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1 EINLEITUNG

Die EU-Richtlinie 74/409/EEC legt allgemeine Regeln fir die Zusammen-
setzung und Herstellung von Honig fest. Sie erlaubt die Angabe des botanischen
Ursprungs, wenn das Produkt hauptsachlich aus der angegebenen Quelle stammt
und ihre organoleptischen, physikochemischen und mikroskopischen Eigenschaften
besitzt. Sie gestattet die Angabe der regionalen, territorialen oder topographischen
Herkunft, wenn es ausschlie3lich aus diesem Gebiet stammt und die Auflistung
besonderer Qualitatskriterien. Die Angabe des Ursprungslandes ist fir alle Hersteller
verpflichtend. In Osterreich werden Bezeichnung und Zusammensetzungsmerkmale
durch die Honigverordnung [1] geregelt. Die Honigverordnung ist die Umsetzung der
Richtlinie 2001/110/EG des EU-Rates [2].

Um die Einhaltung der Richtlinie Gberprifen zu kénnen, braucht man geeignete
Analysenmethoden. Fur die Bestimmung der Sortenreinheit und der botanischen
Herkunft verwendet man derzeit die Pollenanalyse, die aber einige Nachteile hat, wie
z.B. dass sie bisher nicht computergestitzt durchgefuhrt werden kann. Daher
versucht man andere Methoden zu entwickeln, um Honigsorten identifizieren zu
konnen. Im Fokus dieser Methoden stehen verschiedene Substanzen, die von den
Pflanzen stammen, von denen die Bienen Nektar oder Honigtau sammeln. Zu diesen
Substanzen zahlen z.B. Aminosauren, organische Sauren, Aromastoffe und
phenolische Verbindungen, wie die Flavonoide.

Flavonoide sind polyphenolische Pflanzenpigmente, die man in Obst, Gemduse,
Nussen, Samen, Blumen und allen griinen Pflanzenzellen findet. Sie sind fur die
brillianten Farben von Blutenblattern und Frichten genauso verantwortlich wie auch
fur komplexe, fluoreszierende Muster, die unter UV-Licht sichtbar werden. Sie sind
als Antioxidantien, Radikalfanger und Chelatbildner bekannt und sie werden mit einer
Reihe von biologischen Effekten, wie z.B. antiviraler, antibakterieller und ent-
zundungshemmender Wirkung, in Verbindung gebracht [3, 4].

In den Honig kdonnen Flavonoide Uber Nektar, Pflanzensekrete, Pollen oder
Propolis gelangen. Daher sollte das Flavonoidprofil einer Honigprobe die botanische
Quelle ihres Blutennektars widerspiegeln. Dieses Profil wird aber je nach Pollen- und

Propolisquelle, und damit je nach geographischer Herkunft verandert.



2 POLYPHENOLE

Polyphenole werden entsprechend der Zahl ihrer Phenolringe und deren
VerknUpfung in Hydroxybenzoesauren (Gallussaure), Hydroxyzimtsduren (Kaffee-,
Ferulasaure), Stilbene, Chalcone, Flavonoide und Lignane (Pinoresinol, Lariciresinol)
eingeteilt. In pflanzlichen Lebensmitteln wurden mehrere hundert nachgewiesen und
sie liegen meistens als Glykoside, seltener als Ester vor. Sie tragen oft zu Farbe und
Aroma von Frichten bei. Sie sind aber auch Substrate fir Polyphenoloxidasen,
deren Produkte unter anderem zur enzymatischen Braunung von Obst beitragen.
Allen gemeinsam ist die antioxidative Wirkung, die aber stark vom pH-Wert und vom
Hydroxylierungsmuster abhangig ist [5].

2.1 Flavonoide

Die Substanzklasse der Flavonoide wurde in den 1930er Jahren von Albert
Szent Gyorgyi entdeckt. Sie sind die in der Nahrung am haufigsten vertretenen
Polyphenole, es sind tber 6500 davon bekannt.

Ihr Grundgerust ist der Flavankern (Abbildung 1), der aus 15 Kohlenstoffatomen
besteht, die in 3 Ringen angeordnet sind (Cs-C3-Cg), zwei aromatischen (A und B)
und einem O-heterozyklischen (C). Sie werden
anhand ihres Cs-Elements in Gruppen eingeteilt, wie
z.B. Flavone, Flavonole, Flavanone, Flavanole,
Anthocyane, Isoflavone, Chalcone, Dihydrochalcone,
Aurone, Cumarine und Proanthocyanidne (siehe
Kapitel 2.1.1) [6, 7].

Abbildung 1: Flavankern

Flavonoide haben einen gemeinsamen Biosyntheseweg, die Vorstufen
stammen aus dem Shikimisdure- und dem Acetat-Malonat-Stoffwechsel [8].

