gesammelte Blitenpollen von
den Stockbienen bei der Einlagerung in die Wabenzellen mit ihrem Speichel vermischt
und dadurch fermentiert, wodurch der Pollen haltbar gemacht wird. Zusatzlich wird der
Pollen in der Zelle mit einer Propolisschicht verschlossen. Das Bienenbrot dient der Fut-
terung der Bienen, wird aber auch fir die Brut verwendet. Die Gewinnung von Bienenbrot
erfolgt durch ein Ausstanzen aus den Zellen oder durch Herausheben mittels eines Pol-
lenhebers aus den Waben (LAVES, 2006c)

Uber die aktuelle Marktsituation von Bliitenpollen sind derzeit nur wenige Informa-
tionen verfugbar. Es liegen keinerlei Statistiken Uber Verzehrsmengen vor. Die von den
Herstellern empfohlenen Tagesrationen schwanken zwischen 10-100 g/Tag. Deutschland
ist ein Pollenimportland, dessen Hauptlieferanten Spanien (mit Gber 1000 t Pollen/Jahr)
und Ungarn sind (LAVES, 2006c).

Fir Pollenprodukte gibt es bisher weder Qualitatsnormen noch rechtliche Regulierun-
gen, so sind Pollen im Lebensmittel-, Bedarfsgegenstande- und Futtermittelgesetzbuch
(LFBG) derzeit nicht definiert. Es gilt somit die allgemeine Sorgfaltspflicht sowie die Pflicht
zur Deklaration, Angabe der Menge, Name und Adresse des Verkaufers oder Herstellers.
Nach §12 LFBG gilt auch das Verbot der krankheitsbezogenen Werbung. Daneben gelten
die Rulckstands-Hochstmengenverordnung, die Hygiene-Verordnung, das Eichgesetz

sowie die Los-Kennzeichnungsverordnung (LAVES, 2006c).
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Entwicklung von analytischen Methoden zur Bestimmung von

Pyrrolizidinalkaloiden

3.1.1 Referenzmaterialien

Zur Methodenentwicklung und —etablierung wurden fiinf kommerziell verfliigbare PA, d.h.
Monocrotalin (9), Senecionin (7), Seneciphyllin (36), Senkirkin (26) und Retrorsin (30)
(s. auch Kapitel 4.1.1) sowie der PA-Extrakt aus Bliiten von Senecio vernalis (vergleiche
Kapitel 4.3) eingesetzt. Die Aufreinigung des erhaltenen S. vernalis-Rohextraktes ergab

700 mg einer Referenz-PA-Mischung mit folgender Zusammensetzung (s. Abbildung 3-1).

100 5 20,49
95 7
90 3 RT [min] | Ripss | rel. Gehalt[%] | Verbindung
85 { 20.02 2240 0,5 PA unbekannt
é 20.27 2258 84 Senecivernin (44)
80 3 20.49 2273 43,6 Senecionin (7)
75 3 20.68 2286 22,0 Seneciphyliin (36)
E 21.16 2319 06 Spartioidin (45)
70 B 21.29 2328 9,1 Integerrimin (31)
65 — 20.68 22.35 2400 Standard C24-Alkan
3 = ’ 22.88 2442 9,1 Senkirkin (26)
:5;60 E 23.50 2491 6.3 Retrorsin (30)
g55 — 23.74 2510 0,1 PA unbekannt
(7] |
S = 24.30 2554 0,4 PA unbekannt
€50 7
245~
=
040 3
35 7
30 7; 21,29
25 é 20,27 22,88
20 - 23,50
15 7
10
= 22,35
57 .
3 20,02 2118 23,74 24,30
T T T T T T T A R T e R I e e e e e
19 20 21 22 23 24
Zeit (min)

Abb. 3-1 HRGC-MS-Trennung auf einer J&W DB-1MS Kapillarsaule (30 m x 0,25 mm, d= 0,25
pum) (Totalionenchromatogramm, TIC) des aufgereinigten Senecio vernalis-Extraktes.
In der Tabelle ist die genaue Zusammensetzung angegeben.

Zusatzlich wurde ein Aliquot dieser Referenz-PA-Mischung aus Senecio vernalis
mittels m-Chlorperbenzoesaure nach Cymerman Craig und Purushothaman (1970) in die
entsprechenden PA-N-Oxide Uberfihrt, die nach LC-Reinigung an Al,O3 in > 97%-reiner
Form gewonnen wurden (gemaR Kapitel 4.8.1). Die so erhaltenen PA-N-Oxide konnten

nun ebenfalls einer Probenmatrix zugesetzt werden, um nach Reduktion methodisch
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miterfasst zu werden. Die analytische Erfassung von PA-N-Oxiden ist essentiell, da — wie
vorgangig ausgefluhrt — natirlicherweise in den meisten Pflanzen die N-Oxid-Form

dominiert.

3.1.2 Entwicklung einer Extraktions- und Anreicherungsmethode zur Be-

stimmung von Pyrrolizidinalkaloiden in Honigen

Zu Beginn der Methodenentwicklung wurden diverse Varianten zur Isolierung und

Konzentrierung von PA in Honig geprift.

3.1.2.1 Flussig-Flussig-Extraktion (LLE)

In Vorversuchen zur Extraktion von tertiaren PA aus wasserigen Medien erwies sich ein
Lésemittelgemisch aus CH,Cly:Pentan im Mischungsverhaltnis 1:2 (v/v) als ideal. Durch
dieses Vorgehen konnten (mittels HRGC-MS bestimmte) Wiederfindungsraten im Bereich
von 82,5-90,5% erzielt werden, wahrend diese bei Extraktionen mit Dichlormethan
(CH.ClI,) und Chloroform (CHCI3) nur zwischen 34% und 65% lagen (s. Anhang Tabellen
7-2,7-3 und 7-4).

Die Erkenntnisse aus diesen Vorversuchen wurden nun auf LLE-Ansatze mit
Honigmatrix Ubertragen. Hierzu wurden die Referenz-PA auf 10-25 g Honig dotiert; mit
250 ml Wasser verdinnt und anschlieBend analog zu den Vorversuchen mit
CHyCly:Pentan (1:2, v/v) extrahiert.

Bei der Auswertung der LLE-Ansatze mit Honig zeigten sich jedoch die Grenzen
dieser Extraktionstechnik. So resultierten aus den LLE-Aufarbeitungen zwar gute Wieder-
findungsraten, jedoch ergaben sich, bedingt durch Coelution und Matrixeffekte, groRe
Probleme bei der Reproduzierbarkeit. Abbildung 3-2 gibt die Wiederfindungsraten der
Referenz-PA nach 24-stindiger LLE-Extraktion aus einer Honigmatrix wieder. Die Stan-
dardabweichungen zeigten trotz wiederholter Aufarbeitung (n=13) grol’e Schwankungs-
breiten (vgl. Anhang Tabelle 7-5), so dass die Ermittlung einer mittleren Wiederfindung als

nicht sinnvoll erschien.
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Abb. 3-2  Wiederfindungsraten und Standardabweichungen (n=13) einzelner PA nach 24-stln-
digen LLE-Ansatzen (CH,Cl,:Pentan 1:2; v/v) mit Honigmatrix (n= Anzahl der Durch-
fihrungen).

Aus diesem Grund wurde die weitere Isolationsstrategie an den kurzlich
publizierten Methoden von Beales et al. (2004) und Betteridge et al. (2005) orientiert.

3.1.2.2 Festphasenextraktion (SPE)

Aufbauend auf Beispielen aus der Literatur (Hoesch et al., 1996; Crews et al., 1997;
Mroczek et al., 2002; Beales et al., 2004; Betteridge et al., 2005) wurde die SPE bei
Variation von Lésemittel und der stationaren Phasen getestet. Anhand von Literaturdaten
(Betteridge et al., 2005) wurde eine Kationenaustauscherphase (SCX) gewahlt. Zur
Optimierung wurden 14 verschiedene SCX-SPE-Produkte mit Mischungen aus bis zu 11
verschiedenen PA und deren N-Oxiden gepruft. Die erhaltenen Ergebnisse wurden nach
FluBrate, Handling, mdglichen Verstopfungen durch die zdhe Matrix, Interferenzen und
Wiederfindungsraten beurteilt (s. Anhang Tabelle 7-6). Diese ersten Vorversuche zeigten,
dass eine Vielzahl von SCX-SPE-Kartuschen, bedingt durch Verstopfungen, fir die
Isolierung und Konzentrierung von PA aus Honig ungeeignet sind. Unter den 14
getesteten SCX-SPE-Produkten erwies sich die Varian HF Bond Elut LRC® SCX-Kar-
tusche (Varian, Palo Alto, CA, USA) als fir unsere Zwecke bestes Produkt. Die Kartusche
zeichnet sich durch eine gréRere Porengrofie aus und ist daher fir viskose und klebrige
Matrices gut geeignet. Das Problem des Verstopfens der SPE-Kartuschen konnte durch
Temperierung der Proben auf dem Wasserbad (40°C) - analog Betteridge et al. (2005) -
noch weiter minimiert werden.

Da sowohl tertiare PA als auch die entsprechenden N-Oxide toxikologische
Relevanz besitzen (s. Kapitel 2.1.3, u.a. Stegelmeier et al., 1999), musste die

Methodenentwicklung beide PA-Formen umfassen. Dies konnte durch die Verwendung
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der synthetisierten N-Oxide (s. Kapitel 4.8.1) und der tertidren PA modelliert und optimiert
werden.

Die besten Ergebnisse bei der Analyse von PA-N-Oxiden wurden durch eine
Reduktion mit Zinkstaub in schwefelsaurem Milieu (Hartmann und Toppel, 1987) vor der
Anreicherung mittels SPE erzielt. Dabei wurden die N-Oxide in die korrespondierenden
tertiaren PA Uberfuhrt. Reduktionen mit Natriumdithionit oder eine Reduktion erst nach der
Anreicherung mittels SPE lieferten keine adaquaten Ergebnisse.

Durch den Einsatz der HF Bond Elut LRC® SCX-SPE-Kartusche sind bei guten
FlieReigenschaften und stabilen Reproduzierbarkeiten Wiederfindungsraten von 57-207%
fur Einzel-PA ermittelt werden (vgl. Anhang Tabelle 7-7). Als 100%-Wiederfindungskon-
trolle dienten hierbei direkt vermessene Probenldsungen der PA in der gleichen Aus-
gangskonzentration. Die fir einzelne PA in der Literatur angegebenen Wiederfindungsra-
ten von 70% (Beales et al., 2004) bzw. 70-80% (Betteridge et al., 2005) konnten somit mit
Einschrankungen erreicht werden. Abbildung 3-3 gibt die fUr die jeweiligen PA ermittelten
Wiederfindungsraten bei Verwendung der HF Bond Elut LRC® SCX-SPE-Kartusche an.
Wahrend dieser Versuchsreihe wurde ein entscheidender Faktor offensichtlich: je kom-
plexer die Matrix, desto gréfer wurden die Interferenzen wahrend der Chromatographie.
So lassen sich auch die Wiederfindungen >100% erklaren, die durch Coelution mit Honig-
inhaltsstoffen zustande kommen. Derartige Coelutionen sind, wie sich anhand einer Viel-

zahl von Tests zeigte, unvermeidlich und stellen somit ein grundsatzliches Problem dar.
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Senecivernin (44)  Senecionin (7)  Seneciphyllin (36) ~ Spartioidin (45) Integerrimin (31) Senkirkin (26) Retrorsin (30) Monocrotalin (9)

Pyrrolizidinealkaloid

Abb. 3-3  Bei Anwendung der Varian HF Bond Elut LRC® SCX ermittelte Wiederfindungsraten
und Standardabweichungen (n=4) mit Honigmatrix (n= Anzahl der Durchflihrungen).

Bei der Bewertung der erzielten Resultate der hier getesteten Methoden der PA-
Anreicherung unter Einbeziehung der jeweils aufgetretenden Schwierigkeiten und vor
dem Hintergrund, dass PA in hoher Vielfalt (ca. 400 Verbindungen) mit &hnlichen

Strukturen in Pflanzen vorkommen (Hartmann und Witte, 1995; Hartmann und Ober,
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2008), erfolgte zur Vereinfachung der komplexen Analytik eine Neuausrichtung der analy-
tischen Strategie:

Toxische PA zeigen alle das gemeinsame Strukturmerkmal der 1,2-Doppelbindung
der Necinbase in Verbindung mit einer allylischen Esterbindung. Dieses Strukturmerkmal
ist Voraussetzung fiir die Bioaktivierung durch die hepatischen P-450-Enzyme sowie
Bildung der reaktiven Pyrrolstruktur und damit ursachlich fiir die Toxizitat der PA (s. auch
Kapitel 2.1.3, u.a. Stegelmeier et al., 1999). Dadurch bedingt zeigen die Necinbasen Re-
tronecin (3) bzw. Heltriotridin (4) selbst nahezu keine Toxizitat (Yan et al., 2008). Im
Allgemeinen liegt die Uberwiegende Mehrheit der natirlich vorkommenden PA als Mono-
oder Diester des Retronecins (3) vor. Weitaus seltener treten toxische PA mit Supinidin
(2) oder Heliotridin (4) als Necinbase auf (Hartmann und Witte, 1995). Zudem bezieht sich
die Reglementierung von PA in Phytopharmaka in Deutschland ebenfalls auf ,Pyrrolizidin-
Alkaloide[n] mit einem 1,2-ungeséttigten Necin-Geriist‘ (Bundesgesundheitsamt, 1992).

Demzufolge wurde das Ziel definiert, eine Methode zu entwickeln, bei der alle
hauptsachlich toxikologisch relevanten Monoester- und Diester-PA der 1,2-ungesattigten
Necinbasen (Retronecin (3) und Heliotridin (4)), sowie deren N-Oxide, als Summenpara-
meter erfasst werden. Der Vorteil dieser Vorgehensweise besteht darin, dass nur noch
zwei Verbindungen fir die Identifizierung und Quantifizierung herangezogen werden mus-
sen. Zusatzlich werden alle relevanten PA mit 1,2-ungesattigter Struktur in maximal zwei
mogliche Zielverbindungen Uberfuhrt und dadurch die Sensitivitat im geforderten Analy-
senbereich gesteigert.

Nachteil der beschriebenen Vorgehensweise ist, dass die ebenfalls toxisch bewer-
teten Otonecin-Typ-PA aufgrund ihres von Retronecin (3) bzw. Heliotridin (4) abweichen-
den Grundgertsts sowie Supinidin-Typ-PA nicht erfasst werden. Jedoch ist bisher kein
Fall bekannt, bei dem Otonecin-Typ-PA als einzige PA in einer Pflanzenart vorkamen
(Hartmann und Dierich, 1998). Ublicherweise ist es eher umgekehrt, dass namlich
Retroencin-Ester-PA von Otonecin-Typ-PA begleitet werden. Supinidine-Typ-PA treten in
der Natur selten und in weniger hohen Konzentrationen auf (Hartmann und Witte, 1995).
Somit kann eine potentielle toxikologisch relevante PA-Kontamination noch immer durch
die Detektion der Basisstruktur der Retronecin-Ester-PA, das Retronecin (3), erkannt
werden.

Zur Uberfiihrung der PA-Ester in ihre korrespondierenden Necinbasen wurden di-
verse Vorgehensweisen getestet. Basische Hydrolysen mittels NaOH, KOH oder Ba(OH),
zeigten hierbei Ergebnisse mit mangelnder Reproduzierbarkeit. Als Methode der Wahl
stellte sich die Reduktion der Esterbindung mit LiAlH, in THF heraus. Das einzusetzende
Reagenz ist kommerziell erhaltlich, einfach in der Handhabung und lieferte in einer Reihe

von Modellversuchen reproduzierbare, verlassliche Ergebnisse.
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Im Sinne der neuen analytischen Strategie wurde mit Heliotrin (32), einem wenig
verbreiteten naturlichen PA, als internem Standard gearbeitet. Heliotrin (32) liefert nach
Reduktion die Necinbase Heliotridin (4), wohingegen die eingesetzten Modell-PA (gemaf
Kapitel 3.1.1) Retronecin (3) bilden (Abbildung 3-4).

HO ‘\\\
X Y o
0" oy HO, H CH,OH / 0
B Proben- B Derivatisierung
aufarbeitung AN mit MSTFA
N
Senecionin (7) Retronecin (3) di-TMS-
/ Retronecin (46)
~ ,OH / |
N Ssi 0-Si—
HO y CHOH /g |
Proben- ~ Derivatisi y
O O\ .iamefing N\ mit MSTFA *
N
Heliotrin (32) Heliotridin (4) di-TMS-

Heliotridin (47)

Abb. 3-4  Schematische Darstellung der ablaufenden chemischen Reaktionen bei der Proben-
aufarbeitung und Derivatisierung der PA-Bestimmung, fir Retronecin-PA, z.B.
Senecionin (7, oben), und dem internen Standard Heliotrin (32, unten) in die
entsprechenden derivatisierten Necinbasen (46, di-TMS-Retronecin; 47, di-TMS-
Heliotridin).

Heliotridin (4) stellt ein Diastereomer zu Retronecin (3) dar. Beide Necinbasen,
Retronecin (3) und Heliotridin (4), waren nach Derivatisierung (Silylierung) mittels MSTFA
sehr gut chromatographisch zu trennen und zu detektieren (s. Abbildung 3-5). Durch die
Verwendung eines Diastereomers als interner Standard kann auf die Anwendung von
Extraktions- und Responsefaktoren verzichtet werden. Durch die sparliche natirliche
Verbreitung stellt Heliotrin (32) somit einen nahezu idealen Standard zur quantitativen

Bestimmung von PA als Summenparamter dar.
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Abb. 3-5 Trennung der Diastereomere di-TMS-Retronecin (46, RI=1600) und di-TMS-Heliotridin
(47, RI=1632) auf einer J&W DB-1MS Kapillarsaule (30 m x 0,25 mm, d= 0,25 pym)
mittels HRGC-MS (TIC).

Anhand dieser Versuche und den bereits durchgefuhrten Tests mit
unterschiedlichen SPE-Materialien wurde als Methode der Wahl hinsichtlich
Verlasslichkeit und Empfindlichkeit folgendes, kurz zusammengefasstes Vorgehen
etabliert, um PA und deren PA-N-Oxide mit hoher Empfindlichkeit selektiv in Honig zu
analysieren (siehe auch Kapitel 4.4.1.1.1 und Kapitel 4.4.2):

(i) Losen / Verdinnen mit 0,05 M H,SO,

(i) Zugabe des internen Standard Heliotrin (2 ug)

(iii) Reduktion eventuell vorkommender PA-N-Oxide mit Zn-Staub zu
tertiaren PA

(iv)  Anreicherung an einer SCX-SPE Kartusche

(v) Elution der isolierten PA mit ammoniakalischem Methanol

(vi) Reduktion der PA-Ester mit LiALH4 zu Retronecin bzw. Heliotridin

(vii)  Derivatisierung mit MSTFA

(viii)  Chromatographische Trennung der TMS-Derivate und Nachweis/
Quantifizierung mittels HRGC-MS
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Der Einsatz von Heliotrin (32) als internem Standard machte eine doppelte
Aufarbeitung notwendig, d.h. einmal mit und einmal ohne Zugabe von Heliotrin (32), da
nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Honigprobe bereits natirlicherweise
Heliotridin-PA enthalt. Wird in der Probe ohne Zugabe von Heliotrin (32) Heliotridin (4) als
Base detektiert, dann kann diese Probe nicht mit dieser Methodik quantifiziert werden.
Der Peak fur di-TMS-Heliotridin (47) dient in der zweiten Probe immer zur Quantifizierung
des di-TMS-Retronecin-Peaks.

Die zweite Probe (mit Heliotridin, 4) ist zugleich eine Kontrolle der Probenvorberei-
tung, da immer zumindest Heliotridin (4) nachgewiesen werden muss; ist dies nicht der
Fall, so gibt es ein generelles Problem (z.B. Unempfindlichkeit des Messsystems), und die
Probe misste erneut in der oben beschriebenen Form mit doppelter Aufarbeitung
untersucht werden.

In einer Testserie von zehn Wiederholungen wies die HF Bond Elut LRC® SCX-
Kartusche (Varian, Palo Alto, CA, USA) eine mittlere Wiederfindungseffizienz von 83 *
3,0% SD fir PA und deren N-Oxide, auf. Identische Experimente mit der friher von
Betteridge et al. (2005) eingesetzten Strata™ SCX SPE-Kartuschen lieferten eine
Wiederfindung von 65 + 6,0% SD. Das hier eingesetzte High Flow (HF) - Material der
Firma Varian basiert auf Benzolsulfonséure und zeigt eine groReren Porenweite (> 60 A)

als ubliche Produkte; somit ein ideales Produkt fur zahflussige, klebrige Matrices.

3.1.2.3 Methodenoptimierung zur Stabilisotopen-Verdiinnungsanalyse (SIVA)

Der Nachteil der o.g. Methodik liegt zum einen in der doppelten Probenaufarbeitung und
zum anderen darin, dass bei natirlichem Heliotridin-PA-Gehalt keine Quantifizierung
erfolgen kann. Idealerweise liee sich eine empfindliche und exakte Quantifizierung Uber
einen stabilisotopen-markierten internen PA-Standard mit der Markierung im Grundgerust
Retronecin (3) / Heliotridin (4) durchfuhren, um so Aufarbeitungsverluste und individuelle
Faktoren der Proben zu eliminieren. Aufwand und Auswertung wirden dadurch erleichtert.
Um die Analysen so einfach wie moglich zu gestalten, misste eine enantiomerenreine
Synthese erfolgen. Gemal Literaturrecherche gab es hierfir zwei Mdglichkeiten, um mit
vertretbarem Aufwand ein synthetisches PA mit dem Grundgerist eines isotopenmar-
kierten Retronecins herzustellen. Die Synthese war dabei abhangig von der Verfligbarkeit
eines geeigneten stabilisotopenmarkierten Synthesebausteins oder der enantiomerenrei-
nen Necin-Base.

Ein mdglicher synthetischer Zugang wurde von Pandey und Lakshmaiah (1994)
veroffentlicht. Ausgehend von enantiomerenreinem (R)- bzw. (S)-3-Hydroxypyrrolidin
kann optisch reines Retronecin (3) bzw. Heliotridin (4) erhalten werden. Als zweiter

Baustein wird Methylpropiolat eingesetzt, welches auch in *C-markierter Form verfiigbar
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war (Cambridge Isotope Labratories, No. CLM-3056). Dieser Synthesezugang wurde
jedoch nach intensiven Vorversuchen aufgegeben, da die Cycloaddition der Synthese-
vorstufe mit Methylpropiolat, welche die Markierung in das Molekul eingebracht hatte, in
mehreren verschiedenen Ansatzen nicht erfolgreich war.

Eine zweite Mdglichkeit stellte die vierstufige semi-synthetische Vorgehensweise
zum Endprodukt di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin (48) dar. Durch die an Hoskins und
Crout (1977) angelehnte alkalische Hydrolyse von kommerziellem Monocrotalin (9) konnte
nach Aufreinigung und Umkristallisierung enantiomerenreines Retronecin (3) in groRRer
Reinheit (= 98%) gewonnen werden. Dieses wurde anschlieRend nach Piper et al. (1981)
durch Umsetzung mit MnO,, KCN, Eisessig und Methanol selektiv an C-9 zum Carbon-
sauremethylester, Methyl-1,2-dehydro-7B-hydroxy-8a-pyrrolizidin-1-carboxylat (49), oxi-
diert. Nach Extraktion und Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie wurde dieses mit
einer Ausbeute von 39% isoliert. Die an Hsu und Allen (1975) angelehnte Reduktion birgt
gegenlber anderen Vorschriften (z.B. Hovermale et al., 1994) den Vorteil der doppelten
Stabilisotopenmarkierung. Durch die an Hsu und Allen (1975) orientierte Reduktion mit
LIALD,4 in THF nach vorheriger Lagerung in CD3;0D am C-9 lag nach Aufreinigung mittels
Kieselgel-Saulenchromatographie hochreines (= 98%) [9,9-°H,]-Retronecin (50) vor
(Ausbeute: 59%). Die so erhaltene stabilisotopenmarkierte Necinbase [9,9-?H,]-
Retronecin (50) wurde anschlieend mit Buttersaurechlorid in THF im groRen Uberschuss
zu einem stabilisotopenmarkierten Diester-PA, di-Butyroyl-[9,9-?H,]-Retronecin (48),
umgesetzt (siehe auch Kapitel 4.8.2). Nach Extraktion erzielt man mittels fraktionierter
Aufreinigung an einer Kieselgelsaule das gewunschte Endprodukt in einer Ausbeute von
57% (75 mg) und einer Reinheit = 95%. Die Fraktionskontrolle erfolgte mittels HRGC-MS
(Gerateparameter vergleiche Kapitel 4.2.2; HRGC-MS Systeme 1 & 4). Abbildung 3-6
gibt einen schematischen Uberblick (iber die erfolgte Synthese von di-Butyroyl-[9,9-2H,]-
Retronecin (48).
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Abb. 3-6 Schematischer Uberblick der vierstufigen Synthese von di-ButyroyI-[9,9-2H2]-
Retronecin (48) (ber die Zwischenstufen Retronecin (3), Methyl-1,2-dehydro-7f3-
hydroxy-8a-pyrroli-zidin-1-carboxylat (49) und [9,9-°H,]-Retronecin (50) (Details s.
Kapitel 4.8.2)

Mit Hilfe des synthetischen stabilisotopen-markierten di-Butyroyl-[9,9-H,]-Retrone-
cin (48) konnte nunmehr die doppelte Aufarbeitung (Unterscheidung in A- und B-Probe)
entfallen. Aufarbeitungsverluste und individuelle Fehler bzw. Faktoren der Analysensub-
stanz lief3en sich so optimal eliminieren. Das aus der Probenaufarbeitung resultierende di-
TMS-[9,9-°H,]-Retronecin (51) zeigt eine um die selektive m/z=2 erhdhte Masse. Eine
chromatographische Trennung der Analyten, di-TMS-[9,9-?H,]-Retronecin (51) und di-
TMS-Retronecin (46) war daher nicht mehr notwendig, da die Unterscheidung anhand der
selektiven Massen erfolgte. Auch ein potentielles Vorhandensein natlrlicher Heliotridin-
PA stellte somit kein Problem mehr dar, vielmehr kann der di-TMS-Heliotridin-Peak (als
Reprasentant fir natlrliche Heliotridin-PA) Uber den deuterierten Standard di-TMS-[9,9-
H,]-Retronecin (51) in einem HRGC-MS-Lauf quantifiziert werden. Abbildung 3-7 stellt
die Differenzierung der Analyten nach vorangegangener Analyse mittels HRGC-MS im
SIM-Modus (Gerateparameter siehe Kapitel 4.2.2; HRGC-MS System 6) dar.
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Abb. 3-7 HRGC-MS Chromatogramm im SIM Modus (Gerateparameter s. 4.2.2 HRGC-MS
System 6) zur Verdeutlichung der Differenzierung von di-TMS-Retronecin (46) und di-
TMS-[9,9-2H2]-Retronecin (51). Oben: alle vermessenen m/z-Verhaltnisse; Mitte: fur di-
TMS-Retronecin  (46) signifikante m/z-Verhaltnisse; Unten: fir di-TMS-[9,9-°H,]-
Retronecin (51) signifikante m/z-Verhaltnisse.

Die Stabilisotopen-Verdinnungsanalyse (SIVA) eignet sich optimal zur exakten
Quantifizierung. Durch die gleichen pysikalisch-chemischen Eigenschaften von Standard
und Analyt sowie der Methodenstrategie zur Analyse der 1,2-ungesattigte Necinbase als
Summenparameter konnten alle durchgefuhrten Quantifizierungen ohne Berlcksichtigung
von Extraktions- und Response-Faktoren (F=1,0) erfolgen (siehe Kapitel 3.1.2.4.2).

3.1.2.4 Identifizierung und Quantifizierung

3.1.2.4.1 Standardisierung mittels Heliotrin

Die durchgefuhrten quantitativen PA-Analysen wurden mit 2 pg (Honig & honighaltige
Lebensmittel) bzw. 4 ug (Pollen & Pollenprodukte) des nattrlichen PA Heliotrin (32) stan-
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dardisiert. Die wahrend der Probenaufarbeitung durchgefihrte LiAlH4-Reduktion flhrt bei
Heliotrin (32) zur Bildung von Heliotridin (4), dem Diastereomer von Retronecin (3) (vgl.
Abbildung 3-4). Nach erfolgter Silylierung mit MSTFA kbénnen beide natirlich
vorkommenden Necinbasen mittels HRGC-MS (Gerateparameter vergleiche Kapitel 4.2.2;
HRGC-MS System 2) chromatographisch getrennt und detektiert werden. Fir die
Verbindungen di-TMS-Retronecin (46) und di-TMS-Heliotridin (47) ergaben sich die
linearen Retentionsindices von RI=1600 und RI=1632. Neben diesen wurden die
Verhaltnisse der relativen Haufigkeiten der analytischen lonen (m/z = 93, 183, 299)
zueinander — im Vergleich zu denen mit authentischen Referenzen erzielten — zur
eindeutigen Identifizierung der jeweiligen Peaks herangezogen. Relative Abweichungen
von < 10% wurden toleriert. Die relative standardkontrollierte Quantifizierung erfolgte tber
die Peakflache von di-TMS-Heliotridin (47) in Bezug auf die Peakflache von di-TMS-
Retronecin (46). Durch die Analyse zweier chemisch nahezu identischer Diastereomere
wurde auf die Anwendung von Extraktions- und Responsefaktoren (F=1,0) verzichtet. Es
wurden die gesamten Peakflachen der SIM-Modus-Chromatogramme (m/z = 93, 183,
299) berlicksichtigt. Die ermittelten Gehalte wurden als Retronecin-Aquivalente berechnet.

Durch die Verwendung des natirlich vorkommenden PA Heliotrin (32) als internem
Standard fur die Quantifizierung mussten die Analysen zunachst in zweifacher
Ausfertigung durchgefuhrt werden. Eine sog. A-Probe wurde der jeweiligen
Probenaufarbeitung unterzogen, wahrend die B-Probe vor Durchflihrung dieser mit 2 ug /
4 ug Heliotrin (32) (50 pl / 100 ul der Heliotrin-Standardlésung mit 0,40 mg/10 ml Metha-
nol) versetzt wurde. Probe A diente zur Uberprifung des natirlichen Vorhandenseins von
Heliotridin-PA. Wurde in der A-Probe kein di-TMS-Heliotridin (47), jedoch aber di-TMS-
Retronecin (46) detektiert, konnte der Retronecin-Gehalt mit Hilfe des internen Standard-
peaks von Heliotrin (32) quantifiziert werden (Abbildung 3-8). Fur den Fall einer PA-

positiven Probe wurde das Ergebnis durch Wiederholungsanalysen bestatigt.
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Abb. 3-8 HRGC-MS Chromatogramm im SIM-Modus (m/z = 93, 183 und 299) einer PA-
positiven Honigprobe (Nr. 21). A, ohne internen Standard Heliotrin (32). B, mit
internem Standard Heliotrin (32) (dargestellt als di-TMS-Heliotridin (47); RI=1632).

War in der A- und B-Probe kein di-TMS-Retronecin (46) jedoch in der B-Probe di-
TMS-Heliotridin (47) zu detektieren, wurde die Probe als ,PA-negativ® definiert. Somit
diente die B-Probe immer als Kontrolle fur eine korrekte Probenaufarbeitung. Die Verwen-
dung des internen Standards Heliotrin (32)/Heliotridin (4) mit der untblichen S-Konfigura-
tion am C-7 stellte sich als praxistauglich dar. So konnten in allen nach dieser Methode
aufgerarbeiteten Proben keine Heliotridin-PA in der A-Probe detektiert werden. Das mit
dieser Methodik erreichte Quantifizierungslimit (LOQ) lag bei 0,01 ppm (S/N = 7:1).

Durch die angewendete Methodik lassen sich Gber den Summenparameter Retro-
necin (3) PA-Kontaminationen mit 1,2-ungesattigten PA-Strukturen verlasslich detektieren.
Retronecin (3) stellt eines der kleinsten vorkommenden PA mit 1,2-ungestattiger Necin-
struktur dar. PA kommen in der Natur jedoch meist als komplexe makrozyklische Diester
oder offene Mono- bzw. Diester vor (Hartmann und Witte, 1995). Zudem werden die zwar

seltenen, aber potentiell vorkommenden toxischen Otonecin- und Supinidin-Ester PA nicht
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von dieser Quantifizierungsart erfasst. Unter Berlcksichtigung dieser Faktoren sind alle
ermittelten PA-Gehalte eine Unterbewertung der tatsachlich vorliegenenden PA Belastung
und stellen somit die kleinst mogliche, natirlich vorkommende Kontamination der

jeweiligen Probe dar.

