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Ausgangssituation:

Pyrrolizidin-Alkaloide (PA) sind sekundéare Pflan-
zenstoffe, denen karzinogene und genotoxische
Eigenschaften zugeschrieben werden. lhr Vor-
kommen in Lebensmitteln stellt eine Bedrohung
der Gesundheit des Menschen dar. Sie werden
von mehr als 6.000 Pflanzenarten der Familien
Boraginaceae, Asteraceae und Fabaceae gebil-
det. Die Pollen dieser Pflanzen stellen potenzielle
PA-Quellen dar. Uber den Eintrag von Pollen und
Nektar gelangen PA in den Honig, was eine aku-
te Problematik fir den Honigmarkt darstellt.

Nach dem Verzehr PA-haltiger Lebensmittel
werden diese im Darm reduziert und anschlie-
Rend resorbiert. Gelangen sie schlieBlich in die
Leber, werden sie durch enzymatische Reaktio-
nen in die aulRerst reaktiven Pyrrole Uberfihrt.
Diese wiederum besitzen stark alkylierende Ei-
genschaften und kénnen DNA-Addukte bilden,
die zu Leberzirrhosen fihren kénnen.

Verschiedene Untersuchungen belegen bereits,
dass Pyrrolizidin-Alkaloide in Honig nachweisbar

sind und z.T. bedenklich hohe Konzentrationen
erreichen konnen. In einer Studie des Nah-
rungsmittel- und Warenamtes in Den Haag sind
in 25 % der untersuchten Honige Gesamt-PA-
Gehalte von bis zu 0,365 ug/g gefunden wor-
den.

Pollenanalysen wurden stets nur begleitend an
wenigen Honigproben vorgenommen, so dass
nur sehr wenig Datensdtze von Pollenanteilen
und PA-Gehalten in Honig existieren. Zudem
wurde meist die konventionelle Pollenanalyse
nach DIN 10760 verwendet, bei der in einer
kleinen Unterprobe des Pollensedimentes die
verschiedenen Pollen ausgezahlt und anschlie-
Bend die relativen Pollenanteile errechnet wer-
den. In Vorversuchen konnte bereits gezeigt
werden, dass ein Zusammenhang zwischen den
relativen Pollenanteilen PA-haltiger Pflanzen und
den PA-Gehalten im Honig besteht. Fiir die Ent-
wicklung der Screening-Methode ist es jedoch
erforderlich, die absoluten Pollenzahlen PA-
haltiger Pflanzen in Honig zu kennen.
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Die Bestimmung von PA-Gehalten in Honig ist
aulRerst aufwandig (ca. 2 Tage Zeitaufwand fir
eine Analyse) und erfordert eine kostspielige
analytische Ausstattung (LC-MS) sowie hoch-
qualifiziertes Personal. Um der honig-
verarbeitenden Industrie eine regelmaRige Unter-
suchung einer groRen Anzahl von Proben zu er-
moglichen, ist es notwendig, eine weniger zeit-
und kostenintensive Methode zu entwickeln.
Dies kommt letztlich auch dem Verbraucher-
schutz zu Gute.

Grenzwerte flir PA in Lebensmitteln existieren
derzeit nicht. Das Bundesministerium fir Ge-
sundheit hat allerdings die Einnahme von pflanz-
lichen pharmazeutischen Praparaten, denen ein
medizinischer Nutzen nachgewiesen werden
konnte, auf 1 ug PA/Tag bei einer Einnahmezeit
von maximal 6 Wochen begrenzt. KEMPF' et al.
(2008) konnten in verschiedenen Honigen PA-
Konzentrationen nachweisen, durch die beim
Verzehr von nur 20 g Honig (entspricht einer
Portion) dieser Grenzwert Uberschritten wirde.
Dies zeigt die Notwendigkeit, auch ohne offiziell
eingeflihrten Grenzwert fiir PA in Honig, aktiv zu
werden und die Entwicklung von Methoden zum
Screening von PA in Honigen voranzutreiben.