In Pflanzen kommen sie, mit Ausnahme der Flavanole, meist glykosyliert vor,
von Quercetin wurden bisher etwa 180 Glykoside entdeckt. Die bevorzugte
Bindungsstelle fir den Zuckerrest ist die 3-Position, aber es kdnnen auch an die
Positionen 5 und 7 Zucker gebunden werden. Es handelt sich hauptséchlich um
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O-Glykoside, aber es sind auch C-Glykoside bekannt, bei denen der Zucker direkt an
den aromatischen Ring gebunden ist. Der haufigste Zuckerrest ist D-Glukose, aber
auch D-Galaktose, L-Rhamnose, L-Arabinose, D-Xylose und Apiose kommen an
Aglykone gebunden vor. Im Allgemeinen sind D-Zucker B-glykosidisch und L-Zucker
a-glykosidisch gebunden [9, 10]. Glykosylierung macht sie besser wasserléslich und
weniger reaktiv gegenuber freien Radikalen [8].

Angaben Uber die tagliche Aufnahme variieren stark. In einer Studie aus
Amerika aus dem Jahr 1976 wird ein taglicher Flavonoidkonsum von 1 g angegeben.
Dieser Wert ist aber nach heutiger Ansicht zu hoch, da ungeeignete
Analysenmethoden verwendet wurden. In einer niederlandischen Studie, die 1987/88
durchgefuihrt wurde, hat man die Zufuhr im Durchschnitt auf 23 mg pro Person und
Tag geschétzt (3-65 mg/Tag). Dabei wurden der Gehalt von drei Flavonolen und zwei
Flavonen in 28 Gemusesorten, 9 Friichten und einigen Getrdnken und der Konsum
dieser Lebensmittel untersucht. Da nur 5 Flavonoide bericksichtigt wurden, liegt die
tatsachliche tagliche Aufnahme wahrscheinlich Uber diesem Wert [3]. Bei der
Zutphen Elderly Study wurde eine durchschnittliche Catechinzufuhr von 75 mg pro
Tag beobachtet [10].

Ein weiters Problem bei der Abschatzung der Flavonoidzufuhr ist, dass
Umweltfaktoren, regionale Unterschiede, Wachstumsbedingungen, Charakteristika
der verschiedenen Unterarten und Vorgange bei Lagerung und Verarbeitung den
Flavonoidgehalt von Lebensmitteln beeinflussen [11].

Uber die Aufnahme, die Metabolisierung und die Ausscheidung von
Flavonoiden ist nur wenig bekannt. Bei der Verstoffwechslung sind Umwandlungen,
wie die Abspaltung von Zuckern und/oder phenolischen Hydroxylgruppen,
Ringoffnung, Hydrogenierung und Abbau zu Kohlendioxid méglich [3, 7].

Aus erndhrungsphysiologischer Sicht bleibt die Bedeutung der Flavonoide
unklar. Anders als bei bekannten Mikrondhrstoffen, wie den Vitaminen, fihrt eine zu

geringe Zufuhr an Flavonoiden nicht zu offensichtlichen Mangelerscheinungen [11].
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2.1.1 Wichtige Flavonoidfamilien

2.1.1.1 Flavone

Substanz Position

5 7 3| &

Luteolin | OH | OH | OH | OH

Apigenin | OH | OH OH

Chrysin | OH | OH

Abbildung 2 : Grundstruktur der Flavone

Flavone haben eine Doppelbindung an der 2-3-Position des heterozyklischen
Rings. Man findet diese hellgelben Pigmente am haufigsten in Friichten, aber auch in
Getreide und Krautern. Am weitesten verbreitet sind Apigenin und Luteolin. Wenn sie
in hohen Konzentrationen vorkommen oder Metallionen komplexieren, tragen
Flavone zur Farbe von pflanzlichen Geweben bei.

Flavone tragen auch zum Geschmack bei, so sind die Aglykone Nobiletin,
Sinensetin und Tangeretin Bitterstoffe in Zitrusfrichten. Die Glykoside Neodiosmin

und Rhoifolin reduzieren den bitteren Geschmack von Substanzen [12].

2.1.1.2 Flavonole

Substanz Position

5 7 3 |4 |5

Quercetin | OH | OH | OH | OH

Kampferol | OH | OH OH
Galangin | OH | OH
Fisetin OH | OH | OH

Abbildung 3: Grundstruktur der Flavonole Myricetin | OH | OH | OH | OH | OH

Flavonole haben dieselbe Grundstruktur wie Flavone mit einer zusatzlichen
Hydroxylgruppe am C-Ring. Sie sind hellgelbe Pigmente, die in allen pflanzlichen
Lebensmitteln und in Frichten meistens in der Schale vorkommen. Die haufigsten

Vertreter sind Quercetin und Kampferol [12].
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2.1.1.3 Flavanone

‘ ¢ Substanz Position
o) 517173 4

=
2
‘ ; Naringenin | OH | OH OH

Hesperetin | OH | OH | OH | OCH;

Abbildung 4: Grundstruktur der Flavanone

Flavanone haben im Gegensatz zu den Flavonen keine Doppelbindung im
heterozyklischen Ring. Sie sind nur in wenigen Lebensmitteln vertreten. Man findet
sie hauptsachlich in Zitrusfrichten und daraus hergestellten Saften, aber auch in
Kichererbsen, Kreuzkimmel, WeiRdorn- und Vogelbeeren, SiRholz und
Pfefferminze. Sie tragen zum Geschmack der Zitrusfrichte bei. Flavanone mit
Neohesperidose als Zuckerrest schmecken normalerweise bitter, wie z.B. Naringin in
der Grapefruit [12].

2.1.1.4 Flavanole

. Substanz Position
Os_ 3 5 713 |4 |5

O o
i 3 (+)-Catechin BOH | OH | OH | OH | OH
30H (-)-Epicatechin aOH | OH | OH | OH | OH

(-)-Epigallocatechin | cOH | OH | OH | OH | OH | OH

Abbildung 5: Grundstruktur der Catechine

Man nennt Flavanole auch Flavan-3-ole oder Catechine. lhnen fehlt die
Ketogruppe am und die Doppelbindung im heterozyklischen Ring. Die fehlende
Doppelbindung und das Vorhandensein einer 3-Hydroxylgruppe erzeugen zwei
asymmetrische Zentren (C2, C3). In der Natur findet man nur 2R-Flavanole [9].

Catechine sind farblos und fur ihre adstringierende Wirkung bekannt. Sie sind
vor allem in grinem Tee, Rotwein und dunkler Schokolade enthalten.
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2.1.1.5 Anthocyane

+ Substanz Position

O 3 5 7 [3 [ 4
7 /\2

Cyanidin OH |OH|OH | OH | OH
3

Cyanin O-Glc | OH | OH | OH | OH

Pelargonidin | OH | OH | OH OH

Abbildung 6: Grundstruktur der Anthocyane

Die, im Gegensatz zu allen anderen Flavonoidklassen, geladenen Anthocyane
findet man als rote, blaue und violette Farbpigmente in Bliten, Friichten, Rhabarber,
Auberginen, Rotkraut und Radieschen. Der Anthocyangehalt von Frichten steigt
normalerweise bei der Reifung. Sie befinden sich bei den Friichten, aul3er bei den
Beeren, nur in der Schale. Die unterschiedlichen Farbschattierungen entstehen
durch Metallkomplexe mit Eisen und Magnesium.

Anthocyane sind auch zugelassene Lebensmittelfarbstoffe, deren Farbe
teilweise pH-Wert abhangig ist. Sie ist normalerweise rot bei pH 3,5 und verschiebt

sich in Richtung blau mit steigendem pH [12].

2.1.1.6 Isoflavone

Substanz Position
5 6 7 4
Genistein OH OH OH
Genistin OH O-Glc | OH
Daidzein OH OH
Biochanin A | OH OH | OCHg
Formononetin OH | OCHg
Abbildung 7: Grundstruktur der Isoflavone Glycitein OCH; | OH | OH
Glycitin OCH; | O-Glc | OH

Die Isoflavone unterscheiden sich aufgrund der unterschiedlichen
Bindungsstelle des B-Rings von den anderen Flavonoidklassen. Die bekanntesten
Vertreter sind Genistein und Daidzein. Man findet sie hauptséachlich in Leguminosen,

vor allem in Sojabohnen, aber auch in grinen, schwarzen und Limabohnen, Kicher-
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und Spalterbsen, Alfafasprossen, Kleesprossen und Sonnenblumenkernen.

Isoflavone sind bekannt fur ihre dstrogene Wirkung [12].

2.1.2 Funktion der Flavonoide in Pflanzen

Keiner anderen Gruppe von sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen werden so
viele und so unterschiedliche Schlusselfunktionen beim Wachstum und bei der
Entwicklung von Pflanzen nachgesagt wie den Flavonoiden. Viele dieser Funktionen
sind wichtig fur das Uberleben der Pflanzen. Grundsatzlich muss man zwischen den
Funktionen der roten und blauen Anthocyane und denen des farblosen oder gelben

Rests unterscheiden [13].

2.1.2.1 Funktionen der Anthocyane

Es gibt experimentelle Hinweise darauf, dass Anthocyane der Abwehr dienen
und die Pflanze vor herbivoren oder pathogenen Angriffen schitzen, aber keine
Beweise. Sie sind fur einige wirbellose Tiere toxisch, aul3erdem fressen viele
Insekten keine rotblattrigen Pflanzen. Das kann einerseits daran liegen, dass rotes
Laub wie junge Blatter aussieht, die wenig Stickstoff und Mineralien enthalten,
andererseits sieht man die Insekten auf den roten Blattern gut und sie werden
leichter von Feinden entdeckt. Anthocyane und Chlorophyll ergeben zusammen eine
schwarzbraune Farbe, dadurch sehen die Blatter wie totes Laub aus und sind
zusatzlich nur schwer vom Boden unterscheidbar.

Die meisten Anthocyane absorbieren Licht zwischen 270 und 290 nm,
acetylierte Anthocyane sind besonders gute UV-Absorber. Daher schitzen sie
pflanzliche DNA, Proteine und Membrane vor Schaden durch die UV-Strahlung der
Sonne.

Wenn Pflanzen mehr Lichtenergie bekommen, als sie fur die Photosynthese
bendtigen, entstehen im Gewebe reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Anthocyane
konnten die entstehenden Schéaden eindammen. Daflr sind sie allerdings nicht an
den geeigneten Stellen im Gewebe platziert.

In vitro sind Anthocyane sehr starke Antioxidantien. Sie tragen in den Zellen

zur Kontrolle der ROS-Mengen bei und kénnten als Reaktion auf oxidativen Stress
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oder das Wachsen unter widrigen Umweltbedingungen gebildet werden. Sie sind
aber auch fur diese Funktion nicht in den passenden Geweben lokalisiert.

Am wahrscheinlichsten ist Anthocyanbildung eine allgemeine Reaktion auf
Stress. So kdnnen Verletzungen, Pathogene, Temperaturextreme, starkes Licht, UV-
Strahlung, Nahrstoffmangel, Trockenheit und vieles mehr einen Anstieg der

Anthocyanmengen in Pflanzen verursachen [13].

2.1.2.2 Funktionen der farblosen und gelben Flavono ide

Die farblosen und gelben Flavonoide dienen den Pflanzen ebenfalls als
Schutz vor Stress. Durch UV-Strahlung, Verletzungen, extreme Temperaturen, Ozon,
starke Beleuchtung, Pathogene oder Nahrstoffmangel wird ihre Produktion induziert.

Es wird angenommen, dass Flavonoide hauptsachlich beim UV-Schutz eine
Rolle spielen. Pflanzen reagieren auf Licht oft mit Flavonoidsynthese. Flavone und
Flavonole sind stark UV-absorbierend und reichern sich nach UV-Induzierung
hauptsachlich in den Epidermiszellen an, daher kdnnten sie als Schutz fir das
photosynthetische Gewebe dienen. Auch in Frichten werden Flavonoide als UV-
Schutz produziert, so werden sie in Apfeln bei starker Sonneneinstrahlung
angereichert. Aber nicht alle Flavonoide scheinen gleich gut vor UV-Schaden zu
schitzen und auch wie sie das tun, ist unklar.

Extreme Temperaturen treiben die Bildung von farblosen Flavonoiden voran.
Temperaturstress hemmt Prozesse, die an der Fortpflanzung beteiligt sind.
Flavonoide dammen diese Effekte ein.

Es gibt Hinweise darauf, dass Flavonoide die Resistenz gegen hohe
Schwermetallkonzentrationen im Boden verbessern. Sie kdnnen Metalle binden, aber
das ist in saurer Umgebung schwierig.

Die antioxidative Wirkung ist allen phenolischen Verbindungen in Pflanzen
gemeinsam und man nimmt an, dass Flavonoide eine Schlisselrolle bei der

Bekampfung von oxidativem Stress haben.
Flavonoide sind auch an der Pflanzenreproduktion beteiligt, sei es durch den

Schutz von reproduktivem Gewebe oder von Samen, oder als stimulierender Faktor

bei der Samenentwicklung.
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Weiters dienen sie als Lockmittel in der Bestaubung und Samenverbreitung.
Dabei stellen Anthocyane bei von Insekten bestaubten Pflanzen den offensichtlichen
Anteil in den grof3en und aufféallig gefarbten Blutenblattern dar, aber auch Chalcone,
Aurone und einige Flavonole farben manche Bliten gelb. Viele Flavone und
Flavonole bewirken als Co-Pigmente eine Intensivierung der Farbe. Blutenblatter und
andere Pflanzenteile zeigen unter UV-Licht ein komplexes Muster, die auf Flavonol-
glykoside und Chalcone zurtickzufihren sind. Diese Muster bestimmen, welche Tiere
zur Bestdubung angelockt werden. Flavonoide in Frichten ziehen moglicherweise
Fruchtfresser an, die bei der Samenverbreitung helfen.