3.1.2.4.2 Standardisierung mittels di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin

Die durchgefilhrten quantitativen PA-Analysen wurden mit 5 pg di-Butyroyl-[9,9-*H.]-
Retronecin (48) (50 l der di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin-Standardidsung mit 1 mg/10 ml
Methanol) standardisiert. Durch den Einsatz des stabil-isotopenmarkierten Standards di-
Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin (48) konnte auf eine doppelte Aufarbeitung mit A- und B-
Probe verzichtet werden. Die wahrend der Probenaufarbeitung durchgeflhrten
Arbeitsschritte filhren beim Standard di-Butyroyl-[9,9-*H,]-Retronecin (48) zur Bildung von
di-TMS-[9,9-°H.]-Retronecin (51), welches eine um die selektive m/z = 2 erhdhte Masse
zeigt. Eine chromatographische Trennung der Analyten ist daher nicht mehr zwingend
notwendig, da die Unterscheidung anhand der selektiven Massen erfolgen kann (s.
Abbildung 3-7). Ein weiterer Vorteil liegt darin, dass mogliche Heliotridin-PA Belastungen,
angezeigt durch di-TMS-Heliotridin (47), direkt Uber den deuterierten Standard di-TMS-
[9,9-?H,]-Retronecin (51) in einem HRGC-MS-Lauf quantifiziert werden kénnen. Fiir die
Verbindungen di-TMS-[9,9-?H,]-Retronecin (51), di-TMS-Retronecin (46) sowie di-TMS-
Heliotridin (47) ergaben sich die linearen Retentionsindices von RI=1599, RI=1600 und
RI=1632 (s. Abbildungen 3-7 und 3-8). Neben den linearen Retentionsindices wurden fiir
di-TMS-Retronecin (46) und di-TMS-Heliotridin (47) die Verhaltnisse der relativen
Haufigkeiten der analytischen lonen (m/z = 93, 183, 299) zueinander - im Vergleich zu
denen mit authentischen Referenzen erzielten - zur eindeutigen ldentifizierung einer
moglichen PA-Belastung herangezogen. Relative Abweichungen von < 10% wurden
toleriert. Die relative standardkontrollierte Quantifizierung erfolgte Uber die Peakflachen
der selektiven lonen mit m/z 183 und m/z 185 des ,Mischpeaks® aus di-TMS-Retronecin
(46) und di-TMS-[9,9-H,]-Retronecin (51) unter Beriicksichtigung des relativen
natiirlichen Isotopenanteils von m/z 185 (4,61% nach Isoform V1.02, FairCom® Corp.,

Columbia, MO, USA) nach folgendem Formelschema:

¢ (Retronecin) = Area (183) -| ¢ (Standard) - MW (Retronecin)
(Area(185) ogepen — Area(185) uricn ) MW (Standard)
mit:
¢ (Retronecin) Gehalt Retronecin in pg/g
Area (183) Peakflache des m/z 183 im SIM-Modus

Area (185)gegeben Peakflache des m/z 185 im SIM-Modus
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Area (185)natiriich Peakflache des natlrlich vorkommenden m/z 185, berechnet aus:
Area (185)natirich = Area (183) x 0,0461
0,0461 reprasentiert die relative naturliche Haufigkeit des m/z 185 in
einem Molekil der Summenformel: CogH17NOSi

¢ (Standard) Gehalt an di-Butyroyl-[9,9-?H,]-Retronecin in pg/g

MW (Retronecin) Molekularmasse Retronecin (155,19 g/mol)

MW (Standard) Molekularmasse di-Butyroyl-[9,9-°H.]-Retronecin (297,17 g/mol)

Durch die nahezu identischen physikalisch-chemischen Eigenschaften von
deuteriertem Standard und Analyt konnten alle durchgeflihrten Quantifizierungen ohne
Beriicksichtigung von Extraktions- und Response-Faktoren (F=1,0) erfolgen. Die
Berechnung erfolgte zur Vergleichbarkeit der Daten ebenfalls als Retronecin-Aquivalente.
Fur den Fall einer PA-positiven Probe wurde das Ergebnis durch Mehrfachaufarbeitung
bestatigt. Weiterhin gilt auch hier, wie bereits in Kapitel 3.1.2.4.1 erwahnt, dass alle Uber
den Summenparamter Retronecin (3) ermittelten PA-Gehalte eine Unterbewertung der

tatsachlich vorliegenden PA Belastung darstellen.

3.1.3 Methodenerweiterung zur Bestimmung von Pyrrolizidinalkaloiden in

Pollenprodukten

Initiiert durch die Erfahrungen bei der Probenvobereitung und —aufarbeitung von Honigen
wurde die Isolierungsmethodik fur PA aus Pollenprodukten mit den Ziel mdglichst wenig
an der robusten und fir Honig bereits etablierten Methodik zu veradndern, an diese
angelehnt. Im Vergleich zu Honig war bei Pollen eine intensivere Probenvorbereitung in
Form von einer Verreibung mit Seesand im Mérser notwendig, um die kompakte und feste
Exine der Pollen aufzubrechen. Durch die mechanische Behandlung wird die Freisetzung
der PA aus den Pollen mdglich. Versuchsreihen zur Etablierung der Methodik zeigten,
dass eine zweifache Seesandbehandlung mit anschlieBender, jeweils 24-stindiger
H,SO,-Extraktion notwendig ist, um die PA erschépfend aus den Pollen zu extrahieren.
Zwischen den beiden Extraktionszyklen wird der Extrakt abfiltriert und das
Extraktionsmittel 0,1N H,SO, nach einer weiteren Verreibung mit Seesand erneuert. Eine
dritte Wiederholung des Zykluses flihrte zu keiner Steigerung der Ausbeute. Auch eine
vorangehende Behandlung der Pollen zur Entfernung der Wachsschicht steigerte die PA-
Ausbeute im Vergleich zu einer Verreibung mit Seesand ohne Entfettung nicht. Eine im
Vergleich zu Honig stark verringerte Einwaage stabilisierte die Analysenergebnisse
aufgrund der zu erwartenden hoheren PA-Gehalte (vgl. Kapitel 2.1.6.3) deutlich. Dadurch
konnte ein Uberladen der SPE-Kartusche mit einer durchschnittlichen Kapazitat von 0,79

meq/g (Milliequivalente/g) und somit ein ,Durchbrechen“ der PA verhindert werden. Die
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vereinigten Extrakte lieRen sich wie geléste Honige behandeln und zur Reduktion der PA-
N-Oxide sowie Festphasenanreicherung nach der unter Kapitel 3.1.2.2 entwickelten
Methode einsetzen. Analog zur Honiganalytik konnten somit die PA-Monoester und
Diester sowie deren N-Oxide in einen Summenparameter Uberfiihrt und nach
entsprechender Standardisierung (s. Kapitel 3.1.2.4.1) quantifiziert werden. Die mittlere
Wiederfindungsrate lag in Versuchsreihen unter Zugabe von PA und deren N-Oxiden
(sieche Kapitel 3.1.1), bei der zu Honig analogen Verwendung der HF Bond Elut LRC®
SCX-Kartuschen (Varian, Palo Alto, CA, USA) bei 80 * 3,8% SD. Dies ist ein mit der bei
der Isolierung von PA aus Honigen ermittelten Wiederfindung vergleichbarer Wert.

In keiner nach dieser Methode aufgearbeiteten Pollenproben waren, wie zuvor bei
den Honigen, Heliotridin-PA in der A-Probe nachweisbar. Das mit dieser abgewandelten
Methodik erreichte Quantifizierungslimit (LOQ) lag ebenfalls bei 0,01 ppm (S/N = 7:1),

wahrend die Nachweisgrenze mit einem S/N = 3:1 bei 0,003 ppm ermittelt wurde.

3.1.4 Methodenanpassung zur Bestimmung von Pyrrolizidinalkaloiden in

honighaltigen Lebensmitteln

Die analytische Erfassung von Pyrrolizidinalkaloiden in honighaltigen Lebensmitteln stellt,
abhangig von der Beschaffenheit und des Honiggehalts der Probe, die
unterschiedlichsten Anforderungen an die Probenvorbereitung und -aufarbeitung. Ziel war
es auch hier, die bereits etablierte Methodik (vergleiche Kapitel 3.1.2) mit moglichst
wenigen Eingriffen zu modifizieren.

Lebensmittelproben wie Met und Fenchelhonig konnten ohne Modifikation der
Methode direkt (Met) bzw. nach einem Verdinnungschritt (Fenchelhonig) analog zu den
Honigen zur Probenaufarbeitung eingesetzt werden. Ein Uberladen der SCX-SPE-
Kartuschen war, nicht zuletzt wegen der hohen Kapazitat und der vergleichweise geringen
Probenmengen, nicht zu beobachten.

Fir Lebensmittel mit fester Konsistenz oder niedrigerem Honiggehalt war eine
Abwandlung der Probenvorbereitung notwendig. So kam es, dass diverse Lebensmittel,
z.B. Bonbons geldst, bzw. in groReren Mengen (z.B. Getranke mit niedrigen
Honiggehalten), eingesetzt werden mussten, um reprasentative Daten zu erzielen. Fr
das Handling der im Vergleich zum Honig gréReren Probenvolumina wurde auf die
kontinuierliche Flissig-Flissig Extraktion (LLE), wie sie bereits zu Beginn der
Methodenentwicklung (siehe Kapitel 3.1.2.1) eingesetzt wurde, zurlickgegriffen. Ein
direkter Einsatz der groRvolumigen Probenmengen hatte ein Uberladen der SCX-SPE-
Kartuschen und, damit verbunden, nicht reproduzierbare Ergebnisse verursacht.

Die unter Kapitel 3.1.2.1 erzielten Ansatze wurde demnach aufgegriffen und

optimiert. Da sich bereits anfangs ein Lo&semittelgemisch aus CH,Cl,:Pentan im
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Mischungsverhaltnis 1:2 (v/v) als ideal erwiesen hatte, wurde hieran keine Modifikation
vorgenommen. Das Problem der anfanglich mangelhaften Reproduzierbarkeit konnte
durch eine verlangerte Extraktionsdauer von 48h gegenilber 24h geldst werden. So lagen
bei 48-stindiger Extraktion die mittels HRGC-MS bestimmten Wiederfindungen zwischen
73,7 und 88,3% gegenuber 55,7-70,4% bei 24-stundiger Extraktion (vgl. Abbildung 3-2
sowie Anhang Tabellen 7-5 und 7-8). Nicht nur die Wiederfindung konnte gesteigert
werden, auch Reproduzierbarkeit und Robustheit der Methode liefen sich, wie an den
geringeren Standardabweichungen von 5-11% gegenuber 21-34% gezeigt, verbesserern
(vgl. Abbildung 3-2 sowie Anhang Tabellen 7-5 und 7-8). Da im weiteren Verlauf der
Methodik durch die Festphasenanreicherung an einer SCX-SPE-Kartusche und die
anschliefende LiAlH4s-Reduktion zur Necinbase auch Coelutionen und Matrixeffekte
minimiert werden, war die 48-stindige LLE in Kombination mit den genannten
Folgeschritten flir die Probenvorbereitung von honighaltigen Lebensmitteln einsetzbar.
Abbildung 3-9 gibt die Wiederfindungsraten der Referenz-PA nach 48-stiindiger LLE-
Extraktion aus einer zuckerhaltigen Matrix (reprasentativ fur geldste Cerealien und Honig-

bonbons) wieder.
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Abb. 3-9  Wiederfindungsraten und Standardabweichungen (n=10) einzelner PA nach jeweils
48-stindiger LLE (CH,Cly:Pentan 1:2; v/v) mit Honigmatrix (n= Anzahl der Durch-
fihrungen).

Mittels LLE lieRen sich grof3e Volumina flissiger bzw. fester, geléster Lebensmittel
aufarbeiten. Nach Aufkonzentrierung der erhaltenen organischen Extrakte konnte das ur-
sprungliche Volumen erheblich verringert werden und somit ein direkter Zugang zur
bereits etablierten Festphasenanreicherung ermdglicht werden.

Die Standardisierung der honighaltigen Lebensmittel erfolgte, unabhangig ob die
Proben direkt zur Festphasenanreicherung eingesetzt werden konnten oder ob diese
zuvor mittels LLE extrahiert werden mussten, mit Heliotrin (vgl. Kapitel 3.1.2.4.1). Eine

Unterscheidung in A- und B-Probe wurde auch hier vorgenommen; in keiner der



3 Ergebnisse und Diskussion 59

analysierten Proben waren die Quantifizierung interferierende Heliotridin-PA in der A-
Probe detektierbar. Zusammenfassend ist festzustellen, dass durch die gewahlten
Modifikationen PA in honighaltigen Lebensmitteln zuverldssig nachzuweisen und zu

quantifizieren (LOQ = 0,01ppm; S/N = 7:1) waren (siehe auch Kapitel 3.4).

3.2 Bestimmung von Pyrrolizidinalkaloiden in Honigen

3.2.1 Handelshonige

Wesentliches Ziel dieser Studie war es, eine fundierte Datengrundlage Uber die vorhande-
nen PA-Kontaminationen in Honighandelsproben vornehmlich des deutschen, teilweise
europaischen Marktes bereitzustellen. Im Vorfeld der durchgefiihrten Analytik wurden
keinerlei Selektionskriterien angewendet. So wurden weder gezielt Honige von PA-produ-
zierenden Pflanzen gekauft, noch wurden bei der Probenauswahl zusatzliche
Informationen, wie z.B. Imkerbefragungen Uber die Erntegebiete oder Pollenanalysen
eingeholt. Die Honige wurden Uber diverse Superméarkte in Deutschland und anderen
europaischen Staaten, wie z.B. Frankreich und lItalien, sowie in verschiedenen, auf
Imkereierzeugnisse spezialisierte Internetshops bezogen. Es wurden insgesamt 216
kommerziell verfugbare Blitenhonige (siehe Kapitel 4.1.3.3.1) nach Kapitel 4.4.1.1.1
(siehe dazu auch Kapitel 3.1.2.2 und Kapitel 3.1.2.4.1) aufgearbeitet und analysiert.
Innerhalb dieser Gruppe stammten 94 aus Europa, 34 aus Mittel- und Sidamerika, 22 aus
Australien und Neuseeland und 6 aus USA/Kanada. Weitere 60 Proben wiesen keine
eindeutigen Herkunftsangaben auf, sie stellten vielmehr Mischungen aus verschiedenen
Regionen, u.a. mit den Vermerken ,Mischung von Honig aus EG-Landern“ bzw.
.Mischung von Honig aus EG-Landern und Nicht-EG-Landern®, dar. Innerhalb der 94
europaischen Proben waren 44 Honige deutscher Herkunft (vgl. Anhang Tabelle 7-9).
Abbildung 3-10 gibt einen Uberblick Uber die regionale Verteilung der analysierten

Honighandelsproben.

60

O Europa B nicht zugeordnet @ Mittel-/Stidamerika O Australien/Neuseeland B USA/Canada

Abb. 3-10 Ubersicht tiber die regionale Verteilung der analysierten 216 Honighandelsproben.
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Innerhalb dieser 216 Handelshonige erwiesen sich 19 Proben (9%) als PA-positiv
(Abbildung 3-11). Diese enthielten PA-Gehalte, berechnet als Retronecin-Aquivalente,
von 0,019-0,120 ug/g, wobei sich eine durchschnittliche Belastung von 0,056 ug/g ergab
(Abbildung 3-11 und Anhang Tabelle 7-9).

0,180 -
0,160 -
0,140 -
0,120 - n
0,100 -
0,080 - { f
0,060 -

21 32 34 35 36 39 41 43 50 93 119 145 153 155 161 176 179 188 212

PA Gehalt [ug/g]

Honigprobe

Abb. 311 PA-Gehalte der PA-positiven Honigehandelsproben (berechnet als Retronecin-Aquiva-
lente). Ebenfalls angegeben ist die Standardabweichung einer Dreifachbestimmung.

Unter den 19 PA-positiven Proben waren sieben mit ,Mischung von Honig aus
Nicht-EG-Landern®, funf als ,Mischung von Honig aus EG-Landern und Nicht-EG-Lan-
dern® deklariert, weitere drei kamen aus Neuseeland, drei aus Mittel-/Sudamerika und
eine Probe aus Kanada, wahrend sich von den 94 Proben europaischer Herkunft kein
Honig als PA-positiv erwies (vgl. Anhang Tabelle 7-9). Abbildung 3-12 gibt einen

Uberblick Uiber die regionale Verteilung der PA-postiv bestimmten Honighandelsproben.

B nichtzugeordnet @ Mittel-/Stidamerika O Australien/Neuseeland B USA/Canada

Abb. 3-12 Ubersicht iber die regionale Verteilung der PA-positiven Honighandelsproben
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In einer spateren und bereits dargestellten Weiterentwicklung der analytischen
Methode wurden die mittels Heliotrin-Quantifizierung PA-positiv getesteten Honige unter
Einsatz eines stabilisotopen-markierten Standards (gemall Kapitel 3.1.2.3) erneut
aufgearbeitet und vermessen. Die Aufarbeitung der PA-positiven Proben erfolgte nach
den Angaben in Kapitel 4.4.1.1.2. Die in Abbildung 3-13 dargestellten Ergebnisse geben
eine Zusammenfassung Uber die eingesetzten analytischen Methoden und zeigen die

Vorteile einer SIVA zur Quantifizierung auf.
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‘I:l Heliotrin-Quantifizierung ® Stabilisotopen-Verdiinnungsanalyse ‘

Abb. 3-13 Gegenuberstellung der mit den eingesetzten Quantifizierungsarten ermittelten PA-
Gehalte (Retronecin-Aquivalente) der PA-positiven Proben. Ebenfalls angegeben sind
die Standardabweichungen aus Dreifachbestimmung.

Durch den Einsatz des synthetischen, Stabilisotopen-markierten di-Butyroyl-[9,9-
’H,]-Retronecin (48) konnte die doppelte Aufarbeitung (Unterscheidung in A- und B-
Probe) entfallen. Die mittels SIVA ermittelten PA-Gehalte, berechnet als Retronecin-
Aquivalente, lagen im Bereich von 0,027-0,135 ug/g (vgl. Anhang Tabelle 7-9). Der
ermittelte Durchschnittsgehalt ist mit 0,062 ug/g nahezu identisch zu dem mittels Heliotrin-
Quantifizierung erzielten. Es zeigten sich somit unabhangig von der eingesetzten Quantifi-
zierungsmethode gute Ubereinstimmungen der ermittelten PA-Gehalte. So liegen nahezu
alle mittels SIVA ermittelten Werte innerhalb der Schwankungsbreiten der Quantifizie-
rungen mittels Heliotrin (vgl. auch Anhang Tabelle 7-9). Die signifikant geringeren
Standardabweichungen — 0,001-0,005 ug/g gegentber 0,003-0,047 ug/g — der SIVA-
Werte verdeutlichen die gesteigerte Robustheit der Methodik aufgrund der verminderten

Interferenzen wahrend der Chromatographie und Massenspektrometrie. Fir die im
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weiteren Verlauf folgende Diskussion der Werte werden daher nur die mittels SIVA
erzielten Gehalte berlcksichtigt.

Die in diesen Versuchsreihen erzielten Ergebnisse korrelieren gut mit bisher
veroffentlichten Daten Uber PA-Gehalte diverser Honige. So berichteten bereits 1977
Deinzer und Mitarbeiter, dass sortenreine Honige (n=4) von Senecio jacobaea L. PA in
Mengen von 0,2-3,9 ug/g enthielten (Deinzer et al., 1977). Eine weitere Studie Uber PA
von Senecio jacobaea berichtet, dass 10 von 23 Proben PA in Bereich von 0,002-1,48
Mg/g aufwiesen (Crews et al., 1997). Der PA-Gehalt von Honigen (n=5) aus Echium
plantagineum (Boraginaceae), einer weiteren PA-Pflanze, wurde mit 0,27-0,95 ug/g
angegeben (Culvenor et al., 1981). Beales et al. (2004) zeigten in ihrer auf PA aus
Echium spp. und Heliotropium spp. ausgelegten Studie, dass Honigproben (29 von 29)
dieser PA-produzierenden Pflanzen PA-Gehalte von 0,033-2,2 pg/g aufwiesen. Unter
weiteren 39 Proben konnten die Autoren 19 mit einem Gehalt von 0,0003-0,8 ug/g als PA-
positiv identifizieren (Beales et al., 2004). Ein Jahr spater berichtete die Gruppe um
Betteridge, dass sieben (von neun) Proben PA von Echium vulgare im Bereich von 0,017-
2,85 ug/g enthielten. Innerhalb dieser neun Honige wurden durch Imker finf als Echium-
Honige bestimmt, die restlichen vier blieben ohne Zuordnung (Betteridge et al., 2005).

Die neueste Studie auf diesem Gebiet spiegelt die gute Korrelation mit den von
uns erzielten Daten wieder. So wurde eine a&hnlich gelagerte Studie vom
Niederlandischen Nahrungsmittel und Warenamt durchgefiihrt (VWA, 2007). Beiden
Studien ist gemeinsam, dass nicht speziell Verdachtshonige aus Gebieten mit hohem
Anteil an PA-Pflanzen bzw. Honige mit auffalligen Pollengehalten untersucht wurden,
sondern eine grolie Anzahl zufalliger Einzelhandelsproben. Dies steht im Gegensatz zu
den vorgenannten Untersuchungen, bei denen vor allem kleine Probenzahlen von
Verdachtshonigen im Mittelpunkt standen (z.B. Culvenor et al., 1981; Beales et al., 2004;
Betteridge et al., 2005).

Beide Studien sollten somit die vorherrschende Marktsituation in Deutschland bzw.
den Niederlanden abbilden. Die Ansatze unterscheiden sich jedoch methodisch
grundlegend. Wahrend bei unserem Vorgehen die toxikologisch relevanten 1,2-
ungesattigten PA und deren N-Oxide in einen Summenparameter Uberfihrt werden und
die Methode eine Bestimmungsgrenze von 0,01 ppm aufweist, wird in der
niederlandischen Studie (NL-Studie) ein LC-MS-Ansatz mit Targetanalyse durchgefihrt;
man erreicht daher eine héhere Empfindlichkeit (LOQ: 0,001 ppm). Allerdings bleibt die
NL-Studie aus Mangel an verfigbaren Referenzen auf den Nachweis und die
Quantifizierung von 8 Einzel-PA und 3 PA-N-Oxide beschrankt.

Daraus ergeben sich zwangslaufig Unterschiede in der Beurteilung der Ergebnisse.

Bei den von uns durchgeflhrten Untersuchungen waren 9% (n=216; HRGC-MS) der
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Honige PA-positiv gegenlber 28% (n=170; LC-MS) in der NL-Studie. Der Gehalt umfasst
einen Bereich von 0,027-0,135 ug/g (Retronecin-Aquivalente). Berechnet man dies, um
eine Naherung mit der NL-Studie zu erzielen, auf Senecionin-Aquivalente, so kommt man
zu einem Bereich von 0,058-0,292 pg/g und einem Durchschnittsgehalt von ca. 0,13 ug/g.
In der NL-Studie hat man 0,002-0,365 ug PA pro Gramm Honig bzw. durchschnittlich
0,007 pg/g gefunden. Berticksichtigt man in der NL-Studie nur die Honige, die in ihrem
PA-Gehalt Uber der Bestimmungsgrenze der hier beschriebenen HRGC-MS-Methode
liegen, dann ergibt sich ein geschlossenes Bild. Demzufolge waren 11,7% der NL-Honige
PA-positiv und wirden im Mittel 0,05 pg/g PA enthalten.

Im Gegensatz zu anderen bisher veroffentlichten Studien wurden unsere
Untersuchungen Uber die PA-Gehalte in Honighandelsproben auch durch mellisopalynolo-
gische Daten der entsprechenden PA-positiven Honige erganzt. Die Erhebung der Daten
durch mikroskopische Pollenanalyse erfolgte nach DIN 10760 “Untersuchung von Honig -
Bestimmung der relativen Pollenhaufigkeit® (vgl. Kapitel 4.5). Besonderes Augenmerk
wurde hierbei auf PA-produzierende Pflanzen der Familien Asteraceae (Senecio und
Eupatorium), Boraginaceae (z.B. Echium, Heliotropium, Symphytum) und Fabaceae
(hauptsachlich die Gattung Crotalaria) gelegt. Es wurden jeweils 500 Pollen ausgezahlt,
die sowohl zur Erfassung der relativen Pollenhdufigkeit als auch zur Bestimmung der
geographischen Herkunft herangezogen wurden. In nahezu allen bisher untersuchten
Beispielen wurden in PA-positiv analysierten Honigen auch Pollen von PA-Pflanzen
nachgewiesen. Dabei handelte es sich hauptsadchlich um Echium- und, in wesentlich
geringerem Umfang, auch um Eupatorium-Pollen.

Tabelle 3-1 gibt einen Uberblick Uber die mellisopalynologischen Daten der PA-

positiven Honighandelsproben.
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Tab. 3-1

Mellisopalynologische
Honighandelsproben. Angegeben sind die relativen Haufigkeiten der Pollen von PA-

Daten

der von uns

untersuchten

produzierenden Pflanzen sowie die geographische Herkunft der Proben.

geographische Herkunft

Probe Nr. Pollenanalyse
durch Pollenanalyse laut Etikett
48% Echium spp.
21 sporadisch Borago Neuseeland Neuseeland
; Sidamerika . .
[0) - -
32 6% Echium spp. (Argentinien, Uruguay) Nicht-EG-Lander
34 11% Echium spp. Sidamerika, Australien EG-/Nicht-EG-Lander
35 16% Echium spp Sudamerika EG-/Nicht-EG-Lander
) (Argentinien, Uruguay)
. Slidamerika . . .
0, -
36 2% Echium spp. (Chile, Brasilien) Mittel-/Stidamerika
39 2% Eupatorium spp. Mlt(tgl;}/iiudKaurEgglka EG-/Nicht-EG-Lander
41 n.n. Kanada Kanada
Mittel-/Stidamerika
43 nn. 2 (Chile, Mexiko, EG-/Nicht-EG-Lander
Argentinien, Uruguay)
11% Echium spp. . . . . .
50 2% Eupatorium spp. Mittel-/Stidamerika Nicht-EG-Lander
a) Siidamerika b EaL s
93 n.n. (Argentinien, Uruguay) Nicht-EG-Lander
Mittel-/Stiidamerika
119 n.n.? (Chile, Mexiko, EG-/Nicht-EG-Lander
Argentinien, Uruguay)
145 62% Echium spp. Neuseeland Neuseeland
153 n.n. ? Neuseeland Neuseeland
Slidamerika
155 n.n.? (Argentinien, Uruguay, Argentinien
Brasilien)
161 n.n. Mittel-/Stidamerika Chile
20% Echium spp. vorwiegend e ma s
176 < 1% Eupatorium spp. Siidamerika Nicht-EG-Lander
Mittel-/Stidamerika
179 < 1% Echium spp. (Mexiko, Argentinien, Nicht-EG-Lander
Uruguay)
o . vorwiegend e &
188 5% Echium spp. Stidamerika Nicht-EG-Lander
o . vorwiegend b ma s
212 9% Echium spp. Siidamerika Nicht-EG-Lander

a) n.n. = keine Pollen von PA-Pflanzen nachweisbar

Die mikroskopischen Pollenanalysen zeigten, dass ein hoher PA-Gehalt nicht
zwangslaufig mit einer hohen relativen Haufigkeit an PA-Pflanzenpollen einhergeht. So

zeigte zwar Honig Nr. 145 mit dem gréRten gemessenen PA-Gehalt von 0,135 ug/g, auch

PA-positiven
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den hdchsten Anteil an an Echium-Pollen (62%), jedoch wiesen andere Honige mit
erhdhten PA-Gehalten, wie z.B. die Proben Nr. 36 und Nr. 39 (mit 0,061 bzw. 0,071 ug/g)
nur geringe PA-Pollen auf (2% Echium spp. bzw. 2% Eupatorium spp.). Ein weiteres
Beispiel verdeutlicht diese Situation noch besser. Betrachtet man die Proben Nr. 21 und
176 mit deren identischen PA-Gehalten von je 0,096 ug/g und korreliert diese mit deren
mellisopalynologischen Daten, so stellt man fest, dass trotz identischen PA-Gehaltes die
Haufigkeiten der PA-Pollen mit 48% bzw. ca. 21% deutlich variieren.

Haufig drangen Pollen-Typen welche stark Uberreprasentiert vorliegen, wie z.B.
Eucryphia (Eucryphiaceae) oder Mimosa spp. (Mimosaceae), Pollen von PA-
produzierenden Pflanzen in den Hintergrund. Zudem kommen Pollen von PA-produzieren-
den Pflanzen aus der Familie der Asteraceae in aller Regel meist unterreprasentiert vor.
Eine Korrelation der nach DIN 10760 erhaltenen relativen Pollenhaufigkeit in Bezug zu
den gefundenen PA-Gehalten ist somit nicht gegeben. Dieses Ergebnis zeigt die Grenzen
einer Pollenanalyse zur Abschatzung der PA-Belastung, selbst fir denn Fall, dass ein
spezielles Augenmerk auf das Vorhandensein von PA-Pflanzenpollen gelegt wird. Ob die
Bestimmung der absoluten Pollenhaufigkeit eine Korrelation zulasst, ist noch nicht unter-
sucht.

Weiterhin wurde, wie bereits eingangs erwahnt, bei den 216 untersuchten Honigen
auch die im Etikett deklarierte Herkunft bzw. Pollenanalyse erfasst. Der grofte Anteil (94
Honige; davon 44 aus Deutschland) war demnach europaischen Ursprungs, gefolgt von
Honig aus ,EG- und Nicht-EG-Landern“. Wahrend bei dem erstgenannten Probenset
keine PA-positive Probe gefunden wurde, ergaben sich im zweiten Set mit 20% — im
Vergleich zu 10% im Durschnitt aller Proben — Uberproportional haufig PA-positive
Befunde. Erklaren lasst sich dies wahrscheinlich aus der Situation der
deutschen/europaischen Agrarlandschaft. PA-Pflanzen werden hier nur sehr sporadisch
wirtschaftlich genutzt, womit die Wahrscheinlichkeit gering ist, dass PA in den Honig
gelangen. Aus Sldeuropa (z.B. Spanien) sind zwar Echium-Vorkommen dokumentiert
(Sanz et al., 2004), dass sich dies nicht in den 94 europaischen Honigen niederschlagt,
liegt vermutlich daran, dass im Verhaltnis zu osteuropaischen oder auch
sudamerikanischen Landern nur geringe Mengen Honig aus Sideuropa nach
Deutschland importiert werden (vgl. Kapitel 2.2.3 und Tabelle 2-8).

Unter Berlcksichtigung des genotoxischen Potentials der PA, und der Tatsache,
dass fur Karzinogene keine Schwellenwerte benannt werden kénnen, da ja grundsatzlich
jede Dosis, wie gering sie auch sein mdge, zum Krebsrisiko beitragt, erscheint die
Betrachtung einer Ublicherweise konsumierten Portionsgrole eines einzelnen
Honigessers sinnvoller als die auf das gesamte Jahr betrachtete, tagliche

durchschnittliche Verzehrsmenge. Wahlt man die gewdhnliche Portionsgrofle (als
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Brotaufstrich oder als Sif3ungsmittel) mit 1-2 Teeldffeln, was einer Menge von 10-20 g
entspricht, so scheint dies auch unter dem Gesichtspunkt der handelstliblichen
Portionsverpackung von 20 g (bzw. von ,Honig-Sticks“ zum SiRen von Warmgetranken
mit 8 g Inhalt) nicht Ubertrieben.

Wirde man die derzeit in Deutschland geltenden Regularien fir Phytopharmaka
von 1 ug 1,2-ungesattigter PA und deren N-Oxide am Tag bei einer Aufnahmedauer von
maximal sechs Wochen anwenden, so wirden unter obigen Gesichtspunkten bei einer
Menge von 20 g drei Viertel der PA-postiven Honighandelsproben diesen Grenzwert
Uberschreiten. Weiterhin sollte berlicksichtigt werden, dass die hier dargestellten
Ergebnisse als Retronecin-Agivalente berechnet wurden, und somit nur den
Necinbasenteil, also ungeféahr die Halfte der in der Natur meist als komplexe
makrozyklische Diester oder offene Mono- bzw. Diester vorkommenden PA-Molekiile
darstellen. Demnach kénnte ein auf Retronecin-Aquivalente (MW: 155,19 g/mol) berech-
neter PA-Gehalt mit einem Faktor von ca. ,2“ mutlipiziert werden, um diesen in ein
Diester-Aquivalent, z.B. Senecionin (7) (MW: 335,39 g/mol) umzurechnen. Zudem werden
die zwar seltenen aber potentiell vorkommenden toxischen Otonecin- und Supinidin-
Ester-PA nicht von dieser Quantifizierungsart erfasst. Unter Berilicksichtigung dieser
Faktoren sind alle ermittelten PA-Gehalte eine Unterbewertung der tatsachlich
vorliegenende PA-Belastung und eine Multiplikation der Ergebnisse mit dem Faktor
L2° erscheint durchaus sachgerecht. Bei Anwendung dieses Faktors wirden alle PA-
positiven Proben den deutschen Grenzwert von 1 ug PA/Tag flr Phytopharmaka Uber-
schreiten.

Auch wenn es nach wie vor keinen Grenzwert fir PA in Lebensmitteln gibt, so
wurde der in den Niederlanden diskutierte mogliche Grenzwert von 0,1 ug PA pro 100 g (1
ppb) Lebensmittel (Van Engelen et al., 1997) im Falle der PA-positiven Honighandelspro-
ben weit Uberschritten werden. Desweiteren wirde von diesen die jingst in einer
Stellungnahme des BfR geforderte Nulltolleranz fiir Stoffe mit genotoxischen Effekten in
Lebens- und Futtermitteln ebenfalls nicht erflllt werden (BfR, 2007a).

Wie bereits erwahnt, werden fir Karzinogene keine Schwellenwerte benannt, da
davon ausgegangen wird, dass grundsatzlich jede Dosis zum Krebsrisiko beitragen kann.
Daher wird hierflr eine Dosis abgeleitet, bei der die zusatzliche Gefahr flir Krebs als
gleich null angenommen wird, dies entspricht statistisch maximal einer von einer Millionen
Personen bei lebenslanglicher taglicher Einnahme. Diese wird ,virtual safe dose® (VSD)
genannt und betragt flr die am starksten toxischen PA, abgeleitet von Riddelliin (37), 0,43
ng/kg Koérpergewicht/Tag (Van der Zee, 2005). Diese VSD ist Grundlage fir den
Grenzwert des maximal zulassigen Risikos (MTR). Dieser gilt fir karzinogene Effekte und

beschreibt eine Dosis, die bei ebenfalls lebenslanglichem taglichem Konsum unter 10.000
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Personen einen Krebsfall auslost. Er liegt demnach bei 43 ng/kg Korpergewicht/Tag (Van
der Zee, 2005). Zusatzlich lasst sich ein TDI fir nicht-karzinogene toxische Effekte von
100 ng/kg Koérpergewicht/Tag ableiten (Van der Zee, 2005). Dieser beschreibt die Dosis,
die bei einer lebenslanglichen taglichen Einnahme keine gesundheitlichen - im Detail
nicht-karzinogene - Effekte verursacht.

Fir die Diskussion der ermittelten PA-Gehalte wird folgender taglicher
Honigkonsum modellhaft herangezogen. Der tagliche, abgeleitete Pro-Kopfverbrauch liegt
derzeit in Deutschland bei 3 g. Unter Berlicksichtigung der in Kapitel 2.2.3 herangezo-
genen Argumentation, ist davon auszugehen, dass die deutsche Subpopulation - hier
angenommen mit 27,4 Mio. Personen (1/3 der Bundesbiirger) - der ,Honigesser” taglich
ca. 9 g Honig verzehrt. Innerhalb dieser Gruppe wird dariber hinaus noch die Gruppe der
,Honigliebhaber* mit einer angenommenen doppelten Konsummenge, also 18 g/Tag,
betrachtet. Diese Gruppe wird Uber die 95. Perzentile mit ca. 1,4 Mio. Personen
festgesetzt. Innerhalb dieser Gruppen werden noch die Szenarien der Aufnahme eines
Honigs mit der durchschnittlichen PA-Belastung aller untersuchten Honighandelsproben
von 0,005 pg/g (A) und der ausschliel3lichen Aufnahme des Honigs mit der groRten PA-
Belastung von 0,135 ug/g (B) bertiicksichtigt. Tabelle 3-2 gibt einen Uberblick auf die im
Folgenden betrachteten Konsumtypen (KT).

Tab. 3-2  Honigverzehr: Auflistung der betrachteten modellhaften Konsumtypen (KT)

mittlere PA-Belastung | hoéchste PA-Belastung
0,005 pg/g (A) 0,135 pg/g (B)
Aufnahme 3g/Tag KT 1A KT 1B
Aufnahme 9g/Tag KT 2A KT 2B
Aufnahme 18g/Tag KT 3A KT 3B

Allen Berechnungen wird eine durchschnittliche Person mit 75 kg Korpergewicht
zugrunde gelegt. Daraus ergeben sich die in Tabelle 3-3 aufgelisteten, errechneten PA-

Aufnahmen der einzelnen Konsumtypen.
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Tab.3-3  Rechnerisch im Modell ermittelte PA-Aufnahmen (Retronecin-Aquivalente) in ng/kg

Korpergewicht/Tag bei den aus Tabelle 3-2 festgelegten PA-Belastungen und Honig-

konsummengen

bei Honig der PA-Belastung (A)
in [ng/kg Korpergewicht/Tag]

bei Honig der PA-Belastung (B)
in [ng/kg Korpergewicht/Tag]

Konsumtyp 1 0,20 5,40
Konsumtyp 2 0,60 16,20
Konsumtyp 3 1,20 32,40

Schon auf den ersten Blick lasst sich anhand der Daten aus Tabelle 3-3 erkennen,
dass die VSD fir fast alle (modellhaften) Konsumtypen Uberschritten wird. Da, wie bereits
erwahnt, die hier zugrundeliegenden PA-Belastungen in Retronecin-Aquivalenten (MW:
155,19 g/mol), also nur dem Necinbaseanteil von in der Natur meist als komplexe
makrozyklische Diester oder offene Mono- bzw. Diester vorkommenden PA berechnet
sind, ist eine Umrechnung in Aquivalente eines durchschnittlichen makrozyklischen
Diesters als Reprasentant fur ein Gbliches PA gerechtfertigt. Als Modell-PA wird daher das
haufig vorkommende Senecionin (MW: 335,39 g/mol) gewahlt, der daraus resultierende
Umrechnungsfaktor liegt bei 2,16. Es ergeben sich somit fir den durchschnittlich und den
maximal belasteten Honig mit 0,011 pg/g (C) und 0,292 ug/g (D) neue, auf Senecionin
berechnete PA-Gehalte. KT3D vertritt damit

Konsumszenario. Tabelle 3-4 gibt die errechneten PA-Aufnahmen in Senecionin-Aquiva-

in hohem Mafle ein worst case-

lenten fur die einzelnen Konsumtypen an.

Tab.3-4  Rechnerisch im Modell ermittelte PA-Aufnahmen (Senecionin-Aquivalente) in ng/kg
Korpergewicht/Tag (75kg Person) bei den aus Tabelle 3-2 festgelegten PA-

Belastungen und Honigkonsummengen

bei Honig der PA-Belastung (C)
in [ng/kg Kdrpergewicht/Tag]

bei Honig der PA-Belastung (D)
in [ng/kg Kdrpergewicht/Tag]

Konsumtyp 1 0,44 11,68
Konsumtyp 2 1,32 35,04
Konsumtyp 3 2,64 70,08

Fir den realistischerweise eigentlich nicht existierenden bundesdurchschnittlichen
Konsumtyp 1 ergibt sich im Falle einer Aufnahme des in der Studie ermittelten durch-
schnittlich belasteten Honigs C (Szenario KT1C) eine Belastung die minimal Uber der
VSD liegt. Fir den nicht existierenden, theoretischen Fall des alleinigen lebenslanglichen

taglichen Konsums des maximal belasteten Honigs ergibt sich ein gegentiber der VSD um
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Faktor 27,2 gesteigertes Riskio. Beide fiir den Konsumtyp 1 betrachteten Szenarien
bleiben deutlich unter dem MTR. Das sich aus der VSD auf die Population der
Bundesrepublik ableitende Krebsrisiko liegt fir die Gruppen KT1C und KT1D bei 84 bzw.
2230 zusatzlichen Krebserkrankungen. Da es sich hier vermutlich nur um einen
theoretischen, auf die gesamte Bevdlkerung berechneten Konsumtyp handelt, ist diese
Erkenntnis nur von geringer Bedeutung. Anders gestaltet sich dies bei der Subpopulation
der Honigesser (KT2 und KT3).

Der Konsumtyp 2, die Gruppe der Honigesser, hier im Modell mit 27,4 Mio
Personen angenommen, setzt sich einem weit groReren Risiko aus. Fir die mdglichen
lebenslanglichen, taglichen Kontakte mit dem durchschnittlichen (KT2C) bzw. dem
maximal belasteten Honig (KT2D) ergeben sich gegeniliber der VSD um Faktor 3,1 und
81,5 gesteigerte Risiken. Beide bleiben allerdings, wie schon KT1C und KT1D, unterhalb
des MTR. Die sich aus der VSD ableitenden zusatzlichen Krebserkrankungen mussen fir
KT2C und KT2D mit 84 und 2233 angegeben werden. Somit verteilt sich das durch den
Konsum von PA-belasteten Honigen zuséatzlich entstehende bundesdurchschnittliche
Krebsrisiko auf die Gruppe der Honigesser, wodurch sich fur sie ein ca. dreifach erhdhtes
karzinogenes Risiko ergibt.

FUr die postulierten Honigliebhaber, hier im Modell mit 1,4 Mio Personen
angenommen, stellt sich die Situation komplexer dar. Die Konsumtypen KT3C und KT3D
liegen um die Faktoren 6,1 und 163 Uber der VSD. Zusatzlich Uberschreitet der worst
case-Konsumtyp KT3D das MTR um Faktor 1,6. In diesem Modellfall wiirde sich fur die
Liebhabergruppen KT3C und KT3D ein gesteigertes Risiko von 9 und 228 Krebserkran-
kungen fir diese Bevodlkerungsgruppe ergeben. Gegeniliber dem bundesdurchschnitt-
lichen Konsumtyps (KT1) resultiert ein sechfach erhdhtes karzinogenes Risiko.

Der von Van der Zee (2005) angegebene TDI von 100 ng/kg Korpergewicht/Tag
fur nicht-karzinogene Effekte wird bei keinem der betrachteten Szenarien Uberschritten.
Auch der von der FSANZ eingeflihrte ,provisional tolerable daily intake® von 1 ug/kg Koér-
pergewicht/Tag wirde durch keine der PA-positiven Honighandelsproben erreicht werden
(FSANZ, 2001).

Bei all den hier dargestellten Berechnungsbeispielen ist darauf hinzuweisen, dass
es sich lediglich um Modellannahmen handelt. Beispielsweise konnte die Subpopulation
der Honigesser einen wesentlich geringeren Teil als die hier angenommenen 33% der Be-
volkerung ausmachen. So wird diese z.B. in den Niederlanden, welche unter soziodemo-
graphischen Gesichtspunkten mit der Bundesrepublik Deutschland vergleichbar ist, durch
die 3. Nahrungsmittelverbrauchsschatzung mit nur ca. 5% der Bevdlkerung angegeben
(VCP3, 1997-1998). Dabei wurde festgestellt, dass von 6250 Teilnehmern 324 an einem

oder an beiden der zwei Bewertungstagen Honig konsumiert haben. Eine an die
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Niederlande angelehnte Annahme wuirde sich stark auf die oben angeflihrten
konsumierten Honigmengen und damit auch auf die PA-Aufnahmen auswirken. Auch die
sogenannten Extremkonsumenten oder Liebhaber einzelner Lebensmittelgruppen sind in
den oben angefihrten Beispielen nur gering berlcksichtigt. So weisen z.B. Extremkonsu-
menten von Honig weit hdhere tagliche Verzehrmengen als die angefiihrten 18 g/Tag auf.
Studien aus Australien berichten flr das Gros der Honigesser Aufnahmemengen flr
Kinder (2-4 Jahre) von taglich bis zu 28,6 g Honig und fir Jugendliche (13-19 Jahre) von
sogar 64,2 g (Australien Bureau of Statistics, 1995). Britische Kleinkinder konsumieren
vereinzelte Héchstmengen von bis zu 32 g Honig taglich, Schulkinder bis zu 60 g/Tag und
Erwachsene sogar bis zu 93 g/Tag (MAFF, 1995). Auch in der 2007 vom
Niederlandischen Nahrungsmittel- und Warenamt durchgefihrten Studie wird der
Honigliebhaber mit einem taglichen Konsum von 30 g angegeben (VWA, 2007).

Daraus und aus der Tatsache, dass die zwar seltenen aber potentiell vorkommen-
den toxischen Otonecin- und Supinidin-Ester-PA nicht von dieser Quantifizierungsart
erfasst werden, stellen alle hier angestellten Betrachtungen im Wesentlichen eine

Unterbewertung der tatsachlichen Situation dar.

3.2.2 Forschungshonige

Bei unseren folgenden Studien wurde das Augenmerk auf potentielle Risikohonige gelegt.
Zum einen erfolgte die Analytik von Honigen aus regionalen Gebieten mit Massenvorkom-
men an Senecio-Gattungen (siehe Kapitel 3.2.2.1), zum anderen wurden spezielle

Echium-Honige aus Neuseeland erfasst (vergleiche Kapitel 3.2.2.2).

3.2.21 Senecio-Honige

Senecio-Gattungen kommen in unseren Breiten seit Jahren immer haufiger vor.
Besonders die Gattungen Senecio jacobaea, Senecio vernalis und Senecio inaequidens
sind vor allem im Norden Deutschlands und im Nachbarland, den Niederlanden, verbreitet.
S. inaequidens stellt sogar eine invasive, gebietsfremde Pflanze dar, deren Ursprung in
Afrika liegt (BfN, 2009). Sie kam uUber die Hafenstadte nach Deutschland und hat sich
mittlerweile bis nach Mitteldeutschland insbesondere an Autobahnen und Eisenbahntras-
sen entlang ausgebreitet. Pflanzen der Gattung Senecio sind als besonders resistent be-
kannt und stellen sog. Pionierpflanzen dar, welche sich auf nahrstoffarmem und
trockenem Brachland, z.B. nach gréferen Bauvorhaben, schnell ansiedeln. Gerade die
grolien Massenvorkommen (s. Abbildung 3-14) von S. jacobaea werden in Nord-

deutschland immer haufiger in Verbindung mit jungsten Weidevieh bzw. Pferdever-
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giftungen gebracht. Interessensgemeinschaften forcieren daher eine Meldepflicht fir
solche Pflanzen (Arbeitskreis Kreutzkraut, 2009).

Abb. 3-14 Wildbestand von Senecio jacobaea auf einer Freiflache in der Nahe von Braunschweig
(eigene Aufnahme)

Senecio-Arten stellen jedoch nicht nur in nérdlicheren Gebieten Probleme fiir die
Landwirtschaft dar, so weist die Arbeitsgemeinschaft zur Forderung des Futterbaues
(AGFF) der Schweiz bereits seit 2002 auf die vermehrte Verbreitung von Senecio
jacobaea besonders auf Weiden hin, ausgel6st durch extensive Landnutzung sowie durch
Rationalisierungs- und OkologisierungsmalRnahmen im Strassen- und Bahnunterhaltungs-
dienst (AGFF, 2002). Durch das stetig wachsende Interesse fand jlingst eine Fachtagung
mit dem Hintergrund der Friherkennung des Kreutzkrautproblems statt, um eine Etablie-
rung des Jakobs-Kreuzkrauts auf Grunland zu unterbinden (JKI, 2009). Durch die derzeit
umgebremste Verbreitung der PA-haltigen Kreutzkrduter lag es also nahe, Honig aus
Gebieten mit Massenvorkommen von Senecio spp. einmal genauer zu betrachten.

Zur Gewinnung solcher Honige wurden in Zusammenarbeit mit Imkern gezielt Bie-
nenvolker in der Nahe von Senecio-Massenvorkommen angesiedelt. Diese konnten somit
wahrend der Blite (v.a. im Juli) diese Bestande anfliegen, hatten aber aufgrund von
bewusst fehlenden Netzen auch die Mdglichkeit, andere blihende Pflanzen als Nektar-
quellen anzufliegen. Insgesamt wurden 27 Honige dieser Art gewonnen und gezielt fur
Forschungszwecke eingesetzt und analysiert. Die Aufarbeitung und Analyse der Honige
erfolgte — die SIVA-Methode war zum Zeitpunkt der Analyse von uns noch nicht
vollstandig etabliert — gemall den Angaben in Kapitel 4.4.1.1.1 unter Standardisierung
mittels Heliotrin. Abbildung 3-15 gibt einen Uberblick tber die ermittelten PA-Gehalte der

PA-positiven Senecio-Honige.
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Abb. 3-15 PA-Gehalte der PA-positiven Senecio-Honigproben (berechnet als Retronecin-Aquiva-
lente). Ebenfalls angegeben ist die Standardabweichung aus Dreifachbestimmung.

Innerhalb dieser 27 Senecio-Honige erwiesen sich 23 Proben (85%) als PA-positiv
(Abbildung 3-15). Diese enthielten PA-Gehalte, berechnet als Retronecin-Aquivalente,
von 0,020-4,66 ug/g, bei einer durchschnittlichen Belastung von 0,756 pug/g. Die
Standard-Abweichungen aus Dreifachbestimmung lagen zwischen 0,005-0,800 ug/g (vgl.
Anhang Tabelle 7-10).

Die PA-Belastung der Senecio-Honige aus Regionen mit Senecio spp.-Massenvor-
kommen liegt damit um ein Vielfaches Uber den in Handelsproben festgestellten PA-
Gehalten (s. Kapitel 3.2.1). Ahnliches gilt auch fir die Haufigkeit der PA-positiven Befunde,
die mit 85% einer von nur 9% bei kommerziellen Proben gegenlber steht. Im Vergleich zu
bisher publizierten Daten ergibt sich ein nahezu geschlossenes Bild. Zwar sind die hier
mit bis zu 4,66 ug/g ermittelten Werte hdher als die bisher literaturbekannten PA-
Belastungen, jedoch zeigten PA-Bestimmungen in Honig mit S. jacobaea als Target
ohnehin mit bis zu 3,9 ug/g im Vergleich zu anderen Messungen, z.B. Echium spp.,
erhdhte PA-Gehalte (Deinzer et al., 1977; Crews et al., 1997). Auch erwiesen sich in einer
anderen Studie bei gezielter Honiggewinnung in Gebieten mit potenziellem S. jacobaea-
Bestand nur 46% (6 aus 13) im Vergleich zu den hier ermittelten 85% (23 aus 27) als PA-
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positiv (Crews et al., 1997). Dies lasst sich neben der bewussten und sorgfaltigen
Standortwahl unter anderem mit den heute im Vergleich zu damals weit groReren
Bestanden an S. jacobaea begrinden.

Die analog zu den Honighandelsproben durchgefiihrte Erhebung der mellisopalynolo-
gischen Daten einiger zufallig ausgewahlter PA-positiver Senecio-Honige nach DIN 10760
“Untersuchung von Honig - Bestimmung der relativen Pollenhaufigkeit* (siehe Kapitel 4.5)
bestatigte ein Auftreten von Senecio-Pflanzenpollen in den PA-positiven Senecio-Honigen.
Besonderes Augenmerk wurde erneut auf PA-produzierende Pflanzen der Familien
Asteraceae (Senecio und Eupatorium), Boraginaceae (z.B. Echium, Heliotropium,
Symphytum) und Fabaceae (hauptsachlich die Gattung Crotalaria) gelegt.

Tabelle 3-5 gibt einen Uberblick tiber die mellisopalynologischen Daten der PA-

positiven Senecio-Honige.

Tab. 3-5 Mellisopalynologische Daten der PA-positiven Senecio-Honige. Angegeben sind die
relativen Haufigkeiten der Pollen von PA-produzierenden Pflanzen sowie die geogra-
phische Herkunft der Proben.

geographische Herkunft
Probe Nr. Pollenanalyse

durch Pollenanalyse laut Etikett
S1 1,6% Senecio spp. Niederlande Niederlande
S2 n.n.? Niederlande Niederlande
S3 1,3% Senecio spp. Niederlande Niederlande
S5 0,6% Senecio spp. Niederlande Niederlande
S6 0,6% Senecio spp. Niederlande Niederlande
S7 1,0% Senecio spp. Niederlande Niederlande
S8 1,8% Senecio spp. Niederlande Niederlande
S12 1,4% Senecio spp. Niederlande Niederlande
S14 1,0% Senecio spp. Niederlande Niederlande
S$17 6,3% Senecio spp. Niederlande Niederlande
S24 0,6% Senecio spp. Niederlande Niederlande

a) n.n. = keine Pollen von PA-Pflanzen nachweisbar
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Das Bild der mellisopalynologische Daten erscheint im Vergleich zu den bei den
Handelshonigen festgestellten relativen Pollenhdufigkeiten von PA-Pflanzen, dort vor
allem Echium spp., unterschiedlich. Ein Vergleich mit Literaturdaten ergibt jedoch ein
stimmiges Bild. So hat man bereits in friheren Studien zu PA-Gehalten in Senecio-
Verdachtshonigen hohe PA-Konzentrationen bei relativ geringen Pollenhaufigkeiten von
Senecio spp. festgestellt.

So zeigten bereits Deinzer et al. (1977), dass ein hoher PA-Gehalt nicht mit einer
hohen relativen Haufigkeit an Senecio-Pollen einhergeht. Die in deren Studie maximal
belasteten Honige von 3,2 und 3,9 ug/g zeigten einen Senecio-Pollengehalt von 0,7%,
wahrend die Honige mit dem gréflten Auftreten an Senecio-Pollen von 2,6% nur 1,1 bzw.
1,4 ug/g PA-Gehalt aufwiesen. Auch Crews et al. bestatigten bei hohen PA-Gehalten von
bis zu 1,48 ug/g nur geringe relative Mengen an Senecio-Pollen (Crews et al., 1997),
verglichen mit den bei den Handelshonigen (s. Kapitel 3.2.1) festgestellten relativen
Pollenhaufigkeiten. Weiterhin bestatigt sich auch in den hier ermittelten Daten die bereits
bei den Handelshonigen fehlende Abhangigkeit des PA-Gehaltes von der nachgewiesen
PA-Pollenhaufigkeit. So zeigte der mit 4,66 pg/g maximal PA-belastete Honig S12 mit
1,4% Senecio-Pollen eine im Vergleich zum restlichen Datenset mittlere Pollenhaufigkeit,
wahrend der Honig mit der hdchsten ermittelten Senecio-Pollenhaufigkeit von 6,34%, S17
mit 0,107ug/g nur einen geringen PA-Gehalt aufwies.

Diese Studie reprasentiert einen speziellen Fall, ndmlich dass regionale Imker in
einem Gebiet mit Senecio-Massenvorkommen ansassig sind und ihre Bienenvélker in de-
ren unmittelbarer Nahe zur Honiggewinnung aussetzen. Anders als bei der industriellen
Honigverarbeitung findet beim Hobby-/Nebenerwerbsimker keine Vermengung mit gréRe-
ren Mengen unterschiedlicher Honigsorten statt, weshalb nicht zuletzt beim Kauf eines
Honigs vom ortsansassigen Imker die Mdglichkeit besteht, einen z.T. aus Pflanzen der
Gattung Senecio gewonnenen Honig zu konsumieren. Daher wurde auch hier eine
Risiokoabschatzung analog zu der bei den Honighandelsproben unter Punkt 3.2.1
durchgefiihrten vorgenommen. Als PA-Belastungen der einzelnen Honige werden die
niedrigste gemessene Belastung (0,020 ug/g) der Durchschnitt aller vermessenen Proben
(0,644 ug/g) und die maximal belastete Honigprobe (4,66 ug/g) fur die Konsumtypen 1-3
festgelegt.

Zur Vergleichbarkeit der Daten und vor dem Hintergrund der unter Kapitel 3.2.1
erlauterten Griinde werden auch hier die als Retronecin-Aquivalente berechneten PA-
Gehalte in Senecionin-Aquivalente umgerechnet. Somit ergeben sich firr die niedrigste,
die durchschnittliche und die hdchste Belastung umgerechnete PA-Gehalte von 0,043
pa/g (E), 1,39 pa/g (F) und 10,07 pg/g (G). Konsumenten (KT1-3) mit der Aufnahme F

reprasentieren, durch die Berlicksichtigung der Wahrscheinlichkeit fir einen PA-belaste-
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ten Honig, eine durchschnittliche PA-Aufnahme bezogen auf alle analysierten Honige, die
wahrend der Blutezeit von Senecio aus Gebieten mit Senecio-Massenvorkommen
gewonnen wurden. KT3G vertritt als modellhafter Konsument eines hochbelasteten
Senecio-Honigs in hochstem Male ein, wenn auch sehr unwahrscheinliches, worst case-
Konsumszenario. Tabelle 3-6 gibt die errechneten PA-Aufnahmen in Senecionin-Aquiva-
lenten flr die einzelnen Konsumtypen an.

Tab.3-6  Rechnerisch, im Modell ermittelte PA-Aufnahmen (Senecionin-Aquivalente) in ng/kg

Kdrpergewicht/Tag (75kg Person) bei den festgelegten PA-Belastungen und Honigkon-
summengen

bei Honig der
PA-Belastung (E)
in [ng/kg KG/Tag]

bei Honig der
PA-Belastung (F)
in [ng/kg KG/Tag]

bei Honig der
PA-Belastung (G)
in [ng/kg KG/Tag]

Konsumtyp 1 1,72 55,60 402,80
Konsumtyp 2 5,16 166,80 1208,40
Konsumtyp 3 10,32 333,60 2416,80

Auf den ersten Blick ist erkennbar, dass fir alle ermittelten PA-Aufnahmen Uber-
schreitungen der VSD und zum GroRteil auch Uberschreitungen des MTR vorliegen. Die
Beurteilung der jeweiligen Daten ist vor dem Hintergrund der ,speziellen“ Honigproben je-
doch nicht trivial.

Der bundesdurchschnittliche Konsumtyp 1 mit einer taglichen Honigaufnahme von 3 g
erfahrt hierbei die geringste Belastung. Selbst im Falle des ausschliel3lichen Konsums des
durchschnittlich belasteten Senecio-Honigs (KT1F) wiirde der TDI von 100 ng/kg KG/Tag
(Van der Zee, 2005) fir nicht-karzinogene Effekte noch nicht Uberschritten werden.
Jedoch ist aufgrund des genotoxischen Potentials der PA ein gesteigertes karzinogenes
Risiko zu verzeichnen. Die Uberschreitung des MTR erfolgt im Falle von KT1F und KT1G
um das 1,3- bzw. 9,4-fache. Somit ware im Modellfall von 10616 bzw. 76907 zusatzlichen
karzinogenen Erkrankungen auszugehen. Da dieses Konsumszenario, wie bereits
mehrfach erlautert, nicht dem Konsumverhalten in Deutschland entspricht, missen
vielmehr die Konsumtypen 2 und 3 betrachtet werden.

Innerhalb dieser Konsumtypen geht der gesteigerte tagliche Honigkonsum mit einem
héheren gesundheitlichen Risiko flr diese Konsumentengruppe einher, so dass mit karzi-
nogenen Erkrankungen und nicht-karzinogenen toxischen Erscheinungen zu rechnen ist.
Die Betrachtung der Daten bleibt erneut modellhaft, da bisher keine aussagekraftigen
Erhebungen zur Verbreitung solcher Honige mit den entsprechenden PA-Gehalten

vorliegen. Generell weisen die modellhaften Konsumgruppen ,Honigessser* (KT2) und
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~Honigliebhaber® (KT3) ein drei- bzw. sechsfaches Risiko fir karzinogene und nicht-
karzinogene toxische Effekte gegeniber dem durchschnittlichen Verbraucher in
Deutschland auf.

Der von der FSANZ eingeflihrte und als sehr hoch betrachtete, ,provisional
tolerable daily intake® von 1 ug/kg Korpergewicht/Tag (FSANZ, 2001) wirde durch die
beiden Konsumtypen KT2 und KT3 im Falle des taglichen Verzehrs des maximal
belasteten Honigs (KT2G & KT3G) erstmals Uberschritten werden.

Diese Modellberechnungen stehen auch weiterhin im Gegensatz zu der Tatsache,
dass auf Grund des genotoxischen Potentials keine Schwellenwerte benannt werden
konnen, da jegliche, auch einmalige, noch so grol’e Dosis zur Belastung beitragt. Ein
Vergleich mit nahe liegenden Bestimmungen, wie z.B. des in Deutschland gultigen
Grenzwerts fir Phytopharmaka von 1 ug PA/Tag bei einer Anwendungsdauer von
maximal sechs Wochen (Bundesgesundheitsamt, 1992), erscheint aus Mangel an
Regulierungen im Lebensmittelbereich als sinnvoller. Modellhaft kdnnte man also bei
sechswochiger Anwendungsdauer eine Gesamt-PA-Aufnahme von 42 ug als tolerierbar
erachten. Fur die Konsumgruppen KT2 und KT3 wirde eine solche Betrachtung bedeuten,
dass innerhalb der festgelegten sechs Wochen der tagliche Konsum des minimal
belasteten Honigs (E) nicht zu einer Uberschreitung des Grenzwertes fiihrt. Anders stellt
sich dies jedoch flur die Honige F und G dar. KT2 wirde bei nur viermaligem Konsum des
durchschnittlich belasteten Honigs F innerhalb der sechs Wochen den Grenzwert
Uberschreiten, fur KT3 ware dies schon nach zweimaligem Konsum der Fall. Der
unwahrscheinliche Fall des maximal belasteten Honigs G wirde dazu fihren, dass flr
KT2 und KT3 ein einmaliger Konsum innerhalb dieser sechs Wochen zur Grenz-
wertluberschreitung ausreicht. Bedenkt man jetzt noch den rechtlichen Hintergrund des
Grenzwertes, der nur im nachgewiesenen Fall eines gesundheitsférdernden Effektes des
Arzneimittels die Aufnahme von PA toleriert, so muss auch diese Betrachtung in Bezug

auf das Lebensmittel Honig relativiert werden.

3.2.2.2 Echium-Honige

Im weiteren Verlauf der Studien zum PA-Gehalt in Honigen wurden auch Echium-Honige
betrachtet. Dieses Vorgehen lag nahe, da in den allermeisten Fallen, wenn PA in Honig-
handelsproben gefunden wurden, auch Pollen von Echium spp. prasent waren. Echium
spp., auch als ,blue borago“ bekannt, ist eine ertragreiche Nektarpflanze deren Honig als
besonders lieblich und fein im Geschmack gilt (Edgar et al., 2002; Beales et al., 2004).
Honige von Echium spp. sind. vor allem aus Australien und Neuseeland bekannt (Beales
et al., 2004; Betteridge et al., 2005). In Deutschland kann der Bezug solcher Honige Uber

Spezialitatengeschafte oder den Internethandel erfolgen. Die gepriften acht neuseelan-
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dischen, sortenreinen Echium-Honige (siehe Kapitel 4.1.3.4.1) wurden gemal den
Angaben in Kapitel 4.4.1.1.2 standardisiert und aufgearbeitet.
Abbildung 3-16 gibt die in den Echium-Honigen mittels SIVA ermittelten PA-

Gehalte, berechnet als Retronecin-Aquivalente, wieder.
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Abb. 3-16 PA-Gehalte der gepriften Echium-Honigproben (berechnet als Retronecin-Aqui-
valente). Ebenfalls angegeben ist die Standardabweichung aus Dreifachbestimmung.

Die PA-Gehalte der vermessenen Proben lagen zwischen 0,334 und 0,520 ug/g,
es resultierte ein Mittelwert von 0,407 ug/g (vgl. Anhang Tabelle 7-11). Die Standard-Ab-
weichungen aus Dreifachbestimmung lagen zwischen 0,003-0,084 ug/g. Damit erwiesen
sich die sortenreinen Echium-Honige erwartungsgemal deutlich starker belastet — im
Mittel um Faktor 6,5 - als die Honighandelsproben. Ein Blick auf die
mellisopalynologischen Daten lasst ein solches Ergebnis nicht unbedingt erwarten. Denn
es korrelliert weder der mittlere Faktor von 6,5, um den die Echium-Honige starker PA-
belastet sind als die Honighandelsproben mit deren entsprechenden zugrundeliegenden
Pollengehalte, noch ein hoher Gehalt an PA bei den hier vermessenen Echium-Honigen
per se mit einem hohen relativen Gehalt an Echium-Pollen. So zeigte zwar — analog den
PA-belasteten Honighandelsproben — der maximal belastete Honig E8 mit 80% Echium
spp. Pollen auch den hdchsten relativen Gehalt an PA-Pflanzen-Pollen, jedoch zeigte die
Probe mit der zweithéchsten Belastung E6 mit 61% mit den niedrigsten relativen Echium-
Pollengehalt im Probenset der Echium-Honige. Damit wies sie einen nahezu identischen
relativen Echium-Pollengehalt auf wie die maximal belastete Honighandelsprobe Nr. 145
(s. Kapitel 3.2.1). Dennoch liegt der PA-Gehalt mit 0,449 ug/g ca. um ein 3,5-faches Uber
dem der Probe Nr. 145 mit 0,135 pg/g. Allen hier untersuchten Echium-Honigen ist
gemeinsam, dass sie sowohl einen erhdohten PA-Gehalt, als auch einen hohen relativen

Anteil an PA-Pflanzen-Pollen zeigen. Somit waren bei PA-positiven Honigproben nahezu
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immer PA-Pflanzen-Pollen prasent (vgl. Kapitel 3.2.1 und 3.2.2.1). Daher kdnnte eine
relative Pollenanalyse nach DIN 10760 zwar als Indiz auf das Vorhandensein von PA
dienen, eignet sich jedoch zur quantitativen Risikoabschatzung nur magig.

Tabelle 3-7 gibt einen Uberblick auf die bei den Echium-Honigen ermittelten

mellisopalynologischen Daten.

Tab. 3-7  Mellisopalynologische Daten der PA-positiven Echium-Honigen. Angegeben sind die
relativen Haufigkeiten der Pollen von PA-produzierenden Pflanzen sowie die geogra-
phische Herkunft der Proben.

geographische Herkunft

Probe Nr. Pollenanalyse

durch Pollenanalyse laut Etikett
E1 61% Echium spp. Neuseeland Neuseeland
E2 62% Echium spp. Neuseeland Neuseeland
E3 62% Echium spp. Neuseeland Neuseeland
E4 68% Echium spp. Neuseeland Neuseeland
E5 66% Echium spp. Neuseeland Neuseeland
E6 61% Echium spp. Neuseeland Neuseeland
E7 72% Echium spp. Neuseeland Neuseeland
E8 80% Echium spp. Neuseeland Neuseeland

Auch im Vergleich zu bisher publizierten, auf PA aus Echium spp. bezogene PA-
Gehalte in Honig ergibt sich ein geschlossenes Bild, insbesondere wenn man bedenkt,
dass die hier ermittelten Werte als Retronecin-Aquivalente berechnet wurden. So hat
bereits 1981 die Gruppe um Culvenor in finf Proben PA von Echium plantagineum im
Bereich von 0,27-0,95 ug/g gefunden (Culvenor et al., 1981). In der Studie von Beales et
al. erwiesen sich alle gepriiften 29 Proben — sie wurden durch Imker PA-produzierenden
Pflanzen zugewiesen — PA-positiv mit Gehalten von 0,033-2,2 ug/g. Auch hier war die
Analytik auf PA aus Echium plantagineum sowie zwei Heliotropium-Arten limitiert (Beales
et al., 2004). Die bisher hochsten gemessenen PA-Gehalte, bezogen auf Echium spp.
wurden jlingst von Betteridge et al. ermittelt. In dieser Studie zeigten 7 von 9 Honigen aus
Echium vulgare PA-Gehalten von 0,017-2,85 ug/g (Betteridge et al., 2005).

Da sortenreine Echium-Honige im deutschen Handel zwar selten sind, aber unter

Liebhabern durchaus ihre Abnehmer finden, ist auch in diesem Fall eine modellhafte Risi-



3 Ergebnisse und Diskussion 79

koabschatzung angebracht. Unter Beriicksichtigung der in Kapitel 3.2.1 erlauterten Daten
werden hierflr erneut die Konsumtypen 1-3 betrachtet. Als PA-Belastungen werden, da
sich alle vermessenen Echium-Honige als PA-positiv erwiesen, der niedrigste ermittelte
PA-Gehalt (0,334 ug/g) der mittlere PA-Gehalt (0,407 ug/g) und der héchste PA-Gehalt
(0,520 ug/g) herangezogen.

Zur Vergleichbarkeit der Daten und vor dem Hintergrund der unter Kapitel 3.2.1
erlauterten Griinde werden auch hier die als Retronecin-Aquivalente berechneten PA-
Gehalte in Senecionin-Aquivalente umgerechnet. Somit ergeben sich fir die niedrigste,
mittlere und héchste Belastung umgerechnete PA-Gehalte von 0,722 ug/g (H), 0,880 ug/g
() und 1,12 pg/g (J). KT3J vertritt als modelhafter Honigliebhaber eines sortenreinen PA-
Pflanzenhonigs in hochstem Malie ein worst case-Konsumszenario. Tabelle 3-8 gibt die

errechneten PA-Aufnahmen in Senecionin-Aquivalenten fiir die einzelnen Konsumtypen

an.

Tab. 3-8  Rechnerisch im Modell ermittelte, PA-Aufnahmen (Senecionin-Aquivalente) in ng/kg
Korpergewicht/Tag (75 kg Person) bei den festgelegten PA-Belastungen und Honig-
konsummengen

bei Honig der bei Honig der bei Honig der

PA-Belastung (H)
in [ng/lkg KG/Tag]

PA-Belastung (1)
in [ng/kg KG/Tag]

PA-Belastung (J)
in [ng/kg KG/Tag]

Konsumtyp 1 28,88 35,20 44,80
Konsumtyp 2 86,64 105,60 134,40
Konsumtyp 3 173,28 211,20 268,80

Die Beurteilung der hier im Modell ermittelten Daten ist auf Grund der
zwiespaltigen Vorraussetzungen schwierig. Zum einen ist KT1 eine realistischerweise
eigentlich nicht existierende bundesdurchschnittliche Bevdlkerungsgruppe, und zum
anderen ist der Verzehr der sortenreinen, hochbelasteten Echium-Honige als eher selten
einzustufen. Aufgrund dieser Tatsache sind auch die ermittelten Werte fir KT2 und KT3
aulerst wage, wenn auch eher ein Liebhaber zu einem solchen Honig greifen wiirde als
der Durchschnittskonsument.

Far den Konsumententyp 1 besteht aufgrund der geringsten taglichen Aufnahme-
menge das kleinste Risiko. Aber auch er Uberschreitet fir die einzelnen Szenarien H-J die
VSD erheblich. Aus der Definition der VSD wirden somit fur die Gruppen KT1H, KT11 und
KT1J 5514, 6721 und 8554 zusatzliche Krebserkrankungen bei lebenslanglichem,
taglichem Konsum resultieren. Auch das MTR wird durch die Konsumenten KT1J leicht

Uberschritten.



80 3 Ergebnisse und Diskussion

Der modellhafte Konsumtyp der Honigesser (KT2) setzt sich, bedingt durch den
erhohten taglichen Konsum, einem stark erhdhten Risiko aus. Bei der hier zugrunde lie-
genden dreifachen Aufnahmemenge wiirde demnach auch das Risiko der Gruppen KT2H,
KT2l und KT2J fur karzinogene Erkrankungen um den Faktor 3 ansteigen. Das MTR wird
von allen drei Fallen um mehr als das Doppelte Uberschritten. Dies wirde fiir die
Subpopulation der Honigesser in 5521, 6729 bzw. 8564 Krebserkrankungen resultieren.
Fir die Gruppen KT2l und KT2J ist erstmals der TDI fir nicht-karzinogene toxische
Effekte  Uberschritten, womit in diesen Konsumtypen auch mit anderen
gesundheitsschadlichen, z.B. akut-toxischen Effekten zu rechnen sein muss.

Der postulierte Honigliebhaber setzt sich, wie auch in den vorangegangenen
Betrachtungen, erneut dem gréften Risiko aus. Im Modellfall wirden diese 1,4 Mio
Konsumenten, bedingt durch die Uberschreitungen der VSD und des MTR, fur die
Gruppen KT3H, KT3l und KT3J ein Risiko von zusatzlichen 564, 688 und 875
Krebserkrankungen auf sich nehmen. Das potentielle Risiko wirde sich durch diesen
Genuss im Vergleich zur durchschnittlichen Bundesbevolkerung versechsfachen. Der fur
stark toxische PA geltenden TDI wéare von allen KT3-Typen deutlich Uberschritten,
wodurch auch fir diese mit weiteren nicht-karzinogenen, gesundheitsschadlichen Effekten
zu rechne ware.

Der von der FSANZ eingefihrte ,provisional tolerable daily intake* von 1 ug/kg
Kdrpergewicht/Tag wirde durch keinen der PA-positiven Echium-Honige erreicht werden
(FSANZ, 2001). Jedoch raten gerade die australischen Behdrden, aufgrund des erhdhten
Gesundheitsrisikos von einem taglichen Genuss von Honigen aus Echium plantagineum
ab (FSANZ, 2004).

Diese hier angefiihrten Modellberechnungen stehen im Gegensatz zu der
Tatsache, dass auf Grund des genotoxischen Potentials ohnehin keine Schwellenwerte
benannt werden kénnen, da jegliche, auch einmalige, noch so grofe Dosis zur Belastung
beitragt. Aus Mangel an Regulierungen im Lebensmittelbereich, bleibt ohnehin nur der
Vergleich mit anderen, naheliegenden Bestimmungen. Eine Uberschreitung des in
Deutschland fir Phytopharmaka giltigen Grenzwerts von 1 ug PA/Tag bei einer
Anwendungsdauer von maximal sechs Wochen ware schon im Falle eines durchnittlichen
Verzehrs von 3 g/Tag (BMELV, 2007) bei allen vermessenen Echium-Honig-Proben,
wenn man die Berechnung in Senecionin-Aquivaltene zugrunde legt, um mindestens das
Doppelte gegeben. Unter der Berlcksichtigung, dass dieser nur fir die Anwendungsdauer
von maximal sechs Wochen gultig ist bzw. bei einer langeren Anwendungsdauer auf 0,1
ug PA/Tag korrigiert wird, sowie die zugrundeliegende Verzehrszahl aber auf das

gesamte Jahr ermittelt wurde, ist die Uberschreitung als extrem unterbewertet anzusehen.
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Fir den speziellen Fall der Echium-Honige stellen diese Ergebnisse einen noch
groliere Unterschatzung der vermeintlichen PA-Gehalte dar, als die in den Kapiteln 3.2.1
und 3.2.2.1 beschriebenen Ergebnisse, da das in Echium-Arten hauptsachlich
vorkommende PA Echimidin (Beales et al., 2004; Betteridge et al., 2005), eine
Molekularmasse von 397,46 g/mol aufweist und daher ein weit grofierer Umrechenfaktor

von Néten ware, als die Umrechnung in Senecionin-Aquivalente mit sich bringt.

3.3 Bestimmung von Pyrrolizidinalkaloiden in Pollen

3.3.1 Vergleich der Analysenmethoden fiir native Pollen und Pollenprodukte

Fur die Bestimmung von PA in nativen Pollen und Pollenprodukten waren zwei unter-
schiedliche analytische Methoden einzusetzen. Im Falle der nativen Pollen mit PA-
Gehalten im mg/g-Bereich war die etablierte Standardprozedur fiir die Bestimmung von
PA in Pflanzenteilen in héheren Konzentrationen mittels EIMS-Scan-Modus (siehe Kapitel
4.6.2 und 4.6.3) ausreichend. Unter diesen Bedingungen ist der Einsatz von Fullscan-MS
empfindlich genug um auch Minor-PA zuverldssig zu indentifizieren. Im Falle
kommerzieller Pollenprodukte ist der interessierende Konzentrationsbereich jedoch ca.
um einen Faktor von 1000 (ug/g) reduziert. In diesem Fall wirde eine Analytik nach
bestehenden Standardverfahren wie sie bei der Analyse von Pflanzenteilen zum Einsatz
kommen, keine verwertbaren Daten generieren. Aus diesem Grund wurde fir
Pollenproben des Handels die bereits fir Honig etablierte, empfindlichere Methode zur
analytischen Erfassung von PA im SIM-EIMS-Modus entsprechend der neuen Matrix
angepasst (vergleiche Kapitel 3.1.3 und 4.4.1.2).

Um die Verlasslichkeit der Methoden sowie die Vergleichbarkeit der daraus
erhaltenen Daten zu Uberprifen, wurde eine Probe von nativem Senecio vernalis-Pollen
jeweils dreifach mit beiden Methoden aufgearbeitet und analysiert. Die Ergebnisse der
EIMS-Scan-Methode (native Pollen) und der SIM-EIMS-Methode (Pollenprodukte) waren
mit 4,05 + 0,15 mg/g und 3,96 + 0,42 mg/g, berechnet als Senecionin-Aquivalente, in
guter Ubereinstimmung.

Bei Einsatz der Methodik flr native Pollen kdnnen die analysierten Verbindungen
auch strukturell identifiziert werden, wahrend die Technik fir Pollenprodukte eine
empfindlichere und selektivere Mdglichkeit zur Erfassung von PA im Spurenbereich
darstellt. Durch die Analyse im SIM-EIMS-Modus sind keine weiteren Informationen, wie
z.B. Uber den botanischen Ursprung des Materials notwendig. Jede der beiden
eingesetzten Methoden reprasentiert somit eine verlassliche Moglichkeit zur Bestimmung

von PA, abhangig vom analytischen Problem oder dem Anwendungsgebiet.
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3.3.2 Native Pollen
Obwohl bereits in jingsten Publikationen (Boprré et al., 2005; Boppré et al., 2008) das

Vorhandensein von PA in Pollen von PA-Pflanzen belegt wurde, ist die Datenlage
weiterhin limitiert. Die hier durchgefuhrte Studie hatte das Ziel, native Pollen von allen
bedeutenden PA-Pflanzenfamilien zu betrachten. Als Reprasentanten hierfir wurden
nativen Pollen von Senecio vernalis (Asteraceae), S. jacobaea (Asteraceae), Eupatorium
cannabinum (Asteraceae), Echium vulgare (Boragniaceae), Crotalaria juncea (Fabaceae),
C. sagittalis (Fabaceae) und Phalaenopsis hyprid (Orchidaceae) gewahlt. Diese wurden
groflitenteils aus Wildbestanden bezogen (vgl. Kapitel 4.1.3.2) und der native Pollen
gemall den Angaben in Kapitel 4.6.1 gewonnen. Vor der PA-Extraktion wurden die
Pollenproben durch mehrfaches Waschen mit Cyclohexan gereinigt, um sicherzustellen,
dass nur die Pollen und kein anderweitiges Pflanzenmaterial analysiert werden. Die
Reinigung mit Cyclohexan erwies sich als sinnvoll, da Pollen ein anderes Sedimentier-
verhalten besitzen, als begleitende Pflanzenbruchstlicke, die sich viel schneller absetzen.
Die dadurch gewonnenen reinen Pollenfraktionen wurden zusammengefiihrt, das orga-
nische Losemittel wurde abfiltriert und die Reinheit der Pollen durch Lichtmikroskopie
bestatigt. Die PA-Extraktion und -Analyse erfolgten in Anlehnung an eine bereits publi-
zierte Methodik (Hartmann und Toppel, 1987) analog Kapitel 4.6.2 und 4.6.3. Abgesehen
von C. juncea und C. sagittalis der Pflanzenfamilie Fabaceae, konnten in allen
Pflanzenfamilien PA in Pollen und Blite detektiert werden. Die hierbei identifzierten PA
zeigten eine Ubereinstimmung mit bereits fur die jeweilige Pflanze bekannten PA (vgl.
Tabelle 3-9). Tabelle 3-9 zeigt die in Bliten und nativen Pollen ermittelten PA-Gehalte,

sowie den Anteil der N-Oxide am Gesamtgehalt.

Tab. 3-9  PA-Gehalte und PA-N-Oxid-Anteile in Pollen und Bliten der untersuchten PA-haltigen

Pflanzen
Pollen Bliite bzw. Bliitenkopf
Pflanzenart GZ‘I?;It P:r;tNe-lcl)::: i GZ‘I?;It P:r;t'\tle-lcl):rl: i identifizierte PA
[mg/g] PA-Gehalt Img/g] PA-Gehalt
[%] [%]
Senecio vernalis 4,07 71% 2,29 84% vgl. Abbildung 3-18
Senecio jacobaea 3,30 95% 3,37 74% Witte et al., 1992
Eupatorium cannabinum 0,61 83% 4,23 69% a)
Echium vulgare 0,93 81% 2,02 98% El-Shazly et al., 1996
Crotalaria juncea nv.? n.v.? n.d.? n.d.?
Crotalaria sagittalis n.d.? n.d.? n.d.? n.d.?
Phalaenopsis hybrid * 0,57 0% 4,38 3% Frélich et al., 2006
a) Rinderin (46%; 52), Intermedin (31%; 53), Echinatin (23%; 54)

b) Pollinien
c) n.v. = nicht vorhanden
d) n.d. = nicht detektiert
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Die von uns fur native Pollen mittels HRGC-FID/NPD ermittelten Daten liegen in
derselben GréRRenordnung wie die zuvor mittels LC-MS publizierten Gehalte (Boppré et al.,
2008). Der fur E. vulgare-Pollen bestimmte PA-Gehalt liegt in etwa ein Zehntel niedriger
als die von Boppré et al. (2005) festgestellten PA-Mengen, sind aber nahe an den spater
publizierten Daten fir Pollenladungen von Honigbienen (Boppré et al., 2008). Die Pollen
und Bliten der beiden Crotalaria-Arten waren frei von PA. Ob Crotalaria Pollen generell
PA-frei sind, bleibt ungewiss. Auf der einen Seite gelang es nicht, aus den zur Verfligung
stehenden Samen C. juncea-Pflanzen mit mannlichen Blitenteilen zu ziehen. Auf der
anderen Seite sind gerade flr Crotalaria spp. einige Beispiele bekannt, bei denen PA
nicht gleichmallig Gber alle Pflanzenteile verteilt sind (Kaleb Asres et al., 2004; Ji et al.,
2005). Mdoglicherweise war auch gerade die hier verwendete C. sagittalis Varietat
zufalligerweise frei von PA in den analysierten Pflanzenteilen, obwohl in den Samen
Monocrotalin (9) in Spuren detektiert werden konnte (nicht dargestellt).

In Pollen und Bliten der analysierten Asteraceen wurden PA vorwiegend als N-
Oxide nachgewiesen. Einzig die Pollinien der Phalaenopsis wiesen nur die tertidre Form
der PA auf (vgl. Tabelle 3-9). Im Allgemeinen war die qualitative Zusammensetzung der
individuellen PA-Muster in Pollen und Blite identisch, jedoch differierten diese in ihrer
relativen Zusammensetzung. Um dies detailierter zu prufen wurde die bereits zur Metho-
denentwicklung eingesetzte Modellpflanze S. vernalis genauer betrachtet, nicht zuletzt, da
sich fur sie das Sammeln der Pollen als hocheffizient herausstellte.

Wildpopulationen blihender S. vernalis-Pflanzen von vier verschiedenen Standor-
ten mit jeweils ca. 40-60 Einzelpflanzen wurden einmal pro Woche abgeerntet. Aufgrund
der Tatsache, dass die PA-Biosynthese in den Wurzeln von S. vernalis lokalisiert ist,
wurden die Proben in zwei Gruppen unterteilt, einmal in abgeschnittene Pflanzen und
einmal in Pflanzen komplett mit Wurzelstock. Die wochentliche Pollenproduktion jeder
Gruppe wurde zusammengefasst und nach vorangeganener Cyclohexanwaschung
gemal den Angaben in den Kapiteln 4.6.2 und 4.6.3 auf ihren PA-Gehalt hin analysiert.
Der vereinigte organische Losemittelriickstand des Waschschrittes, der die Wachsschicht
der Pollen enthielt, wurde separat untersucht. Diese Studie wurde Uber einen
Gesamtzeitraum von drei Wochen durchgefiihrt, entsprechend der Hauptblitezeit von S.
vernalis. Die von zwolf individuellen S. vernalis-Proben erhaltenen Datensets zeigten fir
Pollen oder Bliten keine signifikanten Unterschiede im PA-Gehalt oder den individuellen
PA-Verhaltnissen in Bezug auf Ernteort, Zeitpunkt der Ernte, Haltung mit Wurzel oder
Haltung ohne Wurzel. Allerdings ergaben sich bei den beiden Probensets zwischen Pollen
und Bluten signifikante Unterschiede (vgl. Abbildung 3-17 sowie Anhang Tabellen 7-12
und 7-13).
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Abb. 3-17 PA-Gehalte (A) und PA-N-Oxid-Anteile (B) in Pollen und Bliten von Senecio vernalis.
Die Querstriche zeigen Mittelwert (+ SD), Minimum und Maximun der Messungen
(n=12). Die gelbe Farbe zeigt die in der Waxschicht der Pollen gefundene Menge an
PA.

Der Maximalgehalt reichte bis zu 5,23 mg/g, jedoch war im Allgemeinen der PA-
Gehalt im Pollen ca. doppelt so hoch wie in den Bluten (vgl. Anhang Tabelle 7-12).
Desweiteren unterschied sich die PA-Zusammensetzung zwischen Bluten und Pollen.
Das PA-Muster von Pollen war hauptsachlich von Senciphyllin (36) gepragt, wahrend
Retrosin (30) und Usaramin (55) nur in Bluten detektiert werden konnten (vgl. Anhang
Tabellen 7-14 und 7-15). Abbildung 3-18 zeigt, neben den in S. vernalis detektierten PA,

die Zusammensetzung der PA-Muster in Pollen und Bliten.
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Int = Integerrimin (31), PA 2 = unbekanntes PA, Senk = Senkirkin (26), Ret = Retrorsin (30), Usa = Usaramin (55).

Abb. 3-18 Detektierte PA (A), Verteilung der einzelnen PA in Pollen (B) und Bliten (C). Die
Querstriche zeigen Mittelwert (+ SD), Minimum und Maximun der Messungen (n=12).
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Die Biosynthese von Senecionin ist in der Wurzel lokalisiert (Hartmann und Toppel,
1987), es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die Variationen in den PA-
Mustern zwischen Pollen und Bluten durch Unterschiede im Transport bedingt sind.
Jedoch scheint es, dass die Zunahme an Seneciphyllin in Pollen durch eine pollen-
spezifische Umwandlung von Senecionin in Seneciphyllin ursachlich ist. Auf der anderen
Seite scheinen nur Bliten die Fahigkeit zur Senecionin-Hydroxylierung zu besitzen. Die
Diversitat der erhaltenden PA-Muster in Senecio spp. ist Resultat von einfachen enzymati-
schen Modifikationen, wie z.B. Hydroxylierung oder Dehydrierung, der Grundstruktur (vgl.
Abbildung 3-18A). Dadurch, dass diese Modifikationen zwischen den einzelnen Organen
variieren und zeitgleich individuell spezifisch sind, kann innerhalb einer Pflanze eine
grolie Plastizitat an PA-Mustern auftreten (Hartmann et al., 1989; Hartmann und Dierich,
1998).

Bemerkenswerterweise erwies sich das PA-Muster der Pollen-Wachsschicht
indentisch zu dem der Bluten und nicht wie zu erwarten, zu dem der Pollen. Die
Wachsschicht machte im Durchschnitt 25% des in Pollen nachgewiesenen PA-Gehaltes
aus, setzte sich jedoch durch einen weit gréReren Anteil an tertidren PA anstelle von PA-
N-Oxiden zusammen, und kann mit der grélReren Lipophilie der tertidren PA erklart

werden.

3.3.3 Pollenprodukte

Ziel der durchgefiihrten Untersuchungen war es, u.a. ausgeldst durch zwei Publikationen
Uber PA-Gehalte in nativen Pollen (Boppré et al., 2005; Boppré et al., 2008), die
Anwesenheit von PA in kommerziellen Pollenprodukten zu Uberprifen und mengenmafig
zu erfassen. Durch methodische Anpassungen bei der Probenaufarbeitung lieR sich die
zuvor fur Honige etablierte Methode erfolgreich zur Bestimmung von PA-Gehalten in
Pollenprodukten adaptieren (siehe auch Kapitel 3.1.3). Insgesamt wurden 55 kommer-
zielle Pollenprodukte (vergleiche Kapitel 4.1.3.3.2) nach den Angaben in Kapitel 4.4.1.2
aufgearbeitet und analysiert. Diese umfassten hauptsachlich getrocknete gehdselte Pollen
jedoch auch in Tablettenform gepresste Pollen. Die Produkte wurden Uber diverse
Supermarkte in Deutschland und anderen europaischen Landern, wie z.B. Italien und
Frankreich, sowie in verschiedenen Internetshops bezogen. Innerhalb der 55 analysierten
Proben waren 33 europaischer Herkunft, vier aus den USA und Mexiko, eine aus
Neuseeland und eine aus Asien. Die weiteren 16 Proben waren ohne spezifische
Herkunftsangabe (vgl. Anhang Tabelle 7-16). Abbildung 3-19 gibt einen Uberblick auf die

regionale Verteilung der analysierten Pollenprodukte.



3 Ergebnisse und Diskussion 87
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Abb. 3-19 Ubersicht iber die regionale Verteilung der analysierten 55 Pollenprodukte

Innerhalb dieser Pollenprodukte erwiesen sich 17 Proben (31%) als PA-positiv.
Diese enthielten PA-Gehalte, berechnet als Retronecin-AquivaItente, von 1,08-16,35 ug/g
mit einem Mittelwert von 5,17 pg/g (vgl. Anhang Tabelle 7-16). Abbildung 3-20 gibt eine
Ubersicht tiber die Gehalte der PA-positiven Pollenprodukte.
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Abb. 3-20 PA-Gehalte der PA-positiven Pollenprodukte (berechnet als Retronecin-Aquivalente).
Ebenfalls angegeben ist die Standardabweichung aus Vierfachbestimmung.

Unter den 17 PA-belasteten Proben waren neun europaischer Herkunft und die
weiteren acht ohne Angabe der regionalen Herkunft. Bei den europaischen Proben
stammten finf aus Spanien, zwei aus Rumanien und je eine aus ltalien und Frankreich

(Abbildung 3-21 und Anhang Tabelle 7-16).
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O Europa (Spanien/5, Rumanien/2, Italien/1, Frankreich/1) B nicht zugeordnet

Abb. 3-21 Ubersicht auf die regionale Verteilung der PA-positiven Pollenprodukte

Die PA-Gehalte lagen im Mittel mit 5,17 ug/g um ca. zwei Zehnerpotenzen Uber
denen der fir die Honighandelsproben (0,062 ug/g) ermittelten PA-Belastungen
(vergleiche Kapitel 3.2.1). Selbst die Gehalte der Senecio- und Echium-Honige (verglei-
che Kapitel 3.2.2.1 und 3.2.2.2) werden um ein Vielfaches Uberschritten. Die hier
ermittelten PA-Gehalte liegen um einiges niedriger als die in sortenreinen nativen PA-
Pflanzenpollen (bis zu 13985 pg/g; Boppre et al., 2005) bzw. die in gehdselten Pollen-
ladungen detektierten Mengen (bis zu 350 pg/g; Boppreé et al., 2008). Dies ist jedoch das
zu erwartende Ergebnis aus der zwangslafig stattfindenden Verdinnung von PA-Pollen
mit nicht-PA-Pollen in den Handelsprodukten.

AnschlieRend wurden alle PA-positiven Proben einer mikroskopischen Pollenana-
lyse nach DIN 10760 (gemal Kapitel 4.5) zur Erhebung der mellisopalynologischen Daten
unterzogen. Besonderes Augemerk wurde, wie zuvor bei den Honigen, auf PA-produzie-
rende Pflanzen der Familien Asteraceae (Senecio und Eupatorium), Boraginaceae (z.B.
Echium, Heliotropium, Symphytum) und Fabaceae (z.B. Crotalaria) gelegt. Es wurden 500
Pollen ausgezahlt, die sowohl zur Bestimmung der relativen Pollenhaufigkeit als auch der
geographischen Herkunft herangezogen wurden. Alle analysierten Proben enthielten per
Etikett keinerlei Information beziiglich der pflanzlichen Abstammung der Pollen. In allen
PA-positiven Pollenprodukten konnten zum Teil erhebliche Mengen an PA-Pflanzenpollen,
hauptsachlich Echium spp. nachgewiesen werden.

Tabelle 3-10 zeigt eine Zusammenfassung der mellisopalynologischen Daten.
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Tab. 3-10 Mellisopalynologische Daten der PA-positiven Pollenproben. Angegeben sind die
relativen Haufigkeiten der Pollen von PA-produzierenden Pflanzen sowie die geogra-

phische Herkunft der Proben.

geographische Herkunft

Probe Nr. Pollenanalyse
durch Pollenanalyse laut Etikett

2 66% Echium spp. Spanien kA. 2

3 23% Echium spp. n.d.” kA

8 66% Echium spp. Spanien Spanien
9 27% Echium spp. Spanien kA.?
12 83% Echium spp. Spanien Rumanien
13 12% Echium spp. Spanien (teilweise kA.?

osteuropaische Regionen)

19 22% Eupatorium spp. nd.? Rumaénien
20 ZTumen, | Sprienfohele | Spaner
28 58% Echium spp. Spanien kA.?
33 67% Echium spp. nd.” Italien
34 6‘;??(}’;)‘;7(’)‘;%:%%[) mediterrane Regionen Frankreich
37 47% Echium spp. n.d. Spanien
38 21% Echium spp. n.d. kA. 2
40 75% Echium spp. n.d.” kA
45 77% Echium spp. Spanien Spanien
50 60% Echium spp. n.d. kA. 2
52 43% Echium spp. Spanien Spanien

a) k.A. = keine Angaben
b) n.d. = nicht durchgefiihrt

Im Wesentlichen spiegelt die Korrelation der relativen Pollendaten mit den

ermittelten PA-Gehalten den schon mehrfach bei den Honigen festgestellten Trend

wieder: Ein hoher PA-Gehalt geht mit einem relativ hohen Anteil an PA-Pollen einher; so

zeigten die drei Proben Nr. 12, 40 und 45 mit den hochsten gemessenen PA-Gehalten
von 16,35 ug/g, 11,65 pg/g und 13,36 pg/g, mit 83%, 75% und 77% Echium spp. auch die

hdchsten relativen Mengen an PA-Pollen. Der Umkehrschluss ist allerdings nicht zwangs-
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laufig richtig; so zeigt ein hoher relativer PA-Pflanzenpollen-Anteil, wie z.B. bei Probe Nr.
33 (mit 67% Echium spp.) nicht zwingend einen hohen PA-Gehalt an, in obigem Beispiel
lag er nur bei 2,38 pg/g. Aufgrund dieser mehrfach bestatigten Tatsache bleibt festzuhal-
ten, dass die relative Pollenanalyse nur ein sehr eingeschranktes Werkzeug zur quantitati-
ven Prognose der PA-Belastungen darstellt, selbst wenn ein spezielles Augenmerk auf
PA-Pflanzenpollen gelegt wird. Andereseits war die Anwesenheit von PA-Pflanzenpollen
immer ein Indikator fiir eine vorhandene PA-Belastung.

Uber die aktuelle Marktsituation von Pollenprodukten sind derzeit nur wenige In-
formationen verfligbar, es liegen keinerlei Statistiken Uber Verzehrsmengen vor. Die von
den Herstellern empfohlenen Tagesrationen schwanken zwischen 10-100 g/Tag.
Empfohlen wird die Einnahme als Zugabe zu Getranken oder Zusatz zu Frihstlickscerea-
lien. Unter diesem Gesichtspunkt scheint eine Risikobetrachtung dieses Spartenlebens-
mittel aulerst schwierig. Zwar wird das Lebensmittel ,Pollen“ von der breiten Masse der
Bevolkerung nicht wahrgenommen, dennoch ist dessen zunehmende Verbreitung in
Reformhdusern und Vollsortimentsupermarkten ein Indiz fir das wachsende Interesse.
Nimmt man fur einen Modellfall einen PA-Gehalt von 5,17 pg/g, eine 30%-ige Wahr-
scheinlichkeit und die minimale empfohlene Tagesration von 10 g (entpricht ca. 2-3 Tee-
|6ffeln) an, so resultiert daraus eine Aufnahme von ca. 15,5 ug PA fur einen Pollenkonsu-
menten. Da diese Berechnung auf Retronecin-Aquivalenten beruht misste - auch um der
Regulierung fur Phytopharmaka gerecht zu werden - dieser Wert in ein gewohnliches
verestertes PA umgerechnet werden. Zieht man hierzu erneut Senecionin (7) heran, so
ergibt sich eine auf Senecionin-Aquivalente berechnete PA-Aufnahme von 33,5 ug. Fur
regelmaflige Konsumenten von Pollenprodukten wiirde dadurch der fir Phytopharmaka
festegelegte Grenzwert bei regelmafliger Einnahme (von 0,1 pg PA) um mehr als das
300-fache Uberschritten werden. Der fir akute (Leber-) Toxizitat diskutierte TDI von 100
ng/kg Koérpergewicht/Tag (Van der Zee, 2005) wirde durch eine solche Dosis bei einem
75 kg Menschen um das vierfache und bei einem 20 kg Kind um mehr als das
funfzehnfache Uberschritten werden. Eine Diskussion der Daten mit den vorhandenen
Grenzwerten der VSD bzw. des MTR erscheint aufgrund der limitierten Verbreitung als
nicht sinnvoll, wenngleich eine einmalige Aufnahme zur Entfaltung des genotoxischen
Potentials ausreicht.

Festzuhalten bleibt, dass fur Konsumenten von Pollenprodukten durch die im
Vergleich zu Honig um ein vielfaches héheren PA-Gehalte (5,17 ug/g gegeniber 0,062
Ha/g) und nicht zuletzt aufgrund der relativ hohen Frequenz fir einen Positiv-Befund von
31% gegenuber 9% bei Honig ein ernstes Gesundheitsrisiko bestehen kann. Die festge-
stellten PA-Gehalte in Pollenprodukten werfen nicht zuletzt die Frage auf, ob solche

Produkte ohne Kontrollen der PA-Gehalte als Nahrungserganzungsmittel verkauft werden
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sollten zumal bereits 2001 die FDA empfohlen hat, dass PA nicht in Nahrungsergan-

zungsmitteln vorkommen durfen (FDA, 2001).

3.4 Bestimmung von Pyrrolizidinalkaloiden in honighaltigen Lebens-
mitteln

In Kapitel 3.2 ist gezeigt worden, dass Honige z.T. beachtliche Mengen an PA enthalten
kénnen. Da Honig durchaus nicht nur als reines Lebensmittel, sondern auch als
Lebensmittelzutat verzehrt wird, soll im Folgenden die Klasse der ,honighaltigen Lebens-
mittel” etwas genauer betrachtet werden. Insbesondere vor dem Hintergrund, dass man
aktuell seitens der Lebensmittelindustrie forciert, ,gesund wirkende® Lebensmittel mit
Honig - sozusagen als ,naturliche Sif3e” - zu suRen ist, bei Betrachtung der PA-Proble-
matik eine intensivere Auseinandersetzung mit dem Problem der Downstream-Kontami-
nation in der Nahrungskette angebracht. Hierbei spielen vor allem ,Bio“-Produkte und
Lebensmittel, fur die oft Kinder als Zielgruppe gelten, eine grof3e Rolle. Unter dem Slogan
der ,natirlichen SuRe“ ist mittlerweile eine Vielzahl von Lebensmitteln mit der Zutat
,Honig“ verfugbar. Sie enthalten teilweise nicht unerhebliche Mengen an Honig im
Zutatenverzeichnis. Damit kénnte im Falle einer hohen PA-Belastung des Honigs die
durchschnittliche PA-Aufnahme mit der Nahrung gréRer sein als vielleicht vermutet. Des-
weiteren erschien es von Interesse, festzustellen ob die PA-Problematik bedingt durch die
technologischen Prozesse Uiberhaupt eine Rolle in honighaltigen Lebensmitteln spielt.

Bei den von uns analysierten Produkten handelte es sich um Vertreter vieler unter-
schiedlicher Warengruppen, die Honig in einem Anteil von mindestens 5% in ihrem Zuta-
tenverzeichnis fihrten. Erganzt wurden die ,klassischen Lebensmittel* durch honighaltige
Nahrungserganzungsmittel sowie den ebenfalls als Lebensmittel geltenden ,Fenchel-
honig®. Insgesamt wurden 60 verschiedene honighaltige Lebensmittel ausgewahlt und je-
weils gemal den Angaben in Kapitel 4.4.1.3 aufgearbeitet und analysiert. Die Standardi-
sierung erfolgte nach den Angaben in Kapitel 4.4.3.1 mittels Heliotrin. Die Probeneinwaa-
gen richteten sich nach dem jeweils angegebenen Honiggehalt der Produkte, so dass pro
Probenaufarbeitung mindestens ein Aquivalent von 20 g Honig vorlag. Im Detail handelte
es sich bei den honighaltigen Lebensmitteln (HL) um Met (n=19), Bonbons (n=10),
Fenchelhonige (n=9), Getranke (n=5), Riegel und Cerealien (n=7), Gummibaren (n=3)
Baby-Breie (n=3), Nahrungserganzungsmittel (n=3) und FruchtsoRen (n=1). Honigmet
enthalt keine genauen Angaben zum Honiggehalt, muss jedoch nach den glltigen
Rechtsvorschriften der Leitsatze fir weindhnliche und schaumweindhnliche Getranke ein
Erzeugnis aus einem Teil Honig und hdchstens zwei Teilen Wasser ohne Zusatz von

Zuckerarten oder anderen suRenden Zutaten hergestellt werden (GMBI, 2003). Der
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Honiggehalt des Lebensmittels ,Met“ wurde daher mit 30% angenommen. Auch fur das
Erzeugnis ,Fenchelhonig® ist eine genaue Deklaration nicht verfugbar. Zwar stellt geman
der Deklaration Honig (gemafls Honigverordnung) die Hauptzutat der Zubereitung dar,
jedoch werden diesen Produkten auch weitere Zuckerarten (z.T. Invertzucker) zugesetzt.
Unter Bertlicksichtigung des Invertzuckergehaltes ist der Honiggehalt von Fenchelhonig,
bei Produkten ohne Inverzuckerzusatz, im Mittel mit ca. 37% anzunehmen. Die laut
Deklaration zugrunde liegenden Honigmengen in den restlichen Lebensmitteln variierten
von 3% - 50%. Die jeweiligen Honiggehalte des entsprechenden Lebensmittels kénnen
Anhang Tabelle 7-17 enthommen werden.

In der Studie zu PA-Gehalten in honighaltigen Lebensmitteln erwiesen sich acht
Lebensmittel als PA-positiv. Somit zeigten ca. 13% aller Proben PA-Gehalte von 0,010-
0,484 pg/g (vgl. Anhang Tabelle 7-17). Der durchschnittliche Gehalt lag bei 0,100 pg/g.
Die Ergebnisse wurden analog den Honigen und Pollen als Retronecin-Aquivalente
berechnet. Abbildung 3-22 gibt einen Uberblick Uber die ermittelten PA-Gehalte in

honighaltigen Lebensmitteln.
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Abb. 3-22 PA-Gehalte der vermessenen honighaltigen Lebensmittel (berechnet als Retronecin-
Aquivalente). Ebenfalls angegeben ist die Standardabweichung aus Dreifachbestim-
mung. HL1, HL6, HL9 = Met; HL20, HL24 = Honigbonbons; HL33, HL34, HL38 =
Fenchelhonig.

Die honighaltigen Lebensmittel zeigen mit 13% ungeféhr die gleiche Belastungs-
haufigkeit wie die analysierten Honighandelsproben (9%). Der ermittelte Héchstgehalt von
0,484 ug/g liegt aber mit ca. dem Vierfachen im Vergleich zum maximal belasteten
Handelshonig (0,135 ug/g) deutlich héher. Berlicksichtigt man nun den ,Verdinnungsef-

fekt“ dadurch, dass Honig im Lebensmittel nur eine Zutat und nicht alleiniger Bestandteil
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des Lebensmittel ist, muss man annehmen, dass in der Herstellung ein stark PA-
belasteter Honig eingesetzt worden ist. Dies belegt, wie in den Kapiteln 3.2.2.1 und
3.2.2.2 postuliert, dass solche Honige durchaus dem Verbraucher, sei es auch in verar-
beiteter Form, zuganglich sind. Bei den Proben HL1, HL6 und HL9 handelte es sich um
Metproben, HL20 und HL24 waren Honig-gefiilite Bonbons und HL33, HL34 sowie HL38
waren Fenchelhonige. Alle PA-positiven Lebensmittel wiesen somit einen deklarierten
Honiganteil von 7 — ca. 37% auf. Mellisopalynologische Daten sind auf Grund der Vielzahl
an technologischen Verarbeitungsschritten, wie z.B. Mahlen, Walzen oder Filtrieren, fir
die honighaltigen Lebensmittel nicht verfigbar.

Eine Bewertung der Daten hinsichtlich des gesundheitsgefahrdenten Potentials
stellt sich fiir diese drei betroffenen Produktgruppen, nicht zuletzt wegen der fehlenden
gesetzlichen Regulierungen flir Lebensmittel, als schwierig dar. Aulerdem ist die
Probenanzahl der HL flr eine gesicherte statistische Auswertung zu gering, soll jedoch in
diesem Zusammenhang modellhaft durchgeflhrt werden. Generell gelten die vorgangig in
Kapitel 3.2 fur Honige getroffenen Aussagen. Eine Umrechnung der als Retronecin-
Aquivalente berechneten Daten in Senecionin-Aquivalente ist daher erforderlich.

Fir die drei PA-positiven Metproben HL1, HL6 und HL9 ergeben sich auf Sene-
cionin-Aquivalente berechnete PA-Gehalte von 0,026 pg/g, 1,05 ug/g und 0,179 ug/g. Da
es keinerlei statistische Erhebungen zum Konsum von Met gibt, wird hier, unter Bertck-
sichtigung des genotoxischen Potenials der PA, eine Einmalkonsummenge von einem
Glas (200 ml, enstpricht ca. 210 g) Met betrachtet. Legt man dies zugrunde, so ergeben
sich Aufnahmemengen von 5,46 ug, 220,5 pg und 37,59 ug. Vergleichend mit dem fir
Kurzzeitanwendung glltigen Phytopharmaka-Grenzwert von 1 ug PA/Tag wirde bei
einem solchen Konsum eine Uberschreitung von weit mehr als dem Fiinffachen erfolgen.
Bertiicksichtigt man nun die aus der Gesamtheit der Metproben (n=19) resultierende
Wahrscheinlichkeit fir einen PA-belasteten Met, so ergibt sich fiir die Lebensmittelgruppe
.Met* eine modellhafte, durchschnittliche Belastung von 0,066 ug/g. Ein Konsum von
200 ml des ,Durchschnittsmet” wiirde mit 13,86 ug ebenfalls eine PA-Aufnahme bedeuten,
die den pharmazeutischen Grenzwert weit Uberschreitet. Vergleiche mit den fiir lebens-
langliche tagliche Aufnahmen gultigen Grenzwerten VSD, MTR und TDI erscheinen bei
einem solchen Nischen-Lebensmittel, auch da entsprechende Verbrauchszahlen fehlen,
als nicht sinnvoll.

Im Falle der PA-positiven Honig-gefullten Bonbons ergibt sich ein ahnlicher Sach-
verhalt. Die in Senecionin-Aquivalente umgerechneten PA-Gehalte liegen fir HL20 bei
0,026 pg/g bzw. fir HL24 bei 0,088 ug/g. Ein Honigbonbon wurde durch Referenzwagung
von je 10 Bonbons aller analysierten Bonbons mit 3 g Durchschnittsgewicht ermittelt.

Honig-Bonbons bzw. mit Honig gefillite Bonbons sind oft als Erkaltungsbonbons im Han-
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del, daher ergibt sich ebenfalls ein eher partieller und nicht kontinuierlicher Konsum. Geht
man nun von einem Erkaltungsfall aus, bei dem der Erkrankte taglich Gber einen kirzeren
Zeitraum (maximal die Dauer der Erkaltung) 3-5 Bonbons taglich lutscht, so kommt man
auf einen durchschnittlichen Konsum von 12 g dieses Lebensmittels. In einem solchen
Fall wirde eine PA-Aufnahme von 0,312 pg bzw. 1,06 pg fiir Bonbons aus HL20 bzw.
HL24 resultieren. Berlicksichtigt man nun noch die Wahrscheinlichkeit von 20%, zu einer
PA-positiven Bonbonsorte zu greifen - hier in der Studie 2 aus 10 - so lasst sich feststellen,
dass man zumindest fir den Bonbonskonsum im Falle einer Kurzzeitanwendung mit der
individuellen PA-Aufnahme unter dem flir Phytopharmaka festgelegten Grenzwert liegen
wirde. Vermutlich gibt es flr diese spezielle Lebensmittelgruppe auch Liebhaber, die
solche Bonbons ganzjahrig, also nicht nur in der Erkaltungszeit, zu sich nehmen; ob deren
Konsum aber dann hochgerechnet auch bei 3-5 Bonbons/Tag liegen wirde, darf
allerdings bezweifelt werden.

Fir die verbleibenden drei PA-positiven honighaltigen Lebensmittel HL33, HL34
und HL38 ergibt sich indes eines brisantere Konstellation. Diese Lebensmittel reprasentie-
ren, wie bereits erwahnt, sogenannte Arzneihonige. Alle analysierten Produkte waren im
freien Handel, gleichgultig ob Apotheke, Discounter oder Drogerie, ohne Rezept verfugbar
und gelten als Nahrungserganzungsmittel bzw. Lebensmittel. Alle Produkte werden je-
doch als Arzneimittel beworben, was dem Verbraucher durch die Aufmachung der Ver-
packung, Dosieranleitung, dem Aufdruck einer Zulassungnummer, einem Beipackzettel
und durch pharmazeutische Unternehmen als Hersteller suggeriert wird. Ofter fand sich in
den Beipackzetteln auch der Hinweis ,es sind keine toxischen Effekte bekannt®, wodurch
ausreichende toxikologische Studien, so wie sie bei der Zulassung eines Medikaments
von Noten sind, vermutet werden konnten.

Der auf Senecionin-Aquivalente berechnete Gehalt der Proben HL33, HL34 und
HL38 liegt bei 0,068 ug/g, 0,277 ug/g und 0,022 ug/g. Geht man auch hier wieder vom Er-
kaltungsfall aus, so kann man auch hier von einer Kurzzeitanwendung bzw. einem
Kurzzeitkonsum ausgehen. Die Ublichen, auf den Packungen oder in den Beipackzetteln
vermerkten Dosieranleitungen empfehlen die Aufnahme von dreimal taglich 1 Dosierloffel
(5 ml entsprechend 6,5 g). Somit kann von einer mittleren Aufnahme von ca. 20 g
ausgegangen werden. Wendet man nun den Grenzwert fir Phytopharmaka, und dieser
scheint fir Fenchelhonig aufgrund ihres Einsatzes als Arzneimittel durchaus angebracht,
von 1 ug PA/Tag an, so wurde dieser nur beim Produkt HL38 eingehalten werden. Fir die
Proben HL33 und HL34 wiirde eine bis zu finffache Uberschreitung vorliegen. Bertick-
sichtigt man die Wahrscheinlichkeit, unter allen analysierten Fenchelhonigproben eine
PA-positive zu konsumieren — hier 3 aus 9 — von 33%, so resuliert fir den durchschnitt-

lichen, getesteten Fenchelhonig eine mittlere PA-Belastung von 0,041 pg/g, wodurch eine



3 Ergebnisse und Diskussion 95

Uberschreitung des Grenzwertes bei der oben angenommenen Dosis von 20 g nicht
erfolgt. Wie fur die anderen PA-positiven Lebensmittel gilt, dass eine Betrachtung mit
weiteren relevanten Grenzwerten wie der VSD, dem MTR oder dem TDI nicht zuletzt
aufgrund der limitierten Anwendungsdauer als wenig sinnvoll erscheint.

Diese Studie zur moglichen Downstream-Kontamination von honighaltigen Le-
bensmitteln durch den Einsatz von hoch PA-belasteten Honigen im Herstellungsprozess
zeigt, dass PA in verarbeiteten Lebensmitteln durchaus vorkommen kénnen. Auch wenn
sich in der zugrundeliegenden Studie keine honighaltigen Cerealien, Getranke oder
SiRwaren (ausgenommen Bonbons) als PA-positiv erwiesen, zeigen die PA-positiven
Beispiele doch, dass dies nicht grundsatzlich auszuschliefen ist. Durch ein Auftreten von
PA-Belastungen in solchen Lebensmittelgruppen waren PA-Aufnahmen auch in einer

breiteren Masse der Konsumenten (als z.B. nur der Honigesser) zu erwarten.

3.5 Filtrationsversuche

In unseren Studien hatten sich sowohl Honige als auch Pollen und honighaltige Lebens-
mittel zum Teil als stark PA-belastet erwiesen (siehe Kapitel 3.2, 3.3 und 3.4). Der hohe
PA-Gehalt von nativen Pollen von PA-Pflanzen konnte ursachlich fur die PA-Gehalte sein,
die in Honig gefunden wurden und somit auch eine Ursache der Down-stream Kontamina-
tion in der Lebensmittelverarbeitung darstellen. Dies macht drei Szenarien mdglich, (i)
entweder der Nektar von PA-Pflanzen enthalt per se PA, oder (ii) die fur Honig
bestimmten PA-Gehalte sind direkt auf die PA-Pollen zurlckzufiihren, die bei der
Aufarbeitung PA freisetzen und anschliel’end detektiert werden, oder (iii) im Laufe der
Zeit gehen die PA der Pollen per Diffusion in den Honig Uber und tragen zu den
gefundenen Werten bei. Variante (ii) bote die Moglichkeit, mit PA-Pollen belasteten Honig
per Filtration von den Pollen und damit von den PA zu befreien. Eine Honidfiltration ist
nach Anlage 1 der giltigen Honigverordnung eine zulassige Behandlung und koénnte
damit die Moglichkeit eréffnen, mit PA-Pollen belasteten Honig weiterhin wirtschaftlich zu
nutzen.

Zu diesem Zweck erfolgten von uns weitere Studien. Hierbei wurde ein PA-freier
Honig, d.h. Rapshonig aus der Bienenstation der Universitat Wirzburg, mit unterschied-
lichen Mengen an S. vernalis-Pollen versetzt. Die nativen Pollen wurden nach bereits
erfolgreich durchgeflihrter Methode (siehe Kapitel 3.3.2 und 4.6.1) gewonnen und hatten
einen PA-Gehalt, berechnet als Retronecin-Aquivalente, von 1,85 mg/g. Die Aufarbeitung
und Analyse des nativen Pollens erfolgte gemal® den Angaben in Kapitel 4.4.1.2 (siehe
dazu auch Kapitel 3.3.1). Bei der im Labormalstab durchzufiihrenden Filtration sollten die
allgemein gangigen Parameter (Filterauschlussgrofe, Temperatur, etc.) der industriellen

Honigverarbeitung simuliert werden (vgl. hierzu auch Paine et al., 1934; Crane, 1979;
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Beckmann, 2008). In Vorversuchen wurden daher unterschiedliche PA-Pflanzen-Pollen
unter dem Lichtmikroskop betrachtet um bei der Wahl der Filterausschlussgrofie die
richtige Porenweite zu verwenden. Abbildung 3-23 gibt die ermittelten Durchmesser der

betrachteten PA-Pflanzen-Pollen wieder.

Abb. 3-23 Lichtmikroskop-Aufnahmen von Senecio vernalis (links) und Eupatorium cannabinum-
Pollen (rechts). Ebenfalls angegeben ist der Durchmesser der nativen Pollen.

Die Filtrationsapparatur im Labormalstab bestand aus einem durch Wasserdurch-
fluss temperierbaren Messingmantel mit innenliegender 20 ml-Spritze und aufgesetztem
5 um-Cellulosenitrat-Spritzenfilter (siehe Kapitel 4.7.2). Die Filtrationstemperatur von 80°C
wurde durch ein temperierbares Wasserbad mit Umwalzpumpe gewahrleistet. Durch die
FilterausschlussgréfRe von 5 um lief3en sich alle zugesetzten S. vernalis-Pollen abfiltrieren.
Abbildung 3-24 zeigt den Aufbau der Filtrationsapparatur, Details sind Kapitel 4.7.2 zu

entnehmen.
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Abb. 3-24 Aufbau der Filtrationsapparatur (Details siehe Kapitel 4.7.2)
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Zur Simulation von geschleuderten und gepressten Honigen wurden unterschied-
liche Mengen an S. vernalis-Pollen dem PA-freien Rapshonig zugesetzt. Insgesamt wur-
den somit drei Versuchshonige (VSH) zur Durchfihrung der Filtrationsversuche angesetzt
(siehe Kapitel 4.1.3.4.3 und 4.7.1). Tabelle 3-11 gibt einen Uberblick auf die verwendeten
Versuchshonige (VSH).

Tab. 3-11 Angesetzte Versuchshonige und ihre PA-Pollen Zusatze

E_inwaage . .Einwaag'e Konzentration Représentant fir
PA-freier Rapshonig Senecio vernalis Pollen PA-Pollen
VSH 1 1000g 3mg 0,0003% pollenarmen Honig
VSH 2 1000g 30mg 0,003% geschleuderten Honig
VSH 3 1000g 300mg 0,03% Presshonig

Nach definierten Standzeiten von sechs und zwdlf Wochen bei Raumtemperatur
wurden Aliquote der Proben VSH1-VSH3 einer Honidfiltration im Labormalstab unterzo-
gen. Zum Vergleich wurden zu den jeweiligen Zeitpunkten, sowie nach einem Tag
Standzeit, auch unfiltrierte Aliquote analysiert. Die VSH mit unterschiedlichen PA-Pollen-
Dotierungen wurden alle mit der von uns entwickelten Methode flr Honige analysiert
(gemar den Angaben in den Kapiteln 4.4.1.1.1 und 4.4.2). Die ermittelten PA-Gehalte,
berechnet als Retronecin-Aquivalente, der jeweiligen Proben sind in Abbildung 3-25 dar-

gestellt.
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Abb. 3-25 PA-Gehalte der jeweiligen filtrierten und unfiltrierten Versuchshonige (VSH1-3) nach
unterschiedlichen Standzeiten (berechnet als Retronecin-Aquivalente). Ebenfalls ange-
geben ist die Standardabweichung aus Dreifachbestimmung.

Die fur die Proben VHS1-3 ermittelten PA-Gehalte lagen zwischen 0,04 und 0,322
Ma/g in Abhangigkeit zur zugesetzten PA-Pollen-Menge und der unterschiedlichen Stand-
zeit (vgl. Anhang Tabelle 7-18). Bei VSH1 konnten trotz der stark verminderten Zugabe an
PA-Pollen von 0,0003% — die natlrlicherweise vorkommende Pollenkonzentration liegt bei
ca. 0,003% — nach den jeweiligen Standzeiten geringe Menge an PA detektiert werden.
Die Ergebnisse dieser Bestimmung wurden mit Dreifachbestimmungen abgesichert, un-
terliegen aber dennoch einem gewissen Fehler, da die Gehalte in unmittelbarer Nahe zur
bzw. unter der Bestimmungsgrenze von 0,01 ppm liegen. Zur Veranschaulichung der bei
den Filtrationsversuchen ablaufenden Tendenzen wurden diese Werte dennoch in der
grafischen Darstellung (s. Abbildung 3-25) berticksichtigt.

Die detektierten PA-Gehalte der Proben VSH2 und VSH3 zeigen die unmittelbare
Korrelation der Daten mit der zugesetzten absoluten Menge an PA-Pollen. So liegen die
Werte von VSH3 zum jeweiligen Zeitpunkt im Mittel ein Zehnfaches Uber denen der Probe
VHS2, analog zur zehnfach héheren Pollenzugabe (Vergleich 3 mg/30 mg/300 mg S.
vernalis-Pollen Zugabe). Durch die nach den jeweiligen Standzeiten durchgefihrte
Filtration lieR sich der PA-Anteil im Honig nicht beeinflussen (Vergleich filtriert/unfiltriert).

Eine vollstandige Entfernung der PA-Pflanzen-Pollen hatte keinen Einfluss auf den PA-
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Gehalt. Vielmehr fand ein zeitabhangiger Ubergang der PA aus den Pollen in den PA-
freien Honig statt (Vergleich 1 Tag/6 Wochen/12 Wochen). Da kein signifikanter
Unterschied innerhalb der jeweiligen Paare (filtriert/unfiltriert) beobachtet wurde, kann
daraus geschlossen werden, dass die mit der hier beschriebenen Probenbereitung
erfassten PA-Gehalte im Honig nur die im Honig gelésten PA wiederspiegelt und keine
signifikanten Mengen an PA aus den Pollen zusatzlich miterfasst wurden.

Andererseits ist durch die zeit- und mengenabhangige Zunahme des PA-Gehaltes
(vgl. Abbildung 3-25) auch belegt, dass PA aus dem Pollen in den Honig tbergehen und
daher bei einem positiven PA-Pollen-Nachweis auch PA im Honig nachweisbar sein
mussen. Eine Gewinnung von Honig durch Pressen der Waben bzw. Nutzung von Brut-
und Futterwaben (héhere Anteile an Bienenbrot/Perga) flhrt bei entsprechendem Eintrag
von PA-Pflanzen-Pollen durch das Bienenvolk zu einer Erhéhung des PA-Gehaltes des
Honigs.

Die vergleichende Auswertung dieser Experimente zeigte auch, dass eine mog-
licherweise eingesetzte Honidfiltration nach gewissen Standzeiten — die Diffusion der PA
beginnt ja bereits im Bienenstock bei der Honigreifung — bei Risikohonigen, wie z.B.
sortenreinen Echium-Honigen, nicht geeignet ist, durch die Entfernung der Pollen den PA-

Gehalt des Honigs zu reduzieren.

3.6 Betrachtung der Pyrrolizidinalkaloid-Gehalte in Honig in Bezug
auf deren botanische Herkunft

Bis heute gibt es keine analytischen Daten zum Vorkommen von PA in Pflanzennektar.
Die hier untersuchten Einzelhandelsproben eignen sich aufgrund ihrer Verarbeitung und
der dabei haufig durchgeflhrten Vermischung mit Honigen anderer geographischer bzw.
botanischer Herkunft nur bedingt dazu generelle Aussagen zur PA-Herkunft im End-
produkt Honig zu treffen. Zusatzlich kann durch Verarbeitungsschritte wie Filtration und
Zentrifugation ein Verlust oder eine Verschiebung von Pollen bzw. Pollenverhaltnissen
resultieren, so dass im endgultigen Produkt nicht notwendigerweise die Mengen an Pollen
enthalten ist, wie er urspriinglich von den Bienen eingetragen wurde. Anhand der in dieser
Arbeit durchgefiihrten Studien an speziellen Honigen von Senecio spp. und Echium spp.
kénnen jedoch Rickschlisse auf die Herkunft der PA in Honig postuliert werden. Wie im
Kapitel 3.2.2 dargestellt ist, unterscheiden sich diese sowohl essentiell in |hren PA-
Gehalten als auch in Ihren jeweiligen relativen Pollenhaufigkeiten.

So zeigen Senecio-Honige bei einer hohen PA-Belastung eine nur geringe Menge
an Senecio-Pollen. Dies lasst den Ruckschluss zu, dass vermutlich ein hoher PA-Gehalt

des gesammelten Nektars als Ursache fiir die gefundenen PA-Mengen verantwortlich sein
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sollte. Da keine weiteren PA-Pflanzenpollen detektiert wurden, liegt die Vermutung nahe,
dass Senecio-Nektar hoch mit PA belastet sein muss.

Anders bei Echium-Honigen. Hier geht haufig ein im Vergleich zu Senecio-
Honigen moderater PA-Gehalt mit hohen Mengen an Echium-Pollen einher. Anhand
unserer durchgefiihrten Filtrationsversuche (vergleiche Kapitel 3.5) wurde gezeigt, dass
eine Diffusion der PA aus dem Pollen in den Honig stattfindet. Daher liegt der Schluss
nahe, dass die PA-Belastung des Nektars von Echium spp. wesentlich niedriger sein
sollte als in Senecio spp. und somit ein nicht unerheblicher Anteil der PA in Echium-Honig
auf die vorhandenen Pollen zurlickzufiihren sein durfte. Diese Aussage wird unterstiitzt
durch die Befunde, dass Echium-Pollen signifikante PA-Mengen aufweisen (siehe Kapitel
3.3.2 und Boppré et al., 2005; Boppré et al., 2008)

Erste experimentelle Daten weisen zudem auf eine gewisse Toleranz der
Honigbienen gegentiber PA hin (Reinhard et al., 2009). Besonders Echium spp. stellt
offensichtlich eine attraktive Nektar- und Pollentracht flr Bienen dar; dies konnte durch
eigene Beobachtungen (s. Kapitel 3.2) und Literaturhinweise bestatigt werden (u.a. Sanz
et al., 2004). Senecio spp. werden moglicherweise bedingt durch ungiinstige klimatische
und geographische Bedingungen z.B. beim Fehlen alternativer Nektarquellen und/oder
Massenvorkommen von PA-Pflanzen, angeflogen, und stellen nur unter diesen Voraus-
setzungen ein Gefahrenpotential hinsichtlich PA im Honig und Pollenprodukten dar.

In Zusammenfassung mit den oben genannten Beobachtungen scheint eine Pra-
vention und Minimierung des PA-Gehaltes in Honig durch eine gezielte Standortwahl der
Bienenvdlker, d.h. unter Vermeidung von Standorten mit hohem PA-Pflanzenanteil, mdg-
lich. Eine ,Verdlinnung“ von hoch belasteten Honigen, wie sie in Australien propagiert
wird (FSANZ, 2004), ist durch Anwendung des Prinzips der ,Nicht-Verdinnung® zu ver-
meiden (EFSA, 2007).

Im Sinne eines vorbeugenden Verbraucherschutzes und einer generellen
Minimierung von PA in Nahrungsmitteln, sollten Bienenprodukte mit hohen PA-Gehalten

analytisch erkannt und entsprechend reguliert werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in p. a.-Qualitat von den Firmen
Sigma-Aldrich (Steinheim), Roth (Karlsruhe), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt),
Acros Organics (Geel, Belgien), Latoxan (Valence, Frankreich) und Gruessing (Filsum)
bezogen. Die zur Methodenentwicklung eingesetzten PA Heliotrin (4, Latoxan), Monocro-
talin (9, Sigma-Aldrich), Retrorsin (30, Sigma-Aldrich), Senecionin (7, Roth), Seneciphyllin
(36, Roth) und Senkirikin (26, Roth) wurden komerziell bezogen, der PA-Mix aus Senecio
vernalis nach Kapitel 4.3 gewonnen. Die PA-N-Oxide wurden aus den jeweiligen tertiaren
PA nach Cymerman Craig und Purushothaman (1970) synthetisiert (s. Kapitel 4.8.1).
Lésungsmittel wurden vor der Verwendung Uber Fllkorperkolonnen rektifiziert. Reinst-
wasser wurde aus der hauseigenen Millipore™-Aufbereitungsanlage gewonnen (Millipore
Corp., Bedford, MA, USA). Reinstgase lieferten die Firmen Linde (Berlin) und Messer
Griesheim (Frankfurt).

4.1.2 Verbrauchsmaterialen

Alle Verbrauchsmaterialien wurden bei den Firmen Varian (Palo Alto, CA, USA), Roth
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Whatman (Dassel) und Laborbedarf Hartenstein
(Wiirzburg) erworben. Fiir die Festphasenextraktion wurden Varian HF Bond Elut LRC®
SCX-Kartuschen (10 ml, 500 mg Adsorbens) der Firma Varian (Palo Alto, CA, USA)
verwendet. Das hierbei verwendete Kationenaustauschmaterial ist kieslegelbasierend und
weist als funktionelle Gruppen Benzolsulfonsaurereste auf. Probengefalle sowie Zubehor

fur die Kapillargaschromatographie wurden von der Firma CTZ (Kriftel) bezogen.

4.1.3 Untersuchungsmaterial

4.1.3.1 Pflanzenmaterial zur Extraktion

Das zur Extraktion von Referenzverbindungen eingesetzte Pflanzenmaterial wurde wie
folgt erhalten: Senecio vernalis (Frihlings-Greiskraut) wurde in den Jahren 2005-2007
aus einem Wildbestand in der Nahe von Braunschweig geerntet. Eupatorium cannabinum
(Wasserdost) wurde in den Jahren 2004-2006 in der Umgebung von Woirzburg

gesammelt.
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4.1.3.2 Pflanzenmaterial zur Gewinnung von nativem Pollen

Das zur Gewinnung von nativem Pollen eingesetzte Pflanzenmaterial wurde im Falle von
Senecio vernalis, Senecio jacobaea und Eupatorium cannabinum aus heimischen Wildbe-
standen (Wiurzburg, Braunschweig) bezogen. Crotalaria sagitallis, Crotalaria juncea,
Echium vulgare und Phalaenopsis hybrid wurden im Gewachshaus des Arzneipflanzen-

gartens der Technischen Universitat Braunschweig aus Samen gezogen.

4.1.3.3 Handelsproben

4.1.3.3.1 Honige

Die kommerziellen Blitenhonige (n=216) wurden aus lokalen Supermarkten, von
Wochenmarkten, aus anderen europaischen Landern (ltalien, Frankreich, Spanien,
Griechenland) sowie Uber das Internet bezogen. Bei allen Proben handelt es sich aus-

schliellich um Blitenhonige, es wurden keine Wald- oder Tannenhonige analysiert.

4.1.3.3.2 Pollen

Die als Nahrungserganzungsmittel erhaltlichen Pollenprodukte/Pollengranulate (n=55)
wurden ebenfalls aus lokalen Supermarkten, Wochenmarkten, aus anderen europaischen

Landern (ltalien, Frankreich) sowie Uber das Internet bezogen.

4.1.3.3.3 Honighaltige Lebensmittel

Als Untersuchungsmaterial zur Uberprufung der down-stream Kontamination wurden 60
verschiedene honighaltige Lebensmittel ausgewahlt und jeweils mehrere Packungen einer
Charge in lokalen Supermarkten und Drogerien sowie Onlineshops erworben. Analysiert
wurden Met (n=19), Bonbons (n=10), Fenchelhonige (n=9), Getranke (n=5), Riegel und
Cerealien (n=7), Gummibaren (n=3) Baby-Breie (n=3), Nahrungserganzungsmittel (n=3)
und Fruchtsolde (n=1).

4.1.3.4 Forschungshonige

Bei den hier aufgefuhrten Forschungshonigen handelte es sich nicht um Handelsproben,
vielmehr stellten diese Honige speziell fir die Forschung hergestellte, z.T. sortenreine PA-

Pflanzenhonige dar.
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4.1.3.4.1 Echium-Honige

Die sortenreinen Echium-Honige (n=8) wurden von Imkern aus Neuseeland bezogen. Es
handelte sich hierbei um Rohware, die noch keiner Mischung mit anderen Honigen bzw.

einer Verfeinerung unterzogen waren.

4.1.3.4.2 Senecio-Honige

Die Senecio-Honige (n=27) wurden von einem Imker aus den Niederlanden bereitgestellt.
Diese wurden durch gezielte Positionierung der Bienenvélker in der Nahe von starken

Senecio jacobaea Vorkommen gewonnen.

4.1.3.4.3 Filtrationshonige

Die zum Einsatz der Filtrationsversuche verwendeten Honige (n=3) wurden nach Kapitel
4.7.1 hergestellt.

4.1.3.5 native Pollen

Die nativen Pollen aus Senecio vernalis, Senecio jacobaea, Eupatorium cannabinum,
Crotalaria sagitallis, Crotalaria juncea, Echium vulgare und Phalaenopsis hybrid wurden

nach Kapitel 4.6.1 gewonnen.

4.2 Gerate

4.2.1 Kapillargaschromatographie (HRGC)
HRGC System 1

HRGC 1 HP 5890 Series Il (Hewlett Packard, Santa Clara, CA, USA)
Injektor Split/Splitless Injektor (Split 1:20), Temperatur 250°C
Autosampler HP 7613 GC/SFC Injector

Trennsaule J&W DB-1 (30 m x 0.25 mm, di= 0.25 pym)

Tragergas 2.0 ml/min Helium 5.0

Make-up Gas 30 ml/min Stickstoff 5.0

Brennergase 30 ml/min Wasserstoff 5.0, 300 ml/min gereinigte Luft
Temperaturprogramm 60°C, 5°C/min, 300°C, 10 min isotherm

Detektor Flammenionisationsdetektor (FID), Temperatur 310°C
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HRGC System 2

HRGC 2 HP 5890 Series Il (Hewlett Packard, Santa Clara, CA, USA)
Injektor Split/Splitless Injektor (Split 1:20), Temperatur 250°C
Trennsaule J&W DB-1 (15 m x 0.25 mm, d;s = 0.25 pym)

Tragergas 2.0 ml/min Helium 5.0

Make-up Gas 30 ml/min Stickstoff 5.0

Brennergase 30 ml/min Wasserstoff 5.0, 300 ml/min gereinigte Luft
Temperaturprogramm 100°C, 3 min isotherm, 6°C/min, 300°C, 3 min isotherm
Detektorkopplung Y-Splitter aus ,fused silica“, di = 0.25 ym

Detektor 1 Flammenionisationsdetektor (FID), Temperatur 310°C
Detektor 2 Stickstoff-Phosphor-Detektor (NPD), Temperatur 310°C

Die Datenaufnahme und Datenauswertung erfolgte mittels Hewlett Packard ChemStation®
(Hewlett Packard, Santa Clara, CA, USA).

4.2.2 Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie (HRGC-MS)

HRGC-MS System 1
HRGC 3

Injektor
Autosampler

Trennsaule

Tragergas
Temperaturprogramm
Kopplung

Transferkapillare

MS 1
lonisation
Temperatur
Quellendruck
Multiplier

Massenbereich

Fisons Instruments GC 8060 (Thermo Electron, Dreieich)
Split/Splitless Injektor (Split 1:20), Temperatur 250°C
Fisons Instruments AS 800

Saule 1: J&W DB-1MS (30 m x 0.25 mm, d; = 0.25 ym)
Saule 2: J&W DB-5MS (30 m x 0.25 mm, d; = 0.25 ym)
2.0 ml/min Helium 5.0, constant pressure

60°C, 5°C/min, 300°C, 10 min isotherm

direkte GC-MS Kopplung; Transferline 300°C

unbelegt und desaktiviert, di = 0.25 um

Fisons Instruments MD 800 (Thermo Electron, Dreieich)
ElektronenstoRionisation (El), 70 eV

lonenquelle 220°C, Transferline 300°C

1*10"° mbar

350V

38-450 u

Die Datenaufnahme und Datenauswertung erfolgte mittels Xcalibur™ Version 1.2
(Finnigan Corp., San Jose, CA, USA).
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HRGC-MS System 2
HRGC 3

Injektor

Autosampler
Trennsaule
Tragergas
Temperaturprogramm
Kopplung

Transferkapillare

MS 1
lonisation
Temperatur
Quellendruck
Multiplier

Massenbereich

Fisons Instruments GC 8060 (Thermo Electron, Dreieich)
Split/Splitless Injektor (Split 1:20), Temperatur 250°C
Fisons Instruments AS 800

J&W DB-1MS (30 m x 0.25 mm, d; = 0.25 uym)

2.0 ml/min Helium 5.0, constant pressure

60°C, 5°C/min, 180°C, 22 C/min, 300°C, 5 min isotherm
direkte GC-MS Kopplung; Transferline 300°C

unbelegt und desaktiviert, d; = 0.25 um

Fisons Instruments MD 800 (Thermo Electron, Dreieich)
ElektronenstoRionisation (El), 70 eV

lonenquelle 220°C, Transferline 300°C

1*10"° mbar

350V

SIM m/z 93, 183 und 299

Die Datenaufnahme und Datenauswertung erfolgte mittels Xcalibur™ Version 1.2
(Finnigan Corp., San Jose, CA, USA).

HRGC-MS System 3
HRGC 3

Injektor

Autosampler
Trennsaule
Tragergas
Temperaturprogramm
Kopplung

Transferkapillare

MS 1
lonisation
Temperatur
Quellendruck
Multiplier

Massenbereich

Fisons Instruments GC 8060 (Thermo Electron, Dreieich)
Split/Splitless Injektor (Split 1:20), Temperatur 250°C
Fisons Instruments AS 800

J&W DB-1MS (30 m x 0.25 mm, df = 0.25 ym)

2.0 ml/min Helium 5.0, constant pressure

60°C, 5°C/min, 180°C, 22°C/min, 300°C, 5 min isotherm
direkte GC-MS Kopplung; Transferline 300°C

unbelegt und desaktiviert, d; = 0.25 ym

Fisons Instruments MD 800 (Thermo Electron, Dreieich)
ElektronenstoRionisation (El), 70 eV

lonenquelle 220°C, Transferline 300°C

1*10"° mbar

350V

SIM m/z 93, 95, 183, 185, 299 und 301
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Die Datenaufnahme und Datenauswertung erfolgte mittels Xcalibur™ Version 1.2
(Finnigan Corp., San Jose, CA, USA).

HRGC-MS System 4
HRGC 4

Injektor
Autosampler

Trennsaule

Tragergas
Temperaturprogramm
Kopplung

Transferkapillare

MS 2

lonisation
Temperatur
Quellendruck
Multiplier

Massenbereich

Agilent 6890 GC System (Agilent Technologies, Wilmington,
DE, USA)

Split/Splitless Injektor (Split 1:20), Temperatur 250°C

Agilent 7683 Series Injektor

Saule 1: J&W DB-1MS (30 m x 0.25 mm, d; = 0.25 ym)
Saule 2: J&W DB-5MS (30 m x 0.25 mm, d; = 0.25 ym)

2.0 ml/min Helium 5.0, constant flow

60°C, 5°C/min, 300°C, 10 min isotherm

direkte GC-MS Kopplung; Transferline 300°C

unbelegt und desaktiviert, di = 0.25 ym

Agilent 5973 Mass Selective Detector MSD (Agilent
Technologies, Wilmington, DE, USA)
ElektronenstoRionisation (El), 70 eV

lonenquelle 220°C, Transferline 300°C

1*10"° mbar

1800 V

38-450 u

Die Datenaufnahme erfolgte mittels Hewlett Packard ChemStation® (Hewlett Packard,

Santa Clara, CA, USA), nach Konvertierung mit File Converter (Finnigan Corp., San Jose,

CA, USA) erfolgte die Datenauswertung mittels Xcalibur™ Version 1.2 (Finnigan Corp.,

San Jose, CA, USA).

HRGC-MS System 5
HRGC 4

Injektor

Autosampler
Trennséaule
Tragergas
Temperaturprogramm
Kopplung

Transferkapillare

Agilent 6890 GC System (Agilent Technologies, Wilmington,
DE, USA)

Split/Splitless Injektor (Split 1:20), Temperatur 250°C

Agilent 7683 Series Injektor

J&W DB-1MS (30 m x 0.25 mm, d¢ = 0.25 pym)

2.0 ml/min Helium 5.0, constant flow

60°C, 5°C/min, 180°C, 22°C/min, 300°C, 5 min isotherm
direkte GC-MS Kopplung; Transferline 300°C

unbelegt und desaktiviert, di = 0.25 um
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MS 2

lonisation
Temperatur
Quellendruck
Multiplier

Massenbereich

Agilent 5973 Mass Selective Detector MSD (Agilent
Technologies, Wilmington, DE, USA)
ElektronenstoRionisation (El), 70 eV

lonenquelle 220°C, Transferline 300°C

1*10"° mbar

1800 V

SIM m/z 93, 183 und 299

Die Datenaufnahme erfolgte mittels Hewlett Packard ChemStation® (Hewlett Packard,

Santa Clara, CA, USA), nach Konvertierung mit File Converter (Finnigan Corp., San Jose,

CA, USA) erfolgte die Datenauswertung mittels Xcalibur™ Version 1.2 (Finnigan Corp.,

San Jose, CA, USA).

HRGC-MS System 6
HRGC 4

Injektor

Autosampler
Trennsaule
Tragergas
Temperaturprogramm
Kopplung

Transferkapillare

MS 2

lonisation
Temperatur
Quellendruck
Multiplier

Massenbereich

Agilent 6890 GC System (Agilent Technologies, Wilmington,
DE, USA)

Split/Splitless Injektor (Split 1:20), Temperatur 250°C

Agilent 7683 Series Injektor

J&W DB-1MS (30 m x 0.25 mm, d¢ = 0.25 ym)

2.0 ml/min Helium 5.0, constant flow

60°C, 5°C/min, 180°C, 22°C/min, 300°C, 5 min isotherm
direkte GC-MS Kopplung; Transferline 300°C

unbelegt und desaktiviert, d; = 0.25 ym

Agilent 5973 Mass Selective Detector MSD (Agilent
Technologies, Wilmington, DE, USA)
ElektronenstoRionisation (El), 70 eV

lonenquelle 220°C, Transferline 300°C

1*10"° mbar

1800 V

SIM m/z 93, 95, 183, 185, 299 und 301

Die Datenaufnahme erfolgte mittels Hewlett Packard ChemStation® (Hewlett Packard,

Santa Clara, CA, USA), nach Konvertierung mit File Converter (Finnigan Corp., San Jose,

CA, USA) erfolgte die Datenauswertung mittels Xcalibur™ Version 1.2 (Finnigan Corp.,

San Jose, CA, USA).
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HRGC-MS System 7
HRGC 4

Injektor

Autosampler
Trennsaule
Tragergas
Temperaturprogramm
Kopplung

Transferkapillare

MS 2

lonisation
Temperatur
Quellendruck
Multiplier

Massenbereich

Agilent 6890 GC System (Agilent Technologies, Wilmington,
DE, USA)

Split/Splitless Injektor (Split 1:20), Temperatur 280°C

Agilent 7683 Series Injektor

Phenomenex ZB-1 (30 m x 0.25 mm, d; = 0.25 pym)

1.6 ml/min Helium 5.0, constant flow

100°C, 3 min isotherm, 6°C/min, 300°C, 3 min isotherm
direkte GC-MS Kopplung; Transferline 280°C

unbelegt und desaktiviert, d; = 0.25 um

Agilent 5973 Mass Selective Detector MSD (Agilent
Technologies, Wilmington, DE, USA)
ElektronenstoRionisation (El), 70 eV

lonenquelle 220°C, Transferline 280°C

1*10"° mbar

1800 V

39-450u

Die Datenaufnahme erfolgte mittels Hewlett Packard ChemStation® (Hewlett Packard,
Santa Clara, CA, USA), nach Konvertierung mit File Converter (Finnigan Corp., San Jose,
CA, USA) erfolgte die Datenauswertung mittels Xcalibur™ Version 1.2 (Finnigan Corp.,
San Jose, CA, USA).

4.2.3 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

NMR-System 1

Gerat Bruker Avance 400 MHz Spektrometer (Rheinstetten)

CDCl; (CDCl3, 99.9% D), MeOD-d; (MeOD-ds, 99,9% D), ND3
(Ammonia-d;, 99% D)

Lésungsmittel

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mittels Mestre-C 4.4.1.0 Software (Santiago

de Compostea, Spanien).

NMR-System 2

Gerat Bruker Avance Il 600 MHz Spektrometer (Rheinstetten)

CDCI; (CDCl;, 99.9% D), MeOD-ds; (MeOD-d4, 99,9% D), ND3
(Ammonia-ds, 99% D)

Lésungsmittel
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Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit Bruker 1D WINNMR Software
(Rheinstetten).

Die chemische Verschiebung & ist in ppm angegeben. Als interner Standard dienten bei
den "H-NMR-Spektren die Resonanzsignale der Restprotonen der eingesetzten deuterier-
ten Losungsmittel (8cocis = 7,26 ppm, Sueop-as = 3,35 ppm) und bei den *C-NMR-Spektren
die entsprechendenen 13C-Resonanzsignale der Losungsmittel (&cpciz = 76,5 ppm, Omeop-a4
=49 ppm).

Die Multiplizitat der Signale wird in folgenden Abklrzungen wiedergegeben: s = Singulett,
brs = breites Singulett, d = Duplett, dd = Duplett vom Duplett, ddd = Duplett vom Duplett
vom Duplett, ddq = Dupeltt vom Duplett vom Quartett, dt = Duplett vom Triplett, t = Triplett,
g = Quartett, sext = Sextett, m = Multiplett und br = breit. Die Kopplungskonstante J ist in
Hertz (Hz) angegeben. Bei der Schreibweise "J gibt n die Anzahl der dazwischen

liegenden Bindungen an.

4.2.4 Durchlichtmikroskopie
Mikroskop 1

Gerat Axioskop 2 plus (Carl Zeiss, Jena)
Vergrolierungen 200x und 400x
Software AxioVision

Mikroskop 2
Gerat Olympus AX70 (Olympus, Hamburg)
Vergrélerungen 100x, 200x und 400x

4.2.5 Sonstige Gerate

Lyophilisator Christ Alpha1-4; 0,063 mbar (Christ, Osterode)

Magnetruhrer IKA® RCT basic (IKA Labortechnik, Staufen) mit IKA® ETS-D4
fuzzy (IKA Labortechnik, Staufen) Kontakthermometer
Variomag® Poly 15 (Variomag®, Daytona Beach, FL, USA)

Mixer Mixi® 700
pH-Meter WTW pH 330 (Wissenschaftliche Technische Werkstatten,
Weilheim)

Rotationsverdampfer  Biichi Rotavapor mit Blchi Vakuum System B-173 und Bluchi
Vakuum Controller B-720 (Buichi, Konstanz)
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Schittler Schittelinkubator GFL 3031 (Gesellschaft flr Labortechnik,
Burgwedel)

Trockenschrank Memmert, Modell 400 (Memmert, Schwabach)

Ultraschallbad Bandelin Sonorex TK 52, (Bandelin Electronics, Berlin)

Vakuumkammer Supelco Visiprep™ (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Waagen Mettler PL 300 Analysenwaage (Mettler Waagen GmbH, Giel3en)

Mettler P 1200N (Mettler Waagen GmbH, GielRen)

Sartorius BP 210 S Analysenwaage (Sartorius AG, Gottingen)
Zentrifugen Universal 16 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)

EBA12 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)

4.3 Pyrrolizidinalkaloid-Extrakt aus Senecio vernalis

Frisch blihende Blutenkopfe von Senecio vernalis wurden aus Wildbestanden geerntet,
getrocknet, lyophilisiert und anschliefend in einem Mixer zerkleinert. Insgesamt wurden
ca. 2,5 kg des Pulvers in Portionen a 350 g extrahiert. Dazu wurde jede Charge in einem
Soxhlet mit Petrolether zur Entfernung der lipophilen Bestandteile extrahiert (20
Extraktionszyklen pro Ansatz). AbschlieRend wurden die tertidren PA und ihre N-Oxide
mit Methanol, ebenfalls in einem Soxhlet, extrahiert. Der methanolische Rohextrakt wurde
zur Trockne eingeengt und in 1N HCI gel6st. Die salzsaure Lésung wurde zur Reduktion
der PA-N-Oxide uber Nacht mit Zn-Staub (Korngrof’e < 60 pm) versetzt. Mit Hilfe von
NH4OHcone. Wurde die Lésung auf pH=12 gebracht und die tertiaren PA mehrfach mit
CH.Cl, im Scheidetrichter extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden
eingeengt. Nach wiederholter Umkristallisation mit Aceton bei 4°C ergaben sich 700 mg
einer Mischung aus zehn PA mit folgender Zusammensetzung (vgl. Abbildung 3-1): PA
unbekannt (0,5%), Senecivernin (8,4%; 44), Senecionin (43,6%; 7), Seneciphyllin (22,0%;
36), Spartioidin (0,6%; 45), Integerrimin (9,1%; 31), Senkirkin (9,1%; 26), Retrorsin (6,3%;
30), PA unbekannt (0,1%) und PA unbekannt (0,4%). Die Reinheit und
Zusammensetzung dieser Mischung wurde mittels HRGC-FID (s. Kapitel 4.2.1, HRGC
System 1) HRGC-NPD (s. Kapitel 4.2.1, HRGC System 2) und HRGC-MS (s. Kapitel 4.2.2,
HRGC-MS System 1) Uberprift. Der hierbei erhaltene PA-Extrakt wurde zur Methoden-
etablierung (s. Kapitel 3.1.1) und zur Synthese der PA-N-Oxide (s. Kapitel 4.8.1)

eingesetzt.
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4.4 Allgemeine Arbeitsvorschriften

4.4.1 Probenvorbereitung
4.4.1.1 Honige

4.41.1.1 Standardisierung mit Heliotrin

Die Honige wurden vor der Einwaage fir 30 min im Wasserbad auf 30°C temperiert. Nach
gutem Durchmischen wurden fiir die Honigaufarbeitung jeweils 20 g genau abgewogen,
50 pl (2 pg Heliotrin (32) absolut) der Heliotrin-Standardlésung (0,40 mg/10 ml Methanol)
zugegeben und in 30 ml 0,05 M H,SO, durch Schiitteln vollstandig geldst. AnschlielRend
wurden 0,5 g Zinkstaub (KorngréRe < 60 um) zugegeben und der Ansatz 3 h auf dem
Magnetriihrer geriihrt. Es wurde zentrifugiert (6 min, 4000 rpm), filtriert und der Uberstand
im Wasserbad bei 40°C warm gehalten. Die wassrige, saure Lésung wurde nach Kapitel
4.4.2 aufgearbeitet und vermessen.

Um auszuschliel3en, dass sich Heliotridin-PA bereits vor der Standardzugabe in der Probe
befindet, wurde stets ein Ansatz ohne Zusatz von Heliotrin-L6sung, die sog. A-Probe,
aufgearbeitet und vermessen. Die Anséatze mit Standard-Zusatz wurden folglich B-Proben

genannt.

4.41.1.2 Standardisierung mit di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin

Im Falle der SIVA mit di-Butyroyl-[9,9-H,]-Retronecin (48) entfiel die Einteilung in A- und
B-Probe und die jeweilige Probe wurde mit 5 pg di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin (48)
(50 pl der di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin-Standardidsung mit 1 mg/10 ml Methanol) stan-
dardisiert und analog den Kapiteln 4.4.1.1.1 und 4.4.2 zur Analyse eingesetzt. Eine Modi-
fikation efolgte ebenfalls im Messsystem, so wurde die Proben der SIVA mit dem HRGC-
MS System 6 (Gerateparameter s. Kapitel 4.2.2) ohne Injektionssplit-Verhaltnis ver-

messen.

4.41.2 Pollen

Die im Handel erhaltlichen Pollenprodukte (getrocknete Pollenhéschen oder in Tabletten-
form gepresste Pollen) wurden mit einem Mixer zerkleinert und homogenisiert. Um das
Vorhandensein von Heliotridin-PA auszuschlieBen wurden die Pollenproben, analog den
Honigen einer doppelten Aufarbeitung (A- und B-Probe) unterzogen. Es wurden 2 g, der
vorher zerkleinerten und homogenisierten Probe, in einen Mérser (70 mm @) eingewogen
und zur B-Probe 100 pl (4,0 pg Heliotrin (32) absolut) Heliotrin-Standardiésung (0,40
mg/10 ml MeOH) zugegeben. Nach Zugabe von 5 ml 0,05 M H,SO4 und 15 minutiger
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Quellzeit, wurde die Probe mit 1 TL Seesand versetzt und zu einer homogenen
Suspension zermorsert. Das Gemisch wurde unter Nachspulilen mit weiteren 45 ml 0,05 M
H,SO, in einen 100 ml Erlenmeyerkolben mit Weithals Uberfihrt (Gesamtvolumen: 50 mi
0,05 M H,S0O,) und fir 24 h im Schiittler (s. Kapitel 4.2.5) bei 20°C und 80 rpm extrahiert.
Nach 24 h wurde die Probe zentrifugiert (5 min, 4000 rpm) und anschlieRend mittels einer
Nutsche und Filter im Vakuum in ein 50 ml Zentrifugentube abgesaugt. Der
Filterrickstand wurde mit Filterpapier zuriick in den Erlenmeyerkolben gegeben und
anschlieftend erneut mit 50 ml 0,05 M H,SO, versetzt, suspendiert und weitere 24 h im
Schiittler (Gerat s. Kapitel 4.2.5) bei 20°C und 80 rpm extrahiert. Nach weiteren 24 h der
Extraktion wurde nach Zentrifugation (5 min, 4000 rpm, Gerat s. Kapitel 4.2.5) wiederum
in ein 50 ml Zentrifugentube abgesaugt. Die wassrigen, leicht sauren Fraktionen der
jeweilige Probe wurden vereinigt und mit 1,0 g Zinkstaub (Korngrélke < 60 um) versetzt
und fur 3 h zur Reduktion der N-Oxide auf dem Magnetrihrer gerthrt. Daraufhin wurde
zentrifugiert (4 min, 4000 rpm) und filtriert. Der wassrige, saure Extrakt wurde nach den

Angaben in Kapitel 4.4.2 aufgearbeitet und vermessen.

4.41.3 Honighaltige Lebensmittel

4.4.1.3.1 Honig-Met

Die Met-Proben wurden ebenfalls einer A- und B-Probenaufarbeitung unterzogen, zur
Uberpriifung des Vorkommens von Heliotridin-PA. Es wurden 45 g Probe genau eingewo-
gen, mit 2 ml einer 0,5 M Schwefelsaure angesauert, die B-Probe mit 2 ug Heliotrin (32)
standardisiert (50 ul der Heliotrin-Standardlésung mit 0,40 mg/10 ml MeOH) und nach
Zugabe von 0,5 g Zinkstaub (KorngroRe < 60 pm) wurde der Ansatz fir 3 h auf dem
Magnetruhrer gertuhrt. Nach Zentrifugation (6 min, 4000 rpm, Geréat s. Kapitel 4.2.5) und
anschlielRender Filtration wurde das wassrige, saure Filtrat nach den Angaben in Kapitel

4.4.2 aufgearbeitet und vermessen.

4.4.1.3.2 Honigbonbons und Gummibéaren

Die Probeneinwaagen richteten sich nach dem jeweils angegebenen Honiggehalt der
Bonbons bzw. Gummibarchen, so dass pro Probenaufarbeitung ein Aquivalent von 20 g
Honig vorlag. Auch hier wurde jede Probe, zur Kontrolle auf Heliotridin-PA, einer
doppelten Aufarbeitung (A- und B-Probe) unterzogen. Die B-Probe wurde mit 2 pg Helio-
trin (32) (50 pl der Heliotrin-Standardlésung mit 0,40 mg/10 ml MeOH) standardisiert. Die
Probe wurde unter Rahren in 750 ml Wasser gelést und mit 4 ml 0,5 M H,SO,4 angesauert.

Anschlielend erfolgte fir drei Stunden die Reduktion mit 2 g Zinkstaub (KorngréRe < 60
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pm). Die Losung wurde zentrifugiert (6 min, 4000 rpm, Gerat s. Kapitel 4.2.5) und filtriert
und mit 5 ml 10%iger NaOH alkalisiert (pH~11) sowie anschlieRend mittels LLE 48 h
extrahiert. Das hierbei verwendete Ldsemittelgemisch waren 210 ml Pentan:CH,CL, im
Verhaltnis 2:1 (v/v). Der organische Extrakt wurde uber Na,SO, getrocknet und das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen. Der Rickstand wurde in 50 ml 0,05 M
H,SO, aufgenommen (Ultraschallbad, s. Kapitel 4.2.5) und anschlieflend analog Kapitel
4.4.2 aufgearbeitet.

4.41.3.3 Getranke

Die honighaltigen Getranke wurden ebenfalls der Unterteilung in A- und B-Probe
unterzogen. Es wurden pro Probe 1000 ml eingesetzt. Die Proben wurden mit 8 ml 4 N
H,SO, versetzt, die jeweilige B-Probe mit 2 ug Heliotrin (32) (50 ul der Heliotrin-Standard-
I[6sung mit 0,40 mg/10 ml MeOH) standardisiert. Nach Zugabe von 2 g Zinkstaub (Korn-
grofke < 60 pm) wurde 3 h unter Rihren reduziert. Nach Zentrifugation (6 min, 4000 rpm)
und Filtration wurde das Filtrat mit 8 ml 4N NaOH alkalisiert (pH~11). Mittels LLE (210 ml
Pentan:CH,Cl,, 2/1, v/v) wurde die wassrige Losung 48 h extrahiert. Der erhaltene
organische Extrakt wurde Uber Na,SO, getrocknet. Das Losemittel wurde am
Rotationsverdampfer abgezogen und bis zur Trockene unter Stickstoffstrom eingeblasen.
Der Rickstand wurde mit 50 ml 0,05 M H,SO, aufgenommen (Ultraschallbad, s. Kapitel
4.2.5) und analog Kapitel 4.4.2 appliziert.

4.4.1.3.4 Musliriegel, Cerealien, FruchtsolRe und Baby-Brei-Pulver

Musliriegel und Cerealien wurden in einem Mixer zerkleinert und homogenisiert, das
Baby-Brei-Pulver sowie die Fruchtsoe durch Schitteln homogenisiert. Zur Uberpriifung
auf Heliotridin-PA wurden auch hier A- und B-Probe angesetzt. Die Einwaage richtete sich
nach dem jeweils angegebenen Honiggehalt, so dass pro Probenaufarbeitung ein
Aquivalent von 20 g Honig vorlag. Die Probe wurde in 500-1000 ml Wasser geldst, die B-
Probe mit 2 pg Heliotrin (32) (50 ul der Heliotrin-Standardldsung mit 0,40 mg/10 ml
MeOH) standardisiert und mit 5 ml 0,5 M H,SO, versetzt. Nach Zugabe von 2 g Zinkstaub
(Korngrofie < 60 pum) erfolgte unter Rihren die dreistindige Reduktion. Nach Klarung,
falls notwendig mit Carrez | + Il wurden die Proben zentrifugiert (6 min, 4000 rpm) und
abschliel3end filtriert. Das Filtrat wurde mit 10%iger NaOH alkalisiert (pH~11) und mittels
LLE (Losemittel 210 ml Pentan:CH.Cl,, 2:1, v/v) 48 h extrahiert. Nach Trockung des
organischen Extrakts Uber Na,SO, wurde das Ldsemittel am Rotationsverdampfer
abgezogen und der Rickstand unter Stickstoffstrom zur Trockne eingeblasen. Der
trockene Rickstand wurde mit 50 ml 0,05 M H,SO, (Ultraschallbad, s. Kapitel 4.2.5)
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aufgenommen. Die so erhaltene wassrige Lésung wurde nach den Angaben in Kapitel

4.4.2 aufgearbeitet.

4.4.1.3.5 Nahrungserganzungsmittel

Die Aufbaukur auf Honigbasis wurde wie Honig (s. Kapitel 4.4.1.1.1 und 4.4.2)
aufgearbeitet. Die Trinkappullen wurden geoffnet sowie die Nahrungserganzungsmittel in
Tabelettenform in mdglichst wenig Wasser gelost und wie Met (s. Kapitel 4.4.1.3.1 und
4.4.2) behandelt.

4.4.1.3.6 Fenchelhonige

Die Probenaufarbeitung erfolgte in A- und B-Probe. Es wurden je 50 g Fenchelhonig
eingesetzt, die zu Beginn aufgrund ihrer Viskositat zu gleichen Teilen, d.h. je 25 g, auf
zwei Portionen/Fraktionen aufgeteilt wurden. Die so erhaltenen zwei Teilansatze der B-
Probe wurden mit je 1 ug Heliotrin (32) (25 pl der Heliotrin-Standardlésung mit 0,40 mg/10
ml MeOH) versetzt und analog den Honigen gemafR den Kapiteln 4.4.1.1.1 und 4.4.2
aufgearbeitet. Eine Anderung der Methodik (s. Kapitel 4.4.2) erfolgte dahingehend, dass
die Eluate zweier Teilansatze, welche aus einer Probe hervorgegangen sind, vereinigt

und gemeinsam eingeengt wurden.

4.4.2 Probenaufarbeitung
Die HF Bond Elut LRC SCX-SPE-Kartusche (Varian, Palo Alto, CA, USA) wurde mit 6 ml

Methanol und 6 ml 0,05 M H,SO, konditioniert und die warme, leicht saure Ldsung bei
einem Fluss von 0,5 - 1 ml/min vollstandig auf die Kartusche appliziert. Es wurde mit 3 ml
H;O4est UNd 3 ml Methanol gewaschen und anschliefend mit 6 ml ammoniakalischem
Methanol (30 ml NH;OH¢one /500 ml MeOH) eluiert. Das Eluat wurde nach und nach in ein
2 ml Probenglaschen (,GC-Glaschen®) Uberfihrt und im Stickstoffstrom bei 40°C zur
Trockne abgedampft.

Zur Reduktion der PA wurden 100 pl (~3,8 mg LiAlH,4) einer 1 M Lésung an LiAlH, in THF
zum trockenen Rickstand gegeben, geschiittelt und der Ansatz fir 3 h bei 4°C
(Kdhlschrank) zur Reaktion gebracht. Zur Extraktion der Necinbasen wurden 500 pl
Dichlormethan und 5 Tropfen einer 10%-igen NaOH vorsichtig hinzu gegeben und mittels
Saulenchromatographie separiert. Als Saule diente hierbei eine mit Watte verschlossene
15 cm Pasteurpipette. Das Fullmaterial bestand aus einer Schicht (0,7 cm) Natriumsulfat
wfr. einer dariiber befindlichen Schicht (0,7 cm) Celite® 545. Das ReaktionsgefaR wurde

anschlielend noch zweimal mit je 500 upl Dichlormethan nachgespilt, die Lodsung



4 Material und Methoden 115

ebenfalls auf die Minisdule gegeben und das organische Eluat im Stickstoffstrom bei
Raumtemperatur zur Trockne abgedampft.

Der trockene Rickstand wurde mit 50 pl N-Methyl-N-(trimethylsilyDtrifluoroacetamide
(MSTFA) versetzt und luftdicht verschlossen. Die Reaktionsmischung wurde bei 40°C fur
30 min silyliert. Nach Beendigung der Reaktionszeit wurde die Lésung in ein GC-
Autosampler-Vial mit py-Einsatz (microinsert) umgefillt und mittels HRGC-MS (Gerate-
parameter s. Kapitel 4.2.2; HRGC-MS System 2 oder HRGC-MS System 5) ohne

Injektionssplit-Verhaltnis analysiert.

4.4.3 Identifizierung und Quantifizierung

Die Identifizierung der Verbindungen erfolgte mit Hilfe authentischer Referenzsubstanzen
und Vergleich linearer Retentionszeiten (RI) die mit Hilfe einer Mischung aus n-Alkanen
(C10-C2g) berechnet wurden, sowie im Falle von HRGC-MS-Chromatogrammen zusatzlich
durch Vergleich der jeweiligen Massenspektren. Im SIM-Modus wurden zusatzlich die
Verhaltnisse der relativen Intensitaten der jeweiligen m/z-lonen zueinander, im Vergleich

zu Referenzspektren im SIM-Modus, zur Identifizierung herangezogen.

4.4.3.1 Standardisierung mit Heliotrin

Durch die Unterscheidung in A- und B-Probe lagen im Falle einer Standardisierung mit
Heliotrin (32) pro Probe zwei Chromatogramme vor. In Folge der Probenaufarbeitung und
Derivatisierung wurden Retronecin-PA in di-TMS-Retronecin (46) und der Standard in di-
TMS-Heliotridin (47) Uberflhrt. Die beiden Diastereomere sind chromatographisch auch
auf achiralen stationdren GC-Phasen trennbar. War in der A-Probe kein di-TMS-
Heliotridin (47) jedoch aber di-TMS-Retronecin (46) zu detektieren, so konnte der PA-
Gehalt anhand der B-Probe bestimmt werden. Waren in der A-Probe weder di-TMS-
Retronecin (46) noch di-TMS-Heliotridin (47) zu detektieren, wurde, im Fall des
Vorhandenseins von di-TMS-Heliotridin (47) (Aufarbeitungskontrolle) in der B-Probe, die
Probe als PA-negativ definiert. Die relative, standardkontrollierte Quantifizierung erfolgte
Uber die Peakflache von di-TMS-Heliotridin (47) in Bezug auf die Peakflache von di-TMS-
Retronecin (46) ohne Berlcksichtigung von Extraktions- und Response Faktoren (F=1,0).
Es wurden die gesamten Peakflachen der SIM-Modus Chromatogramme (m/z 93, 183,
299 [M']) beriicksichtigt. Die ermittelten Gehalte wurden in Retronecin-Aquivalente

berechnet.
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4.4.3.2 Standardisierung mit di-Butyroyl-[9,9-’H,]-Retronecin

Durch den Einsatz des stabil-isotopenmarkierten Standards di-Butyroyl-[9,9-?H,]-
Retronecin (48) konnte auf eine Unterscheidung in A- und B-Probe verzichtet werden. Die
relative, standardkontrollierte Quantifizierung erfolgte Gber die Peakflachen der selektiven
lonen mit m/z 183 und m/z 185 des ,Mischpeaks® aus di-TMS-Retronecin (46) und di-
TMS-[9,9-?H,]-Retronecin (51) unter Beriicksichtigung des relativen natiirlichen Isotopen-
anteils von m/z 185 (4,61% nach Isoform V1.02, FairCom® Corp., Columbia, MO, USA)

nach folgendem Formelschema:

¢ (Retronecin) = Area (183) -(c (Standard) - MW (Retronecin)}
(Area (185) ogepen — Area(185),qiicn ) MW (Standard)

mit:

¢ (Retronecin) Gehalt Retronecin in pg/g

Area (183) Peakflache des m/z 183 im SIM-Modus

Area (185)gegeben Peakflache des m/z 185 im SIM-Modus

Area (185)natiriich Peakflache des natlrlich vorkommenden m/z 185, berechnet aus:
Area (185)natiurich = Area (183) x 0,0461
0,0461 reprasentiert die relative natirliche Haufigkeit des m/z 185 in
einem Molekiil der Summenformel: CogH1;NOSi

c (Standard) Gehalt an di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin in pg/g

MW (Retronecin) Molekulagewicht Retronecin (155,19 g/mol)
MW (Standard) Molekulargewicht di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin (297,17 g/mol)

Es wurden keine Extraktions- und Response-Faktoren (F=1,0) bericksichtigt. Die

Berechnung erfolgte als Retronecin-Aquivalente.

4.5 Mikroskopische Pollenanalyse

Die mikroskopische Pollenanalyse erfolgte mit einem Olympus AX70 Mikroskop (Olympus,
Hamburg) (s. Kapitel 4.2.4). Arbeitsvorschrift war dabei die DIN 10760 “Untersuchung von
Honig - Bestimmung der relativen Pollenhaufigkeit®. Besonderes Augenmerk wurde
hierbei v.a. auf Pollen von PA-produzierende Pflanzen der Familien Asteraceae (Senecio
und Eupatorium), Boraginaceae (z.B. Heliotropium, Symphytum) und Fabaceae
(hauptsachlich die Gattung Crotalaria) gelegt. Die Auswertung und Identifizierung erfolgte
anhand der ,Celler Melissopalynologischen Sammlung“ (von der Ohe, 2002). Es wurden
jeweils 500 Pollen ausgezahlt, die sowohl zur Bestimmung der relativen Pollenhaufigkeit

als auch, soweit moglich, zur Bestimmung der geographischen Herkunft herangezogen
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wurden. Letztere erfolgte auch unter Miteinbeziehung unterreprasentierter Einzelpollen,

soweit vorhanden.

4.6 native Pollen

4.6.1 Gewinnung von nativen Pollen

Die frisch bliihenden Blitenstande von Senecio vernalis, Senecio jacobaea, Eupatorium
cannabinum, Echium vulgare, Crotalaria sagitallis, Crotalaria juncea wurden mit und ohne
Wurzeln geerntet und anschlieRend 5 Tage fiir die Zeit der Blite in Blumenvasen auf, mit
Papier bedeckten, Fensterbanken gehalten. Zum Bezug des Pflanzenmaterials siehe
auch Kapitel 4.1.3.2. Die Gewinnung der nativen Pollen erfolgte durch tagliches Abklopfen
der Blitenstande. Pollen, die so gewonnen wurden, wurden sortenrein zusammengeflhrt,
luftgetrocknet und dunkel bei Raumtemperatur gelagert. Die Pollinien von Phalaenopsis
hybrid wurden durch Sezieren von im Gewdachshaus aufgezogenen Phalaenopsis
gewonnen und unmittelbar fur die PA-Extraktion eingesetzt.

Zusatzlich zu den Pollen wurden 25-30 zuféllig ausgewahlte junge Blutenkopfe zu
jedem Zeitpunkt der Pollensammlung, mit Ausnahme der Phalaenopsis, hier waren es nur

funf Blaten, gesammelt und gepoolt, nachdem die Pollensammlung abgeschlossen war.

4.6.2 Probenaufarbeitung

Vor der PA-Extraktion wurden die Pollenproben durch dreimaliges Waschen mit
Cyclohexan (insg. 15 ml) gereinigt, um sicherzustellen, dass nur die Pollen und kein an-
derweitiges Pflanzenmaterial analysiert werden. Die dadurch gewonnenen reinen Pollen-
fraktionen wurden zusammengeflhrt, das organische L&semittel abfiltriert und die
Reinheit der Pollen durch Lichtmikroskopie (s. Kapitel 4.2.4; Mikroskop 1) bestatigt. Der
vereinigte organische Losemittelrickstand, der die wachserne Beschichtung der Pollen
enthielt, wurde im Falle von Senecio vernalis separat vermessen.

Die gereinigten Pollenfraktionen wurden in Anlehnung an eine bereits von
Hartmann und Toppel (1987) publizierte Standardmethode flir Pflanzenmaterial extrahiert.
Hierzu wurden die getrockneten Pollen im Mdrser mit 3 g Seesand und 30 ml 1N HCI fir
die Dauer von finf Minuten gut verrieben und anschlielend fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur stehengelassen. Der wassrige, saure Probenextrakt wurde abfiltriert
und in zwei Halften geteilt.

Die eine Halfte wurde zur Analyse der freien tertiaren PA benutzt, hierzu wurde die

tTM

erste Halfte mit NH;OH.,c, alkalisiert und auf eine Extrelut' "-Saule aufgetragen (1,4 ml

wassrige Losung/g Extrelut™). Die Elution der PA erfolgte mit 6 ml CH,Cl./g Extrelut™.
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Das organische Losemittel wurde schonend im Vakuum entfernt und der Rickstand in
1 ml MeOH gel6st und zur HRGC-FID/NPD- bzw. HRGC-MS-Analyse eingesetzt.

Die andere Halfte wurde zur Erfassung des Gesamt-PA-Gehaltes einer Reduktion
mit Zink-Staub unterzogen, hierzu wurde die zweite Halfte mit 0,5 g Zinkstaub (Korngrofie
< 60 um) versetzt und bei Raumtemperatur fiir drei Stunden gerihrt (500 rpm). Nach
Filtration der Lésung und Alkalisierung mit NH;OH,.n.. wurde die Lésung ebenfalls auf eine

t™-Saule (1,4 ml wassrige Losung/g Extrelut™) appliziert und die PA anschlieRend

Extrelu
mit 6 ml CH.Cl./g Extrelut™ eluiert. Das organische Ldsemittel wurde schonend im
Vakuum entfernt und der Rickstand in 1 ml MeOH geldst und zur HRGC-FID/NPD- bzw.
HRGC-MS-Analyse eingesetzt (Gerateparameter s. Kapitel 4.2.1 und 4.2.2; HRGC-

System 2 und HRGC-MS System 7).

4.6.3 Identifikation und Quantifizierung

Die chromatographische Trennung und Identifizierung der einzelnen PA wurde mittels
HRGC-MS (siehe Kapitel 4.2.2; HRGC-MS System 7) durchgefiihrt. Die Identifizierung der
Alkaloide erfolgte mit Hilfe authentischer Referenzsubstanzen, soweit vorhanden, und
Vergleich ihrer linearen Retentionsindices (RI). Molekile und Fragmentierung wurden mit
einer hauseingenen Referenzdatenbank verglichen. Der RI der jeweiligen Verbindungen
wurde durch Kohlenwasserstoffe der Kettenlange Cio — Cog durch lineare Interpolation
berechnet.

Fir die Quantifizierung der einzelnen PA wurden die PA-Extrakte mittels HRGC-
FID/NPD analysiert (Geratedetails s. Kapitel 4.2.1; HRGC System 2). Die relative,
standardkontrollierte Quantifizierung erfolgte, ohne Berucksichtigung von Extraktions- und
Response-Faktoren (F=1,0), Uber die Peakflache des FID-Signals mit Heliotrin (32) als

internem Standard.

4.7 Filtrationsversuche

4.7.1 Versuchshonige

Zur Durchflhrung der Filtrationsversuche wurden je 1000 g PA-freier Rapshonig mit 3 mg,
30 mg und 300 mg Senecio vernalis Pollen (Frihjahr 2007) versetzt. Der Pollen wies
dabei einen PA Gehalt von 1,85 mg/g, berechnet als Retronecin-Aquivalente auf (vgl.
Kapitel 3.3.1). Hierfur wurden die Honige im Wasserbad auf 35°C temperiert und die
jeweilige Menge an Pollen bis zur homogenen Verteilung eingerihrt. Zur Analyse wurden
analog den Handelsproben je 20 g entnommen. Die Probennahme erfolgte zu den

Zeitpunkten 6 Wochen und 12 Wochen nach Kontaminationsbeginn. Als Vergleich wurde
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fur jeden filtrierten Versuchshonig zum jeweiligen Zeitpunkt eine Analyse eines
unfiltrierten Versuchshonigs angefertigt. Es lagen folgenden Versuchshonige (VSH), je-

weils filtriert und unfiltriert, zur Analyse vor:

VSH 1 = 1000 g Rapshonig + 3 mg Senecio vernalis Pollen
VSH 2 = 1000 g Rapshonig + 30 mg Senecio vernalis Pollen
VSH 3 = 1000 g Rapshonig + 300 mg Senecio vernalis Pollen

4.7.2 Aufbau der Filtrationsapparatur

Die an industrielle Parameter angepasste Filtrationsapparatur (vgl. hierzu auch Paine et
al., 1934; Crane, 1979; Beckmann, 2008) bestand aus einem durch Wasserdurchfluss
temperierbaren Messingmantel. An diese wurde ein temperierbares Wasserbad mit
Umwalzpumpe angeschlossen, sowie ein Auffangbehaltnis flr das Filtrat positioniert
(s. Abbildung 4-1A). In den Messingmantel wurde eine 20 ml Einmalspritze mit
zentriertem Luer-Lock-Anschluss und aufgestecktem 5 pym Cellulosenitrat Spritzenfilter
(Puradisc™ FP 30/5,0 CN, Whatman, Dassel) eingebaut (s. Abbildungen 4-1B+C). Nach
unten hin, wurde die Spritze durch einen Teflondichtring gegen den Messingmantel
abgedichtet (s. Abbildung 4-1B). Nach VerschlieBen der Apparatur, konnte der
Warmemantel mit 80°C temperiertem Wasser vorgewarmt werden (s. Abbildungen
4-1A+D). Die Lésungen der zu filtrierenden Honige wurden von oben in die Apparatur
gefullt und anschlieRend filtriert (s. Kapitel 4.7.3). Nach Wechsel des Spritzenfilters und

Reinigung war die Apparatur erneut einsatzbereit.

20 ml Spritze

mit zentriertem
Luer-Lock-Anschluss
r—w

temperierbares Wasserbad (80°C)
mit Umwilzpumpe

Teflon-Dichtring > ’T'

Spritzenfilter (Spm)
—_—
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Im laufenden Betrieb § /-1\ C

mit Wasser gefllt ’ ‘qmnlm Spritzenstempel,

.'.‘.7' “'

Wasserablauf

Wirmemantel

Zulaufregler ~
Wasserzulauf |

Spritzenfilter (Spm)

Abb. 4-1  Darstellung der Filtrationsapparatur (A, Ubersicht; B, ausgebaute Spritze; C, Detail-
aufbau; D, Ubersicht)

4.7.3 Filtration der Versuchshonige

Die nach Kapitel 4.7.1 hergestellten Versuchshonige wurden analog den Handelsproben
abgewogen in 30 ml 0,05M H,SO, geldst, mit 2 ug Heliotrin (32) (50 ul der Heliotrin-Stan-
dardlésung, 0,40 mg/10 ml MeOH) versetzt und im Wasserbad auf 40°C temperiert. Die
Probennahme erfolgte zu den Zeitpunkten 6 Wochen und 12 Wochen nach Kontamina-
tionsbeginn. Die Filtrationsapparatur wurde 10 min mit 80°C warmem Wasser konditioniert.
Die Honiglésung wurde von oben in die Apparatur gefillt und nach kurzer Temperierzeit
(2 min) manuell durch den Spritzenfilter (5 upm, Cellulosenitrat, Whatman, Dassel)
gedrickt. Nach jeder Honigprobe wurde der Spritzenfilter erneuert und der eingebaute
Spritzenkonus fiinfmal mit je 20 ml heiRem Wasser gespllt. Das erhaltene Filtrat wurde

als filtrierter Versuchshonig“ bezeichnet.

4.7.4 Probenaufarbeitung und Analyse

Die filtrierten Versuchshonige wurden mit 0,5 g Zn-Staub (KorngréRe < 60 um) versetzt
und anschlieBend fur drei Stunden reduziert. Nach Zentrifugation (6 min, 4000 rpm) und
Filtration erfolgte die weitere Aufarbeitung und Analyse nach den Kapiteln 4.4.2 und
4.4.3.1. Als Vergleich wurde fir jeden filtrierten Versuchshonig eine Probenaufarbeitung
eines unfiltrierten Versuchshonigs angefertigt. Hierfir wurden, analog Kapitel 4.4.1.1.1, je
20g Versuchshonig abgewogen und mit 2 ug Heliotrin (32) (50 ul der Heliotrin-StandardIo-
sung, 0,40 mg/10 ml MeOH) standardisiert. Die Aufarbeitung und Analyse erfolgte analog
den Kapiteln 4.4.1.1.1,4.4.2 und 4.4.3.1.
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4.8 Synthesen
4.8.1 Pyrrolizidinalkaloid-N-Oxide aus Senecio vernalis Extrakt

4.8.1.1 N-Oxidierung der tertiaren Pyrrolizidinalkaloide

Die N-Oxidierung der PA-Mischung wurde nach der von Cymerman Craig und
Purushothaman (1970) beschrieben Methode zur N-Oxidierung von tertidren Aminen
durchgefiihrt. Es wurden 0,10 g des PA-Extraktes aus S. vernalis in 4 ml Chloroform
geldst und in einem 100 ml-Dreihalskolben im Eisbad bei 0 - 5°C gerihrt. Im aquimolaren
Verhaltnis wurden 0,05 g m-Chlorperoxybenzoesaure in 2 ml Chloroform gelést und
tropfenweise (langsam) zu der Lésung in das Reaktionsgefalt gegeben und zweimal mit je
1 ml Chloroform nachgesplilt. Anschlieliend wurde 3 h bei 0-5°C gerlhrt, wahrend der
letzten 15 Minuten wurde das Eisbad weggenommen und bis zum Erreichen der

Raumtemperatur weitergeruhrt.

4.8.1.2 Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie

Fir die Aufreinigung des Reaktionsgemisches mittels Saulenchromatographie wurden
5 g basisches, aktiviertes Aluminiumoxid 90 — Aktivitat | — (0,063-0,200 mm) abgewogen,
in ein Chromatographierohr (20 x 1 cm) gegeben und anschliefend mit 10 ml Chloroform
konditioniert. Die Reaktionslosung wurde aufgegeben und der Dreihalskolben mit ca. 2 ml
Chloroform ausgewaschen. Nicht umgesetzte tertiare PA und Beiprodukte wurden durch
Waschen mit 8 ml Chloroform entfernt. Die N-Oxide wurden mit 20 ml eines Methanol-
Chloroform-Gemisches (1:3; v/v) eluiert und unter Stickstoffstrom zur Trockne einge-

dampft.

4.8.1.3 Umbkristallisation

Zur Umkristallisation wurde der Rickstand in ca. 5 ml warmem Aceton geldst und die N-
Oxide mit ca. 5 ml eisgekiihlten Hexan ausgefallt und zur vollstandigen Auskristallisation
tiber Nacht bei 4°C gelagert. Der Uberstand wurde abpipettiert und der erhaltene
Riickstand im Exsikkator getrocknet. Der Uberstand wurde unter dem Stickstoffstrom
erneut zur Trockne abgedampft und anschlieRend noch zweimal umkristallisiert. Als
Reaktionsprodukt ergaben sich 57,4 mg N-Oxide des PA-Extraktes aus S. vernalis
(Ausbeute: 54%).
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4.8.2 Synthese von di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin

4.8.2.1 Umsetzung von Monocrotalin zu Retronecin

Ho SHs QMo
H3C,, > 0
(o) HO 4 CH,OH
Ba(OH); x8H0 HCI; Et,0 .~ B\
120 °C (3h); CO, (fest)  SC an Dowex N
Monocrotalin (9) Retronecin (3)

Abb. 4-2  Basische Hydrolyse von Monocrotalin (9) zu Retronecin (3).

Die basische Hydrolyse des Monocrotalin (9) erfolgte nach Modifikationen in
Anlehnung an die von Hoskins und Crout (1977) beschriebene Methode. Die wasserige
Lésung (40 ml) aus 1,3 g Monocrotalin (9) (4 mmol) und 2,5 g Ba(OH), x 8 H,O und 2 ml
MeOH wurde am Rickfluss fir 3 Stunden erhitzt. Die Reaktionslésung wurde abgekiihlt
und zur Neutralisation mit Trockeneis (CO,-fest) versetzt, anschlieRend zur Abtrennung
des BaCO; filtriert. Das Filtrat wurde zur Entfernung der Saurereste auf eine Saule mit
Dowex® 50W lonenaustauscherharz (Saulenpackung: 2 cm x 20 cm) aufgebracht. Es wur-
de mit 100 ml dest. Wasser gesplilt und anschlieRend 15 Fraktionen a 10 ml 2N NH,OH
gesammelt. Die Eluate wurden eingedampft und anschliefend mittels HRGC-FID
(Gerateparameter s. Kapitel 4.2.1; HRGC-System 1) Uberpruft. Die Fraktionen mit 100%
Retronecin (3) wurden vereinigt und zur Trockne eingeengt, die Restlichen, z.T. mit nicht
umgesetzten Monocrotalin (9), verworfen. Als Reaktionsendprodukt ergaben sich 0,45 g
kristallines Retronecin (3, Ausbeute: 73%). Der Schmelzpunkt von 120°C stimmt mit dem

der Literatur Uberein (Hoskins und Crout, 1977).

Smp.: 120°C OH
HO 9
7~8 Al
HRGC-EI-MS (70eV) von Retronecin 6 A\ 2
RI (DB-1MS): 1430; RI (DB-5MS): 1468 5 N

m/z (%): 155 (19), 138 (2), 111 (45), 94 (20), 80 (100), 68 (16), 53 (13)

'H-NMR (600.13 MHz, MeOD): § (ppm) = 1.89-1.99 (m, 2H, 6-H), 2.69-2.78 (m, 1H, 5-H),
3.18-3.22 (m, 1H, 5-H), 3.39 (ddd, %Jse3a = 15.3 Hz, *J3e56 = 5.3 Hz, *J3e2 = 1.9 Hz, 1H, 3-
He), 3.81 (ddd, 2Jsa36 = 15.3 Hz, ®Jsas = 3.0 Hz, 3J3.2 = 2.3 Hz, 1H, 3-H.), 4.14 (m, 1H, 8-
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H), 4.22 (m, 2H, 9-H), 4.32 (dt, 3J762 = 3.9 Hz, %J76. = %J75 = 1.4 Hz, 1H, 7-H), 4.58 (brs,
1H, OH), 5.71 (d, 3J2.32= 3J236= 3J2s= 1.9 Hz, 1H, 2-H).

3C-NMR (600.13 MHz, MeOD): § (ppm) = 36.8 (C-6), 54.4 (C-5), 59.7 (C-9), 63.0 (C-3),
71.9 (C-7), 78.9 (C-8), 126.1 (C-2), 139.7 (C-1).

4.8.2.2 Umsetzung von Retronecin zu Methyl-1,2-dehydro-73-hydroxy-8a-

pyrrolizidin-1-carboxylat

HO |y CH,OH

A\ MnO,; KCN; AcOH ~  NH4OH; CHCI,

- Ll

N MeOH; 20-25°C (64h) SC an SiO,
Retronecin (3) Methyl-1,2-dehydro-7§-
hydroxy-8a-pyrrolizidin-

1-carboxylat (49)

Abb. 4-3  Ubersicht des Synthesewegs zur Bildung von Methyl-1,2-dehydro-7B-hydroxy-8a-
pyrrolizidin-1-carboxylat (49) aus Retronecin (3)

Die Umsetzung von Retronecin (3) zu Methyl-1,2-dehydro-73-hydroxy-8a-pyrrolizi-
din-1-carboxylat (49) erfolgt im Wesentlichen nach der bereits von Piper et al. (1981)
beschriebenen Methode. Zu einer Losung aus aktiviertem MnO, (17,4 g), KCN (1,6 g),
Eisessig (1 ml) in 50 ml Methanol wurde 400 mg (2,58 mmol) Retronecin (3) (gelést in 10
ml MeOH) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 64 h bei 20-25°C gerihrt und
anschlief3end filtriert. Der Filterriickstand wurde mit 20 ml MeOH gerihrt, nach Bildung
einer Suspension wurde diese filtriert, der Filterkuchen ausgepresst, und der Waschschritt
ein weiteres Mal wiederholt. Das Filtrat sowie die beiden methanolischen Waschldésungen
wurden vereinigt und im Vakuum schonend zur Trockne eingeengt. Der gelb-orange, dlige
Rickstand wurde mit 2N HCI (6,5 ml) versetzt, geriihrt und die verbleibenden festen
Bestandteile (iber Celite® abfiltriert. Das schwach gelbe Filtrat wurde mit NH;OHgonc,
alkalisiert, mit NaCl geséattigt und anschlieend finfmal mit je 10 ml CHCI; extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden Uber Na,SO, getrocknet und im Vakuum zur
Trockne eingeengt. Nach Aufreinigung mittels Kieselgel-Saulenchromatographie (SiO,
0,063 - 0,200 mm; 30 cm x 2 cm; Elutionslésung: CHCI;:MeOH:NH,OH 80:10:1 v/v/v),
ergaben sich 184 mg (Ausbeute: 39%) der weill-kristallinen Verbindung Methyl-1,2-
dehydro-7B-hydroxy-8a-pyrrolizidin-1-carboxylat (49). Der Schmelzpunkt von 118°C

stimmte mit denen der Literatur Uberein (Piper et al., 1981; Hsu und Allen, 1975).
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Smp.: 118°C HO 9

5
(49)

HRGC-EI-MS (70eV) von Methyl-1,2-dehydro-73-hydroxy-8a-pyrrolizidin-1-carboxylat
RI (ZB-5MS): 1487
m/z (%): 183 (29), 152 (13), 139 (100), 124 (10), 111 (8), 94 (5), 80 (82), 53 (6)

'H-NMR (400.14 MHz, CDCl;): § (ppm) = 1.93-2.02 (m, 2H, 6-H), 2.41 (brs, 1H, OH),
2.64-2.77 (m, 1H, 5-H,), 3.18-3.27 (m, 1H, 5-H,), 3.54 (ddd, 2332 = 18.2 Hz, 3J3e56 = 5.7
Hz, %Jse2 = 2.2 Hz, 1H, 3-H,), 3.78 (s, 3H, OCH3), 4.01 (ddd, 2J3a3c = 18.3 Hz, °J3a5 = 3.4
Hz 3Jsa, = 2.0 Hz, 1H, 3-H,), 4.39-4.42 (m, 1H, 8-H), 4.45-4.48 (m, 1H, 7-H), 6.81 (q, *J2.3
= 3053 = *Jog = 2.0 Hz, 1H, 2-H).

3C-NMR (100.61 MHz, CDCls): & (ppm) = 36.1 (C-6), 52.0 (OCH;), 54.3 (C-5), 62.8 (C-3),
71.4 (C-7), 77.0 (C-8), 132.2 (C-1), 142.0 (C-2), 175.5 (C-9).

4.8.2.3 Reduktion von Methyl-1,2-dehydro-7f-hydroxy-8a-pyrrolizidin-1-car-

boxylat zu [9,9-°H,]-Retronecin

OMe
LiAID4; THF D,0; Ethylacetat
.
RT (1h); 60°C (5h) SC an SiO,
Methyl-1,2-dehydro-7p- [9,9-°H,]-Retronecin
hydroxy-8a-pyrrolizidin- (50)

1-carboxylat (49)

Abb. 4-4  Bildung von [9,9-2H2]-Retronecin (50) aus Methyl-1 Methyl-1,2-dehydro-73-hydroxy-8a-
pyrrolizidin-1-carboxylat (49)

Die Umsetzung von Methyl-1,2-dehydro-73-hydroxy-8a-pyrrolizidin-1-carboxylat
(49) zu [9,9-°H,]-Retronecin (50) wurde in Anlehnung an die von Hsu und Allen (1975) fiir
*H-Retronecin publizierte Methode durchgefiihrt. Das Methyl-1,2-dehydro-7B-hydroxy-8a-
pyrrolizidin-1-carboxylat (49) wurde drei Tage in CD;0OD gelagert. In einem ofentrockenen
Kolben wurde eine Ldsung aus LiAID, (38 mg) und 15 ml frisch destilliertem THF
vorgelegt und anschliefend 150 mg (0,82 mmol) Methyl-1,2-dehydro-73-hydroxy-8a-
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pyrrolizidin-1-carboxylat (49) (in 5 ml frisch destillietem THF) bei -78°C zugetropft. Die
Mischung wurde fir eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt und anschlielend fur 5 h
am Ruckfluss erhitzt (60°C). Die Reaktionskontrolle erfolgte per DC (Abreaktion des
Methyl-1,2-dehydro-73-hydroxy-8a-pyrrolizidin-1-carboxylat-Spots). Die  Reaktionsmi-
schung wurde mit 40 ml D,O und 40 ml Ethylacetat versetzt. Nach Filtration wurde das
Filtrat im Vakuum zur Trockne eingeengt. Nach Aufreinigung mittels Kieselgel-
Saulenchromatographie (SiO, 0,063 -0,200mm; 30 cm x 2 cm; Elutionslésung:
CHCl3:MeOH:NH,OH 80:30:2 v/v/v) wurden 76 mg (Ausbeute: 59%) [9,9-H.]-Retronecin
(50) erhalten.

HRGC-EI-MS (70eV) von [9,9-?H,]-Retronecin > (50)
RI (DB-1MS): 1428; Rl (DB-5MS): 1465
m/z (%): 157 (15), 140 (3), 113 (50), 96 (16), 80 (100), 69 (10), 68 (8), 53 (8)

'H-NMR (600.13 MHz, MeOD): & (ppm) = 2.13-2.17 (m, 2H, 6-H), 3.32 (m, 1H, 5-H,),
3.78-3.84 (m, 2H, 3-H, und 5-H.), 4.33 (ddd, 2Jse3a = 15.4 Hz, 3Jse 2 = *Jae 56 = 1.9 Hz, 1H,
3-H.), 4.53-4.56 (m, 1H, 8-H), 4.78-4.81 (m, 1H, 7-H), 5.74 (ddd, J,3,= 3.8 Hz, %J,3.=
*Jo6= 1.9 Hz, 1H, 2-H).

3C-NMR (600.13 MHz, MeOD): 5 (ppm) = 36.8 (C-6), 54.4 (C-5), 59.7 (C-9), 63.0 (C-3),
71.9 (C-7), 78.9 (C-8), 126.1 (C-2), 139.7 (C-1).

4.8.2.4 Veresterung von [9,9-’H,]-Retronecin zu di-Butyroyl-[9,9-’H,]-Retronecin

Cl” CsH

Toluol; RT (1h); 100°C (1h)
[9,9-°H,]-Retronecin di-Butyroyl-

(50) [9,9-?H,]-Retronecin
(48)

Abb. 4-5 Veresterung von [9,9-’H,]-Retronecin (50) zu di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin (48)
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Die Umsetzung zum di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin (48) erfolgte in Anlehnung an
die von Witte et al. (1993) fur die Synthese von PA Mono- bzw. Diestern genannten
Methode. 70 mg [9,9-2H,]-Retronecin (50) (0,45 mmol) wurden in 10 ml Toluol mit 0,5 ml
(4,7 mmol) Buttersaurechlorid versetzt und fur jeweils eine Stunde bei Raumtemperatur
und bei 100°C zur Reaktion gebracht. Nach Entfernung der Losemittel wurde der
Rickstand mit NH,OH alkalisiert und finfmal mit je 10 ml CH,Cl, extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden Uber Na,SO, getrocknet und anschliefend im
Vakuum zur Trockne eingeengt. Das gelbliche, kristalline Rohprodukt wurde mittels
Kieselgel-Saulenchromatographie (SiO, 0,063 - 0,200 mm; 30 cm x 2 cm; Elutionslésung:
CH,Cl>:MeOH:NH,OH 10:1:3Tropfen v/v/v) fraktioniert. Das gewlinschte Endprodukt di-
Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin (48) konnte mit einer Ausbeute von 57% (75 mg) gewonnen

werden.
CH, C3Hy

HRGC-EI-MS (70eV) von di-Butyroyl-[9,9-?H,]-Retronecin 5
Rl (DB-1MS): 1972

m/z (%): 297 (5), 227 (30), 210 (44), 183 (5), 138 (48), 122 (39), 121 (49), 96 (43), 95
(100), 82 (11), 71 (24)

3
(48)

'H-NMR (400.14 MHz, CDCl;): 5 (ppm) = 0.93 und 0.95 (t, 3Jers.crz = 7.4 und 7.5 Hz, 3H,
CHs), 1.60 und 1.65 (sext, *Jcuzcrz = *Jenzcns = 7.4 und 7.6 Hz, 2H, CH,CHs), 2.00-2.12
(m, 2H, 6-H), 2.23 und 2.29 (t, 2H, *Jchzcrz = 7.5 und 7.4 Hz, O=CCH,), 2.63 (ddd, 2Jsa 56
= 9.2 Hz, 3Jsa3a = 5.7 Hz, 3Jsa3e = 2.2 Hz, 1H, 5-H.), 3.29 (m, 1H, 5-H,), 3.38 (ddq, 2Jse3a =
18.2 Hz, *Jsese = 5.7 Hz, *Jse2 = 2.2 Hz, 1H, 3-H,), 3.93 (ddd, *Jsa3c = 18.3 Hz, °J3.6 = 3.4
Hz 3Jsa2 = 2.0 Hz, 1H, 3-H.), 4.28 (br, m, 1H, 8-H), 5.30 (m, 1H, 7-H), 5.74 (m, 1H, 2-H).

3C-NMR (100.61 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 13.7 (CHs), 18.4 (CH,CHs), 36.0 und 36.5
(O=CCH,), 53.7 (C-5), 60.9 (C-9), 62.8 (C-3), 73.6 (C-7), 75.7 (C-8), 127.2 (C-2), 133.8
(C-1), 172.7 und 173.3 (C=0).
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5 Strukturmatrix

Strukturformeln ausgewahlter Verbindungen, chronologisch geordnet nach Nennung im
Text.

Nr. Substanz Nr. Substanz

1) 1-Hydroxymethylpyrrolizidin (31) Integerrimin

(2) Supinidin (32) Heliotrin

(3) Retronecin (33) Heliotrin-N-Oxid

(4) Heliotridin (34) Clivorin

(5) (-)-Platynecin (35) Lasiocarpin

(6) Otonecin (36) Seneciphyllin

(7) Senecionin (37) Riddelliin

(8) Triangularin (38) Jacobin

(9) Monocrotalin (39) Jacolin

(10) Lycopsamin (40) Senecionin-o-Glukosid

(11) Phalaenopsin (41) Supinin

(12)  Senecionin-N-Oxid (42) Heleurin

(13) Putrescin (43) Europin

(14) Spermidin (44) Senecivernin

(15) L-Arginin (45) Spartioidin

(16)  L-Ornithin (46) di-TMS-Retronecin

(17) Agmatin (47) di-TMS-Heliotridin

(18) N-Carbamoylputrescin (48) di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin

(19) Homospermidin (49) Methyl-1,2-dehydro-7B-hydroxy-8a-
pyrrolizidin-1-carboxylat

(20) (-)-Trachelanthamidin (50) [9,9-°H,]-Retronecin
(21) L-Vvalin (51) di-TMS-[9,9-°H.]-Retronecin
(22) L-Leucin (52) Rinderin

(23) L-Isoleucin (53) Intermedin

(24) 2-Oxoisocapronsaure (54) Echinatin

(25) Senecioninsaure (55) Usaramin

(26) Senkrikin

(27) Dehydrosenecionin

(28) 7-GSH-DHP

(29) 7,9-diGSH-DHP

(30) Retrorsin
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Tab. 7-1:  Kalibriergeraden, aufgetragen gegen den Standard Monocrotalin (11 ug absolut) zur
Auswertung der LLE — Wiederfindungsraten von Pyrrolizidinalkaloiden.

Kalibrierung Senecionin Kalibrierung Seneciphyllin
18 = 12 4
1] y2 0,9791x £ ¥ = 0,5695%
g 14 R®=0,9934 g 10 R? = 0,9990
o o
2 12 5 84
) =
S 104 Eln
£ 8 3 °
=] =
g 6 g 4]
£ 8
A 41 E 24
g 21 s
< 9 ‘ ‘ ; ‘ Zo ; ; ; ‘
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Hg [absolut] Mg [absolut]
Kalibrierung Retrorsin Kalibrierung Senkirkin
£ 25+ - c 4,5
S i
o =0, o 2 _
g 2 S 351 R? = 0,9879
o o
S 15 § 27
g 7] = 251
c c
® 1 £ 2
[3 £ 151
- c
@ 05 3 1
3 g 0.5 1
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0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Hg [absolut] Hg [absolut]

Tab.7-2  Ermittelte Wiederfindungsraten und Standardabweichungen (n=4) einzelner PA nach
24-stindigen LLE-Ansatzen mit CH,Cl;:Pentan (1:2; v/v) in wassriger Losung (n=
Anzahl der Durchfihrungen).

PA Wiederfindung [%] SD [%]
Senecionin (7) 85,8 9,4
Seneciphyllin (36) 82,5 9,8
Senkirkin (26) 90,5 8,3

Tab.7-3  Ermittelte Wiederfindungsraten und Standardabweichungen (n=1) einzelner PA nach
24-stindigen LLE-Anséatzen mit CH,Cl, in wassriger Losung (n= Anzahl der Durchfuh-

rungen).
PA Wiederfindung [%] SD [%]
Senecionin (7) 33,6 n.b.
Seneciphyllin (36) 40,8 n.b.
Senkirkin (26) 64,7 n.b.

n.b. = nicht bestimmbar; da aufgrund der schlechten Wiederfindungsraten nur
Einfachbestimmung durchgefiihrt
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Tab. 7-4

Tab. 7-5

Tab. 7-6

Ermittelte Wiederfindungsraten und Standardabweichungen (n=1) einzelner PA nach
24-stiindigen LLE-Ansatzen mit CHCI; in wassriger Lésung (n= Anzahl der Durchfiih-

rungen).

PA

Wiederfindung [%]

SD [%]

Senecionin (7)
Seneciphyllin (36)
Senkirkin (26)

37,6
38,4
59,1

n.b.
n.b.
n.b.

n.b. = nicht bestimmbar; da aufgrund der schlechten Wiederfindungsraten nur
Einfachbestimmung durchgefiihrt

Ermittelte Wiederfindungsraten und Standardabweichungen (n=13) einzelner PA nach
24-stiindigen LLE-Ansatzen (CH,Cl,:Pentan 1:2; v/v) mit Honigmatrix (n= Anzahl der

Durchfiihrungen).
PA Wiederfindung [%] SD [%]
Senecionin (7) 55,7 21,0
Seneciphyllin (36) 60,5 24,8
Senkirkin (26) 67,0 33,9
Retrorsin (30) 70,4 27,7

Zur Ermittlung der, fur die Isolierung von PA aus Honigmatrix, optimalen SCX-SPE-
Kartusche eingesetzte Produkte. Angegeben die Platzierung nach Beurteilung der
Faktoren: Wiederfindungsrate, FluRrate, Handling, Auftreten von Verstopfungen,

Interferenzen.

Hersteller

Bezeichnung/Typ

Platzierung

Machery - Nagel
Machery - Nagel
Alltech
IST / Separtis
Merck
Supelco®
Supelco®
Phenomenex®
Phenomenex®
Varian™
Varian™
Varian™
Varian™
Varian™

Chromabond® PSA
Chromabond® SA
Extract-Clean® SCX
Isolute® SCX-2
LiChrolut® SCX
Supelclean® LC-SCX
Supelclean® LC-WCX
Strata® SCX
Strata-X-C® 33um
Bond Elut® CBA
Bond Elut Jr.® SCX
Nexus®
HF Bond Elut LRC® SCX

HF Mega Bond Elut® SCX

6.
7.
11.
7.
9.

11.

11.

N =
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Tab. 7-7  Ermittelte Wiederfindungsraten und Standardabweichungen (n=4) einzelner PA bei
Anwendung der Varian HF Bond Elut LRC® SCX SPE-Katusche mit Honigmatrix (n=
Anzahl der Durchfiihrungen).

PA Wiederfindung [%] SD [%]
Senecivernin (44) 207,0 33,9
Senecionin (7) 83,9 2,5
Seneciphyllin (36) 78,7 3,6
Spartioidin (45) 130,9 12,6
Integerrimin (31) 83,0 2,8
Senkirkin (26) 109,3 4,4
Retrorsin (30) 57,8 2,5
Monocrotalin (9) 77,5 23

Tab.7-8 Ermittelte Wiederfindungsraten und Standardabweichungen (n=10) einzelner PA nach
48-stiindigen LLE-Ansatzen (CH,Cl,:Pentan 1:2; v/v) mit zuckerhaltiger Matrix (n=
Anzahl der Durchfiihrungen).

PA Wiederfindung [%] SD [%]
Senecionin (7) 80,0 50
Seneciphyllin (36) 83,5 8,8
Senkirkin (26) 73,7 7,0
Retrorsin (30) 88,3 11,0

Tab. 79  Auflistung und Herkunftsangaben laut Etikett der untersuchten Honighandelsproben.
Ebenfalls angegeben der ermittelte PA-Gehalt, berechnet als Retronecin-Aquivalente,
aus Dreifachbestimmung nach (A) Heliotrin- und (B) di-Butyroyl-[9,9-°H,]-Retronecin-
Standardisierung der untersuchten Honighandelsproben.

(A) (B)
Nr. Bezeichnung Herkunft PA-Gehalt PA-Gehalt
[ug/g] [ug/g]

1 Hublandsommer Deutschland n.n. n.d.

2 Bienenhonig Wildblite Kuba n.n. n.d.

3 Bienenhonig Eukalyptus Brasilien n.n. n.d.

Imported Natural Honey, .

4 Brand Australia Australien n.n. n.d.

5 Echter D?utscher Honig Deutschland an. nd.
Fruhtracht

6 Echter Deutschgr Honig Deutschland n.n. n.d.
Rapshonig

7 Echter Deutsch?r Honig Deutschland n.n. n.d.

Sommerblite

8 Echter Deutscher Honig Deutschland n.n. n.d.
Bergflora

9 Obstblutenhonig Deutschland n.n. n.d.

Spatsommertracht

10 Honigtau- und Erika-Heide Deutschland nn. n.d.

11 Bergland-Honig Frankreich n.n. n.d.

12 Mesquitehonig USA, Arizona n.n. n.d.

13 Geestland-Honig Deutschland n.n. n.d.

14 Kleehonig, Luzerne Mischung aus EG-Landern n.n. n.d.

15 Kaffeeblitenhonig Brasilien n.n. n.d.
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_ (A) (B)
Nr. Bezeichnung Herkunft PA-Gehalt PA-Gehalt
[ug/g] [ug/g]
Heidehonig
16 Haupttrachtquelle: Besenheide Deutschland n-n. n.d.
17 Sommerbliitenhonig Deutschland n.n. n.d.
18 Sonnenblumenhonig Deutschland n.n. n.d.
19 Blutenhonig ,Exzellent” Mischung aus EG-Landern n.n. n.d.
20 Honig aus Griechenland Griechenland n.n. n.d.
Boretsch, Honig aus
21 Boretschbliiten-Nektar Neuseeland 0,084 + 0,016 0,096 + 0,005
22 Avocadohonig Mexiko n.n n.d.
23 Heidehonig Deutschland n.n n.d.
24 Korianderhonig Mischung aus EG-Landern n.n n.d.
25 Pampashonig Argentinien n.n n.d.
26 Thymianhonig Neuseeland n.n n.d.
27 Urwaldhonig Guatemala n.n. n.d.
28 Sommerblitenhonig Ungarn n.n. n.d.
29 Seidenpflanzenhonig Ungarn n.n n.d.
30 Eukalyptus-Honig Australien n.n n.d.
31 Imkerhonig Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
32 Bienenhonig Auslese Nicht-EG-Lander 0,035 + 0,011 0,053 + 0,002
33 Bienenhonig Griechischer Art EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
34 _ Bienenhonig EG-Lander und NichtEG-Lander 0,027 +0,014 0,064 + 0,003
Feincremige Auslese
Landhonig EG-Lander, Nicht-EG-L&nder,
35 Feine Auslese Europa, Mittel- und Siidamerika 0,053 +£0,034 0,047 +0,001
36 Blltenhonig Siid- und Mittelamerika 0.069£0,008 0,061 0,002
Cremig
37 Gebirgsbliitenhonig EG-Lénder und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
Wabenecht
38 Gelée Royale in Honig unbekannt n.n. n.d.
39 Wildblitenhonig Blumig EG-Lander und Nicht-EG-Lander 0,060 + 0,013 0,071 £ 0,002
Sommerbliitenhonig Feine EG-Lander, Nicht-EG-Lénder,
40 9 Europa, Australien, Mittel- und n.n. n.d.
Auslese . )
Stidamerika
41 Honig Kanada 0,040 + 0,007 0,047 + 0,001
42 Wabenechter EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
Sommerblitenhonig
43 Bienenhonig EG-Lénder und Nicht-EG-Lander 0,019 + 0,003 0,027 + 0,001
Goldklare Auslese
44 Bergblitenhonig Mexiko n.n. n.d.
45 Gebirgsbltitenhonig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
Extra feine Auslese
46 Echter Pegtsche__r Honig Deutschland n.n n.d.
Frihlingsblite
Echter Deutscher Honig
47 Wildbliitenhonig Deutschland n.n n.d.
48 Echter Deutscher Honig Deutschland n.n n.d.
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(A) (B)
Nr. Bezeichnung Herkunft PA-Gehalt PA-Gehalt
[ug/g] [ug/g]

49 Mischbliitenhonig Deutschland n.n. n.d.
50 Gebirgsblutenhonig Nicht-EG-Lander 0091£0012  0,072+0,002

Wabenecht

Imkerhonig « . .
51 Goldklare Auslese EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
52 _Imkerhonig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.

Streichzarte Blitenauslese

53 Akazienhonig Ungarn n.n. n.d.
54 Natural Honey EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
55 Eucalyptushonig Australien n.n. n.d.
56 Manukahonig Neuseeland n.n. n.d.
57 Thymianhonig Neuseeland n.n n.d.
58 Echter Deuts"cher Bienenhonig Deutschland n.n. n.d.

Frihtracht
59 Echter Deutscher Bienenhonig Deutschland . nd.

Sommertracht

60 Kleehonig Kanada n.n. n.d.
61 Blitenhonig Wurzig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
62 Kastanienhonig Italien n.n. n.d.
63 Kleehonig Neuseeland n.n. n.d.
64 Auslesehonig Mexiko und Argentinien n.n. n.d.
65 Gebirgshonig Mexiko n.n. n.d.
66 Yukatanhonig Mexiko n.n n.d.
67 Eukalyptushonig Brasilien n.n. n.d.
68 Blitenhonig Frankreich n.n. n.d.
69 Pampashonig Argentinien n.n. n.d.
70 Pinienhonig Turkei n.n. n.d.
7 Wollampferhonig (Salbei) Kalifornien n.n. n.d.
72 Thymianhonig Neuseeland n.n. n.d.
73 Mexikanischer Hochlandhonig Mexiko n.n n.d.
74 Sommerblitenhonig Mexiko n.n. n.d.
75 Karibikhonig Kuba n.n. n.d.
76 Wildblitenhonig Kuba n.n. n.d.
77 Rape Flower Honey England n.n. n.d.
78 Borage Honey England n.n. n.d.
79 Mixed Flower Honey England n.n. n.d.
80 Heather Honey England n.n. n.d.
81 Berghonig , Tasco* Mexiko n.n n.d.
82 Wildblitenhonig Sud-/Mittelamerika n.n n.d.

Bayerischer
83 Friihlingsblitenhonig Bayern / Deutschland n.n. n.d.
84 Echter Deutscher Honig Deutschland n.n. n.d.

Moorblite
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_ (A) (B)
Nr. Bezeichnung Herkunft PA-Gehalt PA-Gehalt
| [g/g] [g/g]
85 Echter qutschgr Honig Deutschland n.n. n.d.
Blatenhonig
86 Echter Dgutschgr Honig Deutschland n.n. n.d.
Heidehonig
87 Blitenhonig mit Sanddorn unbekannt n.n. n.d.
88 Friesischer Klee-Honig EG-Lander n.n. n.d.
Streichzart
Florida-Blutenhonig mit
89 Wabenstulck USA nn. n.d.
90 Heide-tlonig EG-Lénder und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
Naturkost
Lateinamerikanischer . . .
91 Wildbliitenhonig Sid- und Mittelamerika n.n. n.d.
92 Bienenhonig Auslese Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
93 Bienenhonig cremig Nicht-EG-Lander 0,044 + 0,008 0,050 + 0,003
94 Heidehonig unbekannt n.n. n.d.
95 Bienenhonig Wiesentracht EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
96 Blitenhonig Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
Honig aus Friesland
97 Waldbliite Deutschland n.n. n.d.
98 Echter Deut_scher Honig Deutschland n.n. n.d.
Heide
Wildblutenhonig . .
99 Lieblich-mild Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
100 Honey creamy Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
101 Honey clear Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
102 Echter Deutscher Honig Deutschland n.n. n.d.
Sommertracht
103 Deutscher Bienenhonig Deutschland n.n. n.d.
Werdumer Sommer
104 Landhonig Deutschland, Ungarn und Mexiko n.n. n.d.
105 Bienenhonig Deutschland, Ungarn und Brasilien n.n. n.d.
106 Honig Sidfrankreich n.n n.d.
107 Manukahonig Neuseeland n.n n.d.
108 Echter D?utscher Honig Deutschland n.n n.d.
Fruhtracht
109 Thymianhonig Neuseeland n.n n.d.
110 Ulmo-Honig Chile n.n. n.d.
111 Honig der Provence Frankreich n.n. n.d.
112 Kleehonig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
113 Heidehonig Frankreich n.n. n.d.
Sanddorn in Honig
114 Sonnenblumenhonig mit Deutschland n.n. n.d.
Sanddornmark
115 Akazien &“Blute_n- »Zum Deutschland n.n. n.d.
Tee" Honig
16 Eucalyptus-Honig Australien, Br_a_slllen und an. nd.
Auslese Argentinien
117 KIee-ARaps-Honlg Argentinien, Neuseeland n.n. n.d.
uslese
Sonnenblumenhonig Ungarn, Rumanien, Turkei,
118 . . n.n. n.d.
Auslese Moldawien, Spanien
119 W"df\’:]“stleegzc’”'g Mexiko, Siidamerika, Ost-Europa 0,026 + 0,005 0,028 + 0,002
120 Deutscher Bienenhonig Deutschland n.n. n.d.

Linde
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(A) (B)
Nr. Bezeichnung Herkunft PA-Gehalt PA-Gehalt
[ug/g] [ug/g]
Honig aus Friesland
121 Waldblite Deutschland n.n. n.d.
122 DGUtSChPr Blengnhonlg Deutschland n.n. n.d.
Blatenhonig
123 Deutscher Bienenhonig Deutschland n.n. n.d.
Raps
124 Deutscher Bienenhonig Deutschland n.n. n.d.
Sonnenblumen
125 Honig aus Friesland Deutschland n.n. n.d.
Blute
126 Honig aus Fne_sland Deutschland n.n. n.d.
Blitenhonig
127 Gebirgsblitenhonig Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
128 Gebirgsbllitenhonig EG-Lander n.n. n.d.
129 Greek Honey — Thym, Fir and Griechenland n.n. n.d.
selected Flowers
130 Honig Griechenland n.n. n.d.
131 Greek Honey Griechenland n.n. n.d.
132 Greek Honey Griechenland n.n. n.d.
133 Honey Delphi Griechenland n.n. n.d.
134 Flower Honey Griechenland n.n. n.d.
135 Blitenhonig Europa, Siidamerika n.n. n.d.
136 Pinienhonig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
137 Akazienhonig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n n.d.
138 Kleehonig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
139 Rapshonig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
140 Orangenhonig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
141 Echter D__eutschg Honig Deutschland n.n. n.d.
Blitenhonig
142 Waldhonig Toskana / ltalien n.n. n.d.
143 Sommerblitenhonig Toskana / Italien n.n. n.d.
144 Wildblutenhonig Argentinien n.n. n.d.
145 Borretsch Honig Neuseeland 0,120 + 0,047 0,135+ 0,003
146 Bio Wildblitenhonig Mexiko n.n. n.d.
147 Kamahi Honig Neuseeland n.n. n.d.
148 Manuka Honig Neuseeland n.n. n.d.
149 Pampas Honig Argentinien n.n. n.d.
150 Wildblutenhonig Mexiko n.n. n.d.
151 Sommerblitenhonig Ungarn n.n. n.d.
152 Bio Rapshonig Schleswig-Holstein / Deutschland n.n. n.d.
153 Rewarewa Honig Neuseeland 0,053+ 0,014 0,059 + 0,002
154 Kleehonig Kanada n.n. n.d.
155 Eukalyptushonig Argentinien 0,040 + 0,005 0,048 + 0,003
156 Waldhonig Brasilien n.n. n.d.
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_ (A) (B)
Nr. Bezeichnung Herkunft PA-Gehalt PA-Gehalt
[ug/g] [ug/g]
157 Orangenhonig Mexiko n.n. n.d.
158 Sommerblitenhonig goldklar Siid- und Mittelamerika n.n. n.d.
159 Imker Landhonig Auslese Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
160 Productos Apicolas Chile nn. n.d.
Propéleo-Miel
161 Productos Apicolas Chile 0,052£0,008 0,057 £ 0,002
Pélen-Miel
162 Bio-Imkerhonig cremig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
163 Bio-Imkerhonig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
164 Kleehonig Neuseeland n.n n.d.
165 Miel Chailan Frankreich n.n n.d.
166 Miel de France Frankreich n.n. n.d.
167 Blitenhonig Frankreich n.n. n.d.
168 Honig mit Gelée Royale Frankreich n.n n.d.
169 Blitenhonig Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
170 Gelée Royale in Blutenhonig unbekannt n.n n.d.
171 Blitenhonig Deutschland n.n n.d.
172 OKOIOQ'SChg Wll_dblutenhonlg Mexiko und Nicaragua n.n. n.d.
remig
Feine Auslese Honig -
173 aus Okologischer Landwirtschaft Osteuropa nn. n.d.
174 Vielbllitenhonig Nicht-EG-Lander n.n n.d.
175 Blitenhonig Deutschland/Réhn n.n n.d.
176 Bienenhonig Nicht-EG-Lander 0,090 + 0,007 0,096 + 0,001
177 Sommerbliiten- mit Deutschland n.n. n.d.
Sonnenblumenhonig
178 Blitenhonig Deutschland n.n. n.d.
179 Imkerhonig Nicht-EG-Lander 0,038 + 0,003 0,034 + 0,001
180 Okologlscher“\Nll_dblutenhonlg Mexiko und Nicaragua n.n. n.d.
Flussig
181 Reiner und natrlicher Tiirkei n.n. n.d.
Blitenhonig
182 Reiner und natrlicher Tiirkei n.n. n.d.
Blatenhonig
183 Honig mit Wabe Turkei n.n n.d.
184 Filtrierter Blumenhonig Turkei n.n n.d.
185 Sommertracht Deutschland n.n. n.d.
186 Fruhjahrsblitenhonig Deutschland n.n n.d.
187 Wildblitenhonig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n n.d.
188 Blltenhonig Nicht-EG-Lander 0,078 £ 0,029 0,075 + 0,003
Goldflissig
189 Australischer Bio-Honig Australien n.n n.d.
190 reiner australischer Honig Australien n.n n.d.
191 Manuka-Honig Neuseeland n.n n.d.
192 Klee-Honig Neuseeland n.n. n.d.
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(A) (B)
Nr. Bezeichnung Herkunft PA-Gehalt PA-Gehalt
[ug/g] [ug/g]
193 Rewarewa-Honig Neuseeland n.n. n.d.
194 Pohutukawa-Honig Neuseeland n.n. n.d.
195 Thymian-Honig Griechenland n.n. n.d.
196 Sulla-Honig Italien n.n. n.d.
197 Zitrusfrucht-Honig Italien n.n. n.d.
198 Asphodill-Honig Italien n.n. n.d.
199 Vielblitenhonig Italien n.n. n.d.
200 Blitenhonig Griechenland n.n. n.d.
201 Kastanienhonig Italien n.n n.d.
202 Wildblutenhonig Griechenland n.n n.d.
203 Blitenhonig (Akazien, Orange) EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
204 Blitenhonig EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
205 Vielblitenhonig Frankreich n.n. n.d.
206 Garigue-Honig Frankreich n.n. n.d.
207 Blitengold cremig Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
208 Wildblutenhonig Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
209 Vielblitenhonig Nicht-EG-Lander n.n n.d.
210 Ok°'°9isccfz:n?g'“te”h°”ig EG-Lénder und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
21 Imker-Auslese Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
212 Imker-Auslese feincremig Nicht-EG-Lander 0,048 £ 0,001 0,051 +£ 0,001
213 Imkerhonig gold EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
214 Imkerhonig hell EG-Lander und Nicht-EG-Lander n.n. n.d.
215 Bio-Wildblitenhonig Brasilien n.n. n.d.
216 Bergland Honig Osterreich n.n. n.d.
n.n. = nicht nachweisbar
n.d. = nicht durchgefiihrt
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Tab. 7-10 Auflistung und Herkunftsangaben der untersuchten Senecio-Honige (Honige aus
Gebieten mit Senecio-Massenvorkommen). Ebenfalls angegeben der ermittelte PA-
Gehalt, berechnet als Retronecin-Aquivalente, aus Dreifachbestimmung nach Heliotrin-
Standardisierung.

Nr. Bezeichnung Herkunft PA-Gehalt

[ug/d]

S1 Senecio-Honig Niederlande 0,124 + 0,045
S2 Senecio-Honig Niederlande 0,537 £ 0,180
S3 Senecio-Honig Niederlande 0,038 + 0,005
S4 Senecio-Honig Niederlande n.n.

S5 Senecio-Honig Niederlande 0,250 + 0,010
S6 Senecio-Honig Niederlande 0,232 £ 0,015
S7 Senecio-Honig Niederlande 3,796 + 0,110
S8 Senecio-Honig Niederlande 1,751 £ 0,106
S9 Senecio-Honig Niederlande 0,226 + 0,006
S10 Senecio-Honig Niederlande 0,304 + 0,006
S11 Senecio-Honig Niederlande 0,525 + 0,165
S$12 Senecio-Honig Niederlande 4,658 + 0,800
S13 Senecio-Honig Niederlande n.n.

S14 Senecio-Honig Niederlande 0,052 £ 0,025
S15 Senecio-Honig Niederlande 0,020 + 0,005
S16 Senecio-Honig Niederlande 0,022 + 0,005
S17 Senecio-Honig Niederlande 0,107 £ 0,041
S18 Senecio-Honig Niederlande 0,300 + 0,010
S19 Senecio-Honig Niederlande 0,248 + 0,029
S20 Senecio-Honig Niederlande 0,268 + 0,024
S21 Senecio-Honig Niederlande 0,354 + 0,028
S22 Senecio-Honig Niederlande 0,712+0,118
S23 Senecio-Honig Niederlande 0,217 £ 0,104
S24 Senecio-Honig Niederlande 2,604 £ 0,133
S25 Senecio-Honig Niederlande n.n.

S26 Senecio-Honig Niederlande 0,038 + 0,007
S27 Senecio-Honig Niederlande n.n.

n.n. = nicht nachweisbar
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Tab. 7-11  Auflistung und Herkunftsangaben der untersuchten Echium-Honige. Ebenfalls angege-
ben der ermittelte PA-Gehalt, berechnet als Retronecin-Aquivalente, aus Dreifachbe-
stimmung nach di-ButyroyI-[9,9-2H2]-Retronecin-Standardisierung.

Nr. Bezeichnung Herkunft PPE;ngzg]alt
E1 Echium-Honig Neuseeland 0,378 £ 0,006
E2 Echium-Honig Neuseeland 0,344 + 0,071
E3 Echium-Honig Neuseeland 0,394 + 0,017
E4 Echium-Honig Neuseeland 0,406 + 0,020
E5 Echium-Honig Neuseeland 0,334 + 0,003
E6 Echium-Honig Neuseeland 0,449 + 0,084
E7 Echium-Honig Neuseeland 0,429 + 0,012
E8 Echium-Honig Neuseeland 0,520 + 0,015

Tab. 7-12 PA-Gehalte, berechnet als Summe der Einzel-PA, in Pollen und Bliten von Senecio
vernalis (n=12); ebenfalls angegeben das Minimum und Maximum der Messungen (n=
Anzahl der Durchfiihrungen).

Pflanzenteil PA-Gehalt minimaler, gemessener maximaler, gemessener
[mg/g] PA-Gehalt [mg/g] PA-Gehalt [mg/g]
Pollen 4,07 £ 0,81 2,81 5,22
Waxschicht 4 54, 50 0,52 2.10
der Pollen
Blite 229+1,24 0,99 5,23

Tab. 7-13 PA-N-Oxid-Anteile in Pollen und Bliten von Senecio vernalis (n=12); ebenfalls ange-
geben das Minimum und Maximum der Messungen (n= Anzahl der Durchfiihrungen).

Pflanzenteil PA-N-Oxid- minimaler, gemessener maximaler, gemessener
Anteil [%] PA-N-Oxid-Anteil [%] PA-N-Oxid-Anteil [%]
Pollen 71,83 £ 13,53 50,37 92,15

Blite 84,23 £ 9,58 62,63 97,83
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Tab. 7-14 Verteilung der einzelnen PA in Pollen von Senecio vernalis (n=12); ebenfalls angege-

ben das Minimum und Maximum der Messungen (n= Anzahl der Durchfiihrungen).

Pflanzenteil Gehalt minimaler, gemessener maximaler, gemessener
[mg/g] Gehalt [mg/g] Gehalt [mg/g]

PA 1 0,29 £ 0,15 0,07 0,57
Senecivernin (44) 0,57 £ 0,24 0,24 1,23
Senecionin (7) 1,15+ 0,31 0,72 1,63
Seneciphyllin (36) 1,72+ 0,35 1,02 2,16
Spartioidin (45) 0,07 £ 0,03 0,04 0,14
Integerrimin (31) 0,08 £ 0,03 0,04 0,13
PA 2 0,00 £ 0,01 n.n. 0,03
Senkirkin (26) 0,17 £ 0,06 0,09 0,29
Retrorsin (30) n.n. n.n. n.n.
Usaramin (55) n.n. n.n. n.n.

PA 1 = unbekanntes PA
PA 2 = unbekanntes PA
n.n. = nicht nachweisbar

Tab. 7-15 Verteilung der einzelnen PA in Bliten von Senecio vernalis (n=12); ebenfalls angege-

ben das Minimum und Maximum der Messungen (n= Anzahl der Durchfiihrungen).

Pflanzenteil Gehalt minimaler, gemessener maximaler, gemessener
[mg/g] Gehalt [mg/g] Gehalt [mg/g]

PA 1 0,05+ 0,02 0,02 0,09
Senecivernin (44) 0,50 + 0,26 0,09 1,05
Senecionin (7) 0,89 + 0,53 0,29 2,09
Seneciphyllin (36) 0,32+0,18 0,11 0,73
Spartioidin (45) 0,03 + 0,03 0,00 0,10
Integerrimin (31) 0,11 £ 0,06 0,04 0,26
PA 2 0,01 £ 0,02 n.n. 0,05
Senkirkin (26) 0,30 £ 0,17 0,09 0,73
Retrorsin (30) 0,07 £ 0,05 n.n. 0,16
Usaramin (55) 0,00 £ 0,00 n.n. 0,01

PA 1 = unbekanntes PA
PA 2 = unbekanntes PA
n.n. = nicht nachweisbar
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Tab.7-16 Auflistung und Herkunftsangaben laut Etikett der untersuchten Pollenprodukte.
Ebenfalls angegeben der ermittelte PA-Gehalt, berechnet als Retronecin-Aquivalente,

aus Vierfachbestimmung nach Heliotrin-Standardisierung.

Nr. Bezeichnung Herkunft PA-Gehalt
[ug/g]
1 Blltenpollen Spanien n.n.
2 Blitenpollen naturbelassen keine Angaben 5,28 £ 0,21
3 Blltenpollen keine Angaben 1,79+0,18
4 Pollen de Fleurs en pelote Frankreich n.n.
5 Pollen en pelotes Frankreich n.n.
6 Pollen in synergie Frankreich n.n.
7 Blutenpollen keine Angaben n.n.
8 Bienenpollen Spanien 4,64 £0,52
9 Blltenpollen keine Angaben 2,42 £ 0,67
10 Blltenpollen keine Angaben n.n.
1 Bllitenpollen keine Angaben n.n.
12 Blitenpollen Rumanien 16,35+ 0,98
13 Blutenpollen keine Angaben 1,81 £ 0,24
14 Blitenpollen Spanien n.n.
15 Blutenpollen keine Angaben n.n
16 Biors?gg?ggnen Spanien n.n.
17 Blitenpollen keine Angaben n.n.
18 Blitenpollen Schweiz n.n.
19 Blitenpollen Rumanien 2,44 + 0,23
20 Blitenpollen Spanien n.n.
21 Blutenpollen Asien n.n.
22 BlGtenpollen Ungarn n.n.
23 Blutenpollen Sud-Ost Europa n.n.
24 Blitenpollen Spanien 1,08 +0,13
25 Blitenpollen keine Angaben n.n.
26 Pollen Spanien n.n.
27 Blitenpollen keine Angaben n.n.
28 Bllitenpollen keine Angaben 4,46 + 0,63
29 Blitenpollen England n.n.
30 Heidekraut/Erica-Blitenpollen Frankreich n.n.
31 -thoT: ;(;Irlwirlles- USA nn.
32 Bee Pollen Tablets USA n.n.
33 Blitenpollen Italien 2,38 £ 0,22
34 Pollen en pelotes Frankreich 2,46 £ 0,15




7 Anhang

Nr. Bezeichnung Herkunft PA-Gehalt
[ug/g]

35 Bliitenpollen Osterreich n.n.

36 Polline di Flori Italien n.n.

37 B'”tseigfr‘;"fﬂlfe“nsader Spanien 2,83+0,28
38 Blltenpollen keine Angaben 1,74 £ 0,26
39 Blitenpollen Spanien n.n.

40 Bio-Blutenpollen keine Angaben 11,65 +£0,78
4 Bee Pollen Granules Neuseeland n.n

42 Blitenpollen Deutschland n.n

43 Blitenpollen Spanien n.n

44 Blutenpollen Spanien n.n

45 Blitenpollen Spanien 13,36 £ 0,49
46 Blitenpollen Spanien n.n

a7 Blltenpollen Deutschland n.n

48 Blitenpollen Deutschland n.n

49 Blitenpollen Deutschland n.n

50 BlGtenpollen keine Angaben 6,97 £ 0,46
51 BllGtenpollen keine Angaben n.n.

52 Blutenpollen Spanien 6,20 + 0,16
53 Blutenpollen Spanien n.n

54 Blitenpollen Mexiko / Provinz Michoacan n.n.

55 Blitenpollen Mexiko / Provinz Chematal n.n.

n.n. = nicht nachweisbar

Tab. 7-17 Auflistung und Honiggehalte laut Packungsangaben der untersuchten honighaltigen
Lebensmittel. Ebenfalls angegeben der ermittelte PA-Gehalt, berechnet als Retro-
necin-Aquivalente, aus Dreifachbestimmung nach Heliotrin-Standardisierung.

. . PA-Gehal
Nr. Bezeichnung Honiggehalt Gehalt
[ng/g]

HL1 Met mind. 30% " 0,012 + 0,001
HL2 Met mind. 30% " n.n.
HL3 Honig - Met mind. 30% " n.n.
HL4 Met mind. 30% " n.n.

Honig - Met . o, 1)
HL5 (lieblich) mind. 30% n.n.
HL6 H(?é‘i'r?h'em‘;t mind. 30% " 0,484 + 0,019
HL7 Honig - Met mind. 30% " n.n.

(classic)

Honig - Met ; o 1
HL38 - Lindenhonig - mind. 30% n.n.
HL9 Honig - Met mind. 30% " 0,083 0,002

- Orangenhonig -

HL10 Honig - Met mit feuriger mind. 30% " nn.

Gewlrzmischung
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7 Anhang

. . PA-Gehal
Nr. Bezeichnung Honiggehalt Gehalt
[ug/g]
HL11 Honig - Met mit Hanf-Aroma mind. 30% " n.n.
HL12 Mischgetrank aus Honig -.Met mind. 30% " nn
und Johannisbeerenwein
HL13 Honig - Met mit Vanilleschote mind. 30% " n.n
HL14 Met mind. 30% " n.n
HL15 Met (trocken) mind. 30% " n.n
HL16 Tannenhonig Met mind. 30% " n.n
HL17 Waldhonig Met mind. 30% " n.n
HL18 Stdfrucht Met mind. 30% " n.n
HL19 Met (schwarz) mind. 30% " n.n
HLzo  9efllite Krauter Bonbons mit 7,00% 0,012 £ 0,001
Vitamin C und Honig
HL21 Zitronenbonbon 8,60% n.n
mit Honigflllung
Anis-Fenchel-Honig-Bonbon o
HL22 mit flissiger Honigflllung 8,60% n.n
BIO Honig Bonbons o
HL23 (gefiillt) 11,60% n.n
HL24 Honig-gefulite 11,60% 0,041 £ 0,005
Bonbons
HL25  Honig-Spitzwegerich Bonbons 5,00% n.n.
HL26 Salbel-Bor]bons mit 6.80% nn
Honigfillung
HL27 Honig-Blittenpollen Bonbons 5,00% n.n.
HL28 gefillte Milch-Honig Bonbons 5,00% n.n.
Halsbonbons o
HL29 (Honig gefilt) 8,00% n.n
HL30 Fenchelhonig ca. 37%? n.n
HL31 Fenchelhonig N ca. 37%? n.n
HL32 Fenchelhonig S ca. 37%? n.n
HL33 Fenchelhonig N ca.37% 0,032 £ 0,002
HL34 Fenchelhonig S ca. 37% 0,128 + 0,008
HL35 Fenchelhonig N ca.37%? n.n
HL36 Fenchelhonig AH ca. 37%? n.n
HL37 Fenchelhonig SN ca.37%? n.n
HL38 Fenchelhonig N ca. 37% 0,010 £ 0,001
HL39 Cola mit Honig 15,00% n.n.
HL40 Lemon mit Honig 9,60% n.n.
HL41 Karottensaft mit Honig 3,00% n.n.
HL42 Karottensaft mit Honig 4,20% n.n.
HL43 Karottensaft mit Honig 3,00% n.n.
HL44 Sesam-Honig (Sesamriegel) 42,00% n.n.
HL45 Sesam Riegel mit Honig 40,00% n.n.
HL46 Mandel-Honig Riegel 31,00% n.n.
HL47 Honig-Ingwer-Frucht-Riegel 28,00% n.n.




7 Anhang 163
Nr. Bezeichnung Honiggehalt PA-Gehalt
[ug/g]
HL48 Amaranth Riegel 233,00% n.n.
HL49 Knusper-Ringe mit Honig 4,50% n.n.
HL50 Dinkel gepufft mit Honig 30,00% n.n.
HL51 Honig-Baren Gummibonbons 11,00% n.n.
HL52 Honig Doppel-Barchen 10,00% n.n.
HL53 Fruchtige Honig-Béarchen 5,00% n.n.
HL54 Getreide-Brei (mit Honig) 11,10% n.n.
HL55 Feiner Milchbrei (mit Honig) 6,60% n.n.
HL56 Milchbrei Vollkorn-Honig 4,50% n.n.
HL57 } NiilréuigRsfg’Zgnztﬁg ) keine Angaben n.n.
HL58 Gelériili{sﬁzlriilgaé)seln keine Angaben n.n.
HL59 Aufbau Mix 50,00% n.n.
HL60 Sanddorn mit Honig 34,00% n.n.

7 |laut Leitsatzen flr weinahnlichen und schaumweinahnliche Getranke

2 laut Annahme nach Kapitel 3.4
n.n. = nicht nachweisbar

Tab. 7-18 Mittels Heliotrin-Standardisierung ermittelte PA-Gehalte, berechnet als Retronecin-
Aquivalente, der jeweiligen filtrierten und unfiltrierten Versuchshonige (VSH1-3) nach
unterschiedlichen Standzeiten. Ebenfalls angegeben ist die Standardabweichung aus

Dreifachbestimmung.

. VSH 1 VSH 2 VSH 3
Standzeit — — — — — —
unfiltriert filtriert unfiltriert filtriert unfiltriert filtriert
1 Tag 0,004 + 0,003" n.d. 0,020 + 0,004 n.d. 0,094 + 0,004 n.d.

6 Wochen 0,006 +0,002" 0,007 +0,001"

12 Wochen 0,011 £ 0,001 0,011 £ 0,002

0,025 +0,003 0,027 £0,002 0,282 +0,008 0,281 0,002

0,038 £0,001 0,037 £0,004 0,322+0,008 0,319 +£0,010

Y unterhalb der Bestimmungsgrenze
n.d. = nicht durchgefiihrt