Ziel des Forschungsvorhabens war es deshalb,
far die honigverarbeitende Industrie eine zuver-
lassige Screening-Methode zur Einschatzung von
Pyrrolizidin-Alkaloid-Gehalten in Honig mittels
einer weiterentwickelten melissopalynologischen
Analyse (Pollenanalyse) zu entwickeln.

Forschungsergebnis:

Forschungsstelle 1 beschaffte getrocknetes Ma-
terial 14 verschiedener, PA-haltiger Pflanzen aus
Stdamerika, um diese Forschungsstelle 2 zur
Extraktion der PA zur Verfligung zu stellen. Pa-
rallel hierzu wurde eine Vielzahl an Honigproben
aus Europa, Mittel- und Sidamerika beschafft.
Die in den Honigen enthaltenen PA wurden mit-
tels LC-MS/MS quantifiziert, wobei die durch
Forschungsstelle 2 bereitgestellten Standards
genutzt wurden. AulBerdem wurde eine Methode
zur absoluten Quantifizierung von PA-Pollen
(z.B. Echium-Pollen) entwickelt und die Anzahl
PA-haltiger Pollen in den Honigproben bestimmt.
Fir die Anfertigung von Fotografien fir eine Fo-
to-Referenz wurden Pollenproben aus Siddameri-
ka genutzt, die Forschungsstelle 1 beschaffte.

' Kempf, M., Beuerle, T., Bithringer, M., Denner, M., Trost, D., von
der Ohe, K., Bhavanam, V. B. R. and Schreier, P:. Pyrrolizidine alka-
loids in honey: Risk analysis by gas chromatography-mass spectrom-
etry. Mol. Nutr. Food Res. 52, 1193-1200 (2008).
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AuBerdem konnte Forschungsstelle 3 noch wei-
tere Pollen zur Verfiigung stellen. Von den Pol-
len wurden Dauerpraparate fir die Lichtmikro-
skopie hergestellt. Aulerdem wurde eine
Vielzahl von Fotografien angefertigt, die in Form
einer Foto-Referenz zusammen mit Beschreibun-
gen und Fotografien der Ursprungspflanzen Inte-
ressenten zugéanglich gemacht werden. Die Er-
gebnisse der Auszadhlung der Pollen sowie der
LC-MS-Messungen wurden zusammengefihrt,
um mogliche Korrelationen zu ermitteln, die eine
Einschatzung der PA-Gehalte im Honig mittels
quantitativer Pollenanalyse ermdéglichen. Es
wurden deutliche Zusammenhange zwischen
Konzentrationen einzelner pflanzentypischer
Marker-PA und deren Pollen dargestellt. Mittels
der durch Forschungsstelle 2 isolierten Substan-
zen konnten weitere, bisher noch nicht unter-
suchte PA in Honig nachgewiesen werden. Eini-
ge PA stellten sich als ,Begleit-PA” heraus, die
meist mit pflanzentypischen Marker-PA auftra-
ten, jedoch in wesentlich geringerer Konzentra-
tion (z.B. Acetyl-Lycopsamin). Ein PA, Amabilin,
konnte in ca. 50 % der Proben detektiert wer-
den und erreichte Konzentrationen von bis zu
108 ug/kg. Obwohl dieses PA zu den PA gerin-
gerer Toxizitat gezahlt wird, ist dies ein wichti-
ger Befund, da Amabilin in einigen Honigen we-
sentlich zum Gesamt-PA-Gehalt des Honigs bei-
tragt.

Im Zeitraum von Oktober 2009 bis August 2012
wurden insgesamt 15 verschiedene Pyrrolizidin-
Alkaloide durch Forschungsstelle 2 aus unter-
schiedlichem Pflanzenmaterial isoliert bzw. im
Falle der N-Oxide durch Synthese erhalten. Hier-
zu musste flr jede einzelne Pflanze eine eigene
Methode zur Isolierung der Standards entwickelt
werden. Es war aufgrund der Komplexitat der
Matrix der einzelnen Pflanzen und auf Grund des
unterschiedlichen chemischen Verhaltens der PA
(Reduktion, Elution) nicht mdglich, eine einheitli-
che Routine-Methode fur die Isolierung aller Pyr-
rolizidine zu entwickeln. Die einzelnen Metho-
den-Parameter mussten zudem standig ange-
passt und fir eine adaquate Reinheit der
Standards immer wieder Uberpriift werden. Im
Gegensatz zu den kommerziell erhéltlichen Alka-
loiden konnten im Rahmen des Projektes fir ei-
nige wichtige Pyrrolizidin-Alkaloide die genaue
NMR-Reinheiten angegeben werden.