Anthocyane, Flavonole und Chalcone reichern sich oft in den mannlichen und
weiblichen Sexualorganen einer Blume, auch in den Pollenkoérnern, an. Dadurch
heben sich die Pollen fir die UV-wahrnehmenden Insekten von den Blutenblattern
ab. Man findet Flavonoide aber auch in Pollen von windbestaubten Pflanzen, daher
wurde die Hypothese aufgestellt, dass sie an der Pollenkeimung beteiligt sind oder
als Wachstumsregulator bei der Bildung des Pollenschlauchs dienen. Da die
Befruchtung aber auch bei flavonoidarmen Mutanten funktioniert, wurde eine neue
Hypothese aufgestellt, die besagt, dass die Flavonoide das haploide Genom vor
mutagenen Auswirkungen von UV-Licht oder oxidativem Stress schiuitzen.

Ein anderer Ansatz sieht die Synthese von Flavonen, Flavonolen und
Flavononen als chemische Botenstoffe, z.B. als Verteidigungsmolekile oder als
regulierende Signale.

Isoflavone sind sehr toxisch fir Pilzpathogene. Sie verhindern die Keimung
der Sporen und das Wachstum des Keimschlauchs und der Hyphen von Pilzen.

Der Nahrstoffstatus einer Pflanze hat auch Einfluss auf die Flavonoidmengen
im Gewebe. So werden sie z.B. bei Nitratmangel angereichert und dienen als
Lockmittel fUr stickstoffbindende Bakterien. Nur wenige Pflanzenarten kdnnen diese
knotchenbildenden Bakterien binden, 80% gehen eine Symbiose mit Mykorrhiza-
pilzen ein. Bei dieser Symbiose stellen die Flavonoide keine essentiellen
Signalmolekile dar, viele Phenolsduren konnen dasselbe bewirken, aber sie
unterstitzen die Pollenkeimung (vor allem Kampferol, Quercetin und Myricetin) und
stimulieren so das Pilzwachstum.

Bestimmte Flavonoide werden von den Pflanzen als Schutz vor der Invasion

von Parasiten eingesetzt. So produzieren z.B. Pappeln eine chemische Barriere
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gegen Misteln. Resistente Badume enthalten signifikant héhere Flavonol- und
Flavonmengen.

Abschliel3end sei noch die insektizide Wirkung von Flavonoiden erwahnt, sei
es als Verdauungsinhibitoren oder durch direkte Toxizitat. Dabei sind Isoflavone,

Anthocyane, Flavone, Flavonole oder Proanthocyanine involviert [13].

2.1.3 Flavonoide und Gesundheit

Es wurde berichtet, dass Flavonoide viele positive Auswirkungen auf die
menschliche Gesundheit haben, wie z.B. antikanzerogene, entziindungshemmende,
immunmodulierende, antiallergene, antivirale und antibakterielle. Des Weiteren
verhindern sie die Oxidation von Low Density Lipoproteins (LDL), die Aggregation
von Blutplattchen und die Aktivitat von Enzymen. Sie l6sen diese Effekte als Anti-
oxidantien,  Radikalfanger, = Chelatbildner = mit  Metallionen und  durch
Wechselwirkungen mit Enzymen aus [3].

Flavonoide erregten vermehrt die Aufmerksamkeit der Wissenschatft durch das
Jranzosische Paradoxon“: Trotz fettreichen Essens und eines hohen Raucheranteils
in der Bevolkerung treten in Sudfrankreich seltener Herz-Kreislauf-Erkrankungen auf,
die normalerweise mit diesem ungesunden Lebensstil in Verbindung gebracht
werden. Die Erklarung fand man im héheren Konsum von Rotwein und den in ihm
enthaltenen Polyphenolen [7, 14].

Trotz der zahlreichen Untersuchungen, die seither durchgefuhrt wurden, weif3
man nur wenig Uber die Aufnahme und Verstoffwechslung der Flavonoide. Auch die

taglich aufgenommene Menge ist nicht genau bekannt.

2.1.3.1 Flavonoide als Antioxidantien, Radikalfange  r und Chelatbildner

Bei reaktiven Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies handelt es sich um freie
Radikale, wie Superoxid-, Peroxyl-, Alkoxyl-, Hydroxyl- und Stickoxidradikale und
nichtradikale Verbindungen, wie Singulettsauerstoff und Wasserstoffperoxid. ROS
spielen eine wichtige Rolle bei der Energieproduktion in der Atmungskette. Wenn sie
jedoch im Ubermaf produziert werden, greifen sie Lipide, Proteine, Enzyme und die

DNA an. Der menschliche Organismus hat Systeme zum Schutz vor freien Radikalen
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entwickelt, wie die Enzyme Glutathionperoxidase, Katalase und Superoxid-
Dismutase oder andere Verbindungen, wie z.B. Glutathion, Histidin-Peptide,
Transferrin und Ferritin u.v.m. Schaffen es ROS trotzdem, Schaden zu verursachen,
gibt es im Kdrper Reparaturmechanismen zur Behebung [6]. Sind die kdrpereigenen
Schutz- und Reparatursysteme beeintrachtigt oder versagen sie, kdnnen durch die
Nahrung aufgenommene Antioxidantien Schadigungen verhindern. Unter diesen
Substanzen sind die Flavonoide die am besten untersuchte Gruppe.

Magliche antioxidative Mechanismen sind:

* Unterdrickung der Bildung von ROS, entweder durch Enzymhemmung oder
durch Chelatbildung mit Spurenelementen, die an der Bildung von freien
Radikalen beteiligt sind

* Einfang der ROS

e Hochregulierung der kérpereigenen Schutzmechanismen [6]

Die Flavonoide unterscheiden sich teilweise stark in ihrer Aktivitat als
Antioxidantien und ihre Wirkung wird bestimmt durch:

 das Redoxpotential und damit ihrer Reaktivitat als Wasserstoff- oder
Elektronendonor

* die Madglichkeit des Antioxidantenradikals, das ungepaarte Elektron zu
delokalisieren und stabilisieren

» ihre Reaktivitdt mit anderen Antioxidantien

« die Fahigkeit mit Ubergangsmetallen Komplexe zu bilden

Polyphenole sind in vitro effektivere Antioxidantien als die Vitamine C und E. lhre
Neigung zur Chelatbildung mit zweiwertigen Metallionen, speziell mit Eisen und
Kupfer, unterstitzt die Rolle von Polyphenolen als praventive Antioxidantien, da sie
die metallkatalysierte Bildung freier Radikale hemmen [8].

Zu den Struktureigenschaften, die die oben angefuhrten Bedingungen erfullen
und so eine starke antioxidative Wirksamkeit ermdglichen, zahlen:

» ortho-3",4"-Dihydroxyrest (Catecholgruppe) am B-Ring (bei z.B. Catechin,
Luteolin, Quercetin)

* meta-5,7-Dihydroxyanordnung am A-Ring (bei z.B. Kampferol, Apigenin,
Chrysin)

» 2,3-Doppelbindung gemeinsam mit einer 4-Ketogruppe am C-Ring zur
Delokalisierung von ungepaarten Elektronen (bei z.B. Quercetin); eine 3-

Hydroxylgruppe verstarkt die Wirkung.
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« Zwei Angriffspunkte fiir die Chelatbildung mit Ubergangsmetallionen sind
bekannt: o-Diphenolgruppen an den 3",4"-Positionen am B-Ring und die Keto-
strukturen 4-Oxo- und 3- Hydroxy- oder 4- Oxo- und 5-Hydroxyl- am Ring C

Glykosylierung setzt die antioxidative Aktivitat herab [6, 8].

Flavonoide hemmen die Enzyme, die fir die Bildung von Superoxid und
anderen ROS verantwortlich sind. Sie bilden Chelate mit Metallionen, die eine
wichtige Rolle im Sauerstoffmetabolismus spielen. Diese lonen sind aber auch fir
viele physiologische Funktionen wichtig, z.B. als Cofaktoren oder Bestandteile von
Hamproteinen [6].

2.1.3.2 Flavonoide und Krebs

Eine antikanzerogene Wirkung von Flavonoiden wurde in in vitro-Studien und
Tierversuchen beobachtet, allerdings wurden bei diesen Studien Konzentrationen
eingesetzt, die niemals Uber die Nahrung aufgenommen werden konnen. In
epidemiologischen  Untersuchungen  konnte nur ein  Rickgang des
Lungenkrebsrisikos festgestellt werden [10].

Flavonoide wirken in vitro in allen drei Phasen der Kanzerogenese. Dabei sind
mehrere Mechanismen moglich. Flavonoide hemmen Phase-I- und Phase-lI-Enzyme.
Ihre Struktur ist den Nukleotiden &hnlich, daher koénnen sie sich an die DNA
anlagern, ohne sie zu schadigen und so die Bindung von Kanzerogenen verhindern.
Sie hemmen das unkontrollierte Wachstum der Tumorzellen und leiten die Apoptose
ein. Als Antioxidantien und Radikalfanger verhindern sie, dass ROS die DNA
schadigen koénnen. Sie beeinflussen das Immunsystem. In vitro wurde ihre
immunsupressive Wirkung nachgewiesen, die aber auch die Tumorbildung férdern
koénnte [10].

Ein vermehrter Isoflavonkonsum verringert das Risiko, an Krebsarten zu
erkranken, die mit Ostrogen in Verbindung gebracht werden [7]. Genistein blockiert
einen bestimmten Transkriptionsfaktor, was dazufiihrt, dass Krebszellen verhungern
und absterben [14].
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2.1.3.3 Flavonoide und Herz-Kreislauf -Erkrankungen

In der Zutphen Elderly Study konnte ein Zusammenhang zwischen der
Flavonoidzufuhr und dem verringerten Risiko an Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu
erkranken, festgestellt werden [3].

Ein erhdhtes Risiko fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen wird mit der Oxidation
von LDL in Verbindung gebracht. Oxidiertes LDL wird von Makrophagen
aufgenommen, die daraus Schaumzellen bilden. Diese Schaumzellen sind ein friher
Hinweis auf artherosklerotische Lasionen [8].

Eine weitere Mdglichkeit der Flavonoide das Herz-Kreislauf-Risiko zu senken,
ist die Verhinderung der Thrombozytenaggregation, indem sie in den

Arachidonséure-Stoffwechsel eingreifen [10].

2.1.3.4 Entzindungshemmende Wirkung von Flavonoiden

Flavonoide haben Auswirkungen auf verschiedene Faktoren einer
Entzindung. So beeinflussen sie das Cyclooxygenase-System und den
5-Lipoxygenase-Stoffwechselweg des Arachidonsaure-Stoffwechsels und setzen so
die Prostaglandinbildung herab. Hesperetin kann eine entziindungsbedingte
Schwellung verkleinern. Mit Apigenin wurde in vitro eine Hemmung des Fibroblasten-
wachstums beobachtet. Fibroblasten sind wichtig fiir die Bildung von Narbengewebe,
eine zu geringe oder zu starke Aktivitdt der Fibroblasten hat eine verzdgerte
Wundheilung zur Folge [10, 14].

2.1.3.5 Prébiotische Wirkung von Flavonoiden

Einige Studien zeigen, dass regelmafiger Konsum von Griintee-Polyphenolen
die Zusammensetzung der Darmflora von Menschen, Schweinen und Schafen
beeinflusst, so wird z.B. der pH-Wert gesenkt, das Wachstum von Clostridium

perfringens unterdrickt und der Anteil der Bifidobakterien erhéht [7].
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2.1.3.6 Antivirale Wirkung von Flavonoiden

Da Flavonoide virale Proteine binden koénnen und auch in die
Nukleotidsynthese eingreifen, kdnnten sie den durch Viren verursachten Krankheiten
entgegenwirken. FUr Quercetin wurde im Tierversuch mit Mausen ein schwacher
Schutz vor Tollwutviren beobachtet [10]. In China wird in der traditionellen Medizin
Artemisia annua zur Behandlung von Malaria eingesetzt, deren Wirkung den

enthaltenen Flavonoiden Casticin und Artemitin zugeschrieben wird [14].

2.1.3.7 Krampfldsende Wirkung von Flavonoiden

Es ist bekannt, dass Flavonoide durch das Entspannen von glatter Muskulatur

in verschiedensten Teilen des Koérpers krampflosend wirken [14].

2.1.3.8 Ostrogene Wirkung von Flavonoiden

Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu Hormonen koénnen einige
Flavonoide an Ostrogenrezeptoren binden. Eine 6strogene Wirkung wird vor allem
den Isoflavonen zugeschrieben, aber es gibt auch andere Flavonoide, wie
8-Isopentenylnaringenin, die diese Wirkung auch und teilweise sogar noch starker

zeigen [14].

2.1.3.9 Einfluss von Flavonoiden auf das Immunsyste m

Die in in vitro-Versuchen und in vivo-Studien beobachtete Modulation des
Immunsystems, meistens eine Unterdriickung, konnte mit folgenden Mechanismen
zusammenhangen: der Hemmung des Wachstums von Lymphozyten, der
Freisetzung von naturlichen Killerzellen und/oder Histamin, der Beeintrachtigung von

Makrophagen oder der Herabsetzung der Interleukin-2-Abgabe [10].
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2.1.3.10 Negative Effekte

Die immunmodulierende Wirkung der Flavonoide kdnnte sich auch negativ auf
die Gesundheit auswirken, indem sie die Tumorbildung foérdert, das ist aber in vivo
nicht nachgewiesen worden [10].

Toxische Effekte wurden bei Tierversuchen bei Dosen von 1-1,5 g pro Tag
beobachtet. Die Aufnahme von toxischen Mengen Uber Nahrungsmittel ist sehr
unwahrscheinlich [3].

Bei Einnahme von Medikamenten kann es zu unerwinschten
Wechselwirkungen mit Flavonoiden kommen. Einige verandern die Pharmakokinetik,
indem sie Cytochrom P450 und CYP1A2 hemmen [15].

2.1.4 Beschreibung der verwendeten Flavonoide

2.1.4.1 Myricetin

Summenformel: C15H100g

Molekulargewicht: 318,24 g/mol

Synonyme: 3,3,4',5,5', 7-Hexahydroxyflavon;
Cannabiscetin;

Abbildung 8: Strukturformel von Myricetin

Das Flavonol Myricetin ist neben Quercetin und Rutin eines der starksten
Antioxidantien in der Flavonoidfamilie. Im Tierversuch zeigt es eine Insulin-analoge
Wirkung. Aul3erdem konnte es Allergien und Entziindungen positiv beeinflussen.
Man findet Myricetin in schwarzen Johannisbeeren, Trauben, Walnissen und
schwarzem Tee [16].
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2.1.4.2 Quercetin

Summenformel: C15H1,07
Molekulargewicht: 302,24 g/mol

Synonyme: 3,3',4',5,7-Pentahydroxyflavon

Sophoretin; Meletin; Xanthaurin; Quercetol; Cyanidanol,

Abbildung 9: Strukturformel von Quercetin

Das gelbe Flavonol Quercetin und seine Glykoside sind die am haufigsten
vorkommenden Flavonoide und weit verbreitet in pflanzlichen Lebensmitteln. Die
hochsten Konzentrationen findet man in Zwiebeln, Griinkohl, griinen Bohnen, Apfeln,
Kirschen, Brokkoli und Karfiol. Da Quercetin leicht verflgbar ist, ist es auch das am
besten untersuchte Polyphenol. In unzahligen in vitro-Studien wurden positive
Auswirkungen auf verschiedene Krankheiten beobachtet. Doch in diesen
Untersuchungen wurden sehr hohe Dosen verwendet und ein Beleg fur diese Effekte

in vivo fehlt. Trotzdem wird Quercetin als Nahrungserganzungsmittel vertrieben [17].

2.1.4.3 Naringenin

Summenformel: C15H1,05

©/OH Molekulargewicht: 272,26 g/mol
< Synonyme: 4',5,7-Trihydroxyflavanon;

|

HO 0

Abbildung 10: Strukturformel von Naringenin

Das farblose und fettlésliche Flavanon Naringenin hat eine hohe
Bioverfugbarkeit und man findet es vorwiegend in Zitrusfrichten. Sein Glykosid
Naringin ist ein Bitterstoff in der Grapefruit. Eine Behandlung von Hepatitis-C-
infizierten Leberzellen mit dem Aglykon Naringenin fihrte in vitro zu einer

Reduktion der Virusmenge [15].
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2.1.4.4 Luteolin

Summenformel: C15H10056

OH Molekulargewicht: 286,24 g/mol

Synonyme: 3',4',5,7-Tetrahydroxyflavon

Digitoflavon; Flacitran; Luteolol;

Abbildung 11: Strukturformel von Luteolin

Das gelbe Flavon Luteolin findet man in Sellerie, Salbei, Thymian, Kleebluten,

Kamille und grinem Paprika.

2.1.4.5 Hesperetin

HO  cHy Summenformel: C1H1405

Molekulargewicht: 302,28 g/mol

Synonyme: 3',5,7-Trihydroxy-4'-methoxy flavanon

Abbildung 12: Strukturformel von Hesperetin

Das farblose Flavanon Hesperetin findet man in Zitrusfriichten und daraus

hergestellten Lebensmitteln.

2.1.4.6 Kampferol

OH Summenformel: C15H1005

Molekulargewicht: 286,24 g/mol

Synonyme: 3,4',5,7-Tetrahydroxyflavon

Pelargidenolon; Rhamnolutin; Trifolitin; Robigenin;

Abbildung 13: Strukturformel von Kampferol
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Das gelbe Flavonol kommt in vielen pflanzlichen Lebensmitteln vor, in Apfeln,
Zwiebeln, Trauben, Lauch, Kohlsprossen und Brokkoli in besonders hohen
Konzentrationen.

2.1.4.7 Isorhamnetin

Summenformel: C15H1,07

o Molekulargewicht: 316,27 g/mol

o Synonyme: 3,4',5,7-Tetrahydroxy-3'-methoxyflavon
3-Methylquercetin; Isorhamnetol; Tamarixetin;

Abbildung 14: Strukturformel von Isorhamnetin

Das intensiv gelbe Flavonol Isorhamnetin kommt natlrlich in Pflanzen vor,
kann aber auch bei der Metabolisierung von Quercetin, durch Methylierung,
entstehen. Man findet es in Ginko biloba, roten Riben, Goldrute und Senfblattern
[18].

2.1.4.8 Apigenin

Summenformel: C;5H1005

Molekulargewicht: 270,24 g/mol

O~ 0 Synonyme: 4',5,7-Trihydroxyflavon
S ‘ | Apigenol; Versulin;

HO