Forschungsstelle 3 kultivierte PA-haltiges Pflan-
zenmaterial auf einem Forschungsfeld in Braun-
schweig (Echium vulgare, Symphytum officinale,
Cynoglossum officinale). AulRerdem wurden PA-
Pflanzen an verschiedenen Orten in Deutschland
geerntet (Senecio vernalis, Senecio jacobaea,
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Eupatorium cannabinum). Das Pflanzenmaterial
wurde lyophilisiert und gemahlen und in dieser
Form der Forschungsstelle 2 zur Extraktion der
PA zur Verfliigung gestellt. Zuvor wurden die
enthaltenen PA ermittelt, um Forschungsstelle 2
eine erste Ubersicht (ber die in dem Material
enthaltenen PA geben zu kénnen. Vor der Ernte
wurden den Pflanzen noch Pollen entnommen,
welche der Forschungsstelle 1 zur Herstellung
von Referenzpraparaten fir die Lichtmikroskopie
und zur Anfertigung von Fotografien fir eine Fo-
to-Referenzsammlung zur Verfligung gestellt
wurden.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Der Honigverzehr in Deutschland belauft sich
auf 1,4 kg pro Kopf und Jahr. Um diesen Bedarf
zu decken, werden pro Jahr 100.000 t Honig
bendtigt. Die in Deutschland produzierte Menge
reicht daflr nicht aus, weshalb 80 % des Be-
darfs durch Importe gedeckt wird. Die honig-
verarbeitende Industrie besteht aus kleinen und
mittleren Unternehmen, deren Umsatz ca. 180
Mio. € betréagt. Dieses Umsatzvolumen doku-
mentiert die wirtschaftliche Bedeutung des Le-
bensmittels Honig in Deutschland.

In einer hollandischen Studie (VAN RHIJN? et
al., 2007) wurden 43 von 171 Honigen (25 %)
PA-positiv getestet. KEMPF' et al. (2008) konn-
ten in 19 von 216 untersuchten Honigen (9 %)
PA nachweisen.

Von Juli bis September 2008 wurden 23.087 t
Honig mit einem Wert von 45,9 Mio. € nach
Deutschland importiert (Warenverein der Ham-
burger Boérse). Nach den Daten von VAN RHIJN
et al. (2007) und KEMPF et al. (2008) kann da-
von ausgegangen werden, dass ca. 2.300 -
5.700 t dieses Honigs im Wert von ca. 4,6 -
11,5 Mio. € PA-positiv sind.

Dies verdeutlicht die Notwendigkeit, eine kos-
tenglinstige, schnelle und effektive Methode zur
Quantifizierung von PA bereitzustellen, um wirt-
schaftlichen Schaden zu verhindern, der aus der
Vermarktung ungeeigneter Honige resultiert.

Der Honigindustrie sowie den Handelslaboratori-
en wird durch die Forschungsergebnisse eine
Methode zur Einschadtzung der PA-Gehalte in
Honig an die Hand gegeben, die es ihnen ermdg-
licht, mit geringem Zeit- und Kostenaufwand

2 Van Rhijn, J. A.: Pyrrolizidine alkaloiden in honing. Factsheet, Vo-
edsel en Waren Autoriteit Regio Oost, Afd. Laboratorium, Zut-
phen www.vwa.nl/txmpub/files/?p file id=22703 (2007).
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PA-haltige Honige zu identifizieren. Hierdurch
profitieren insbesondere kleine und mittlere Un-
ternehmen.
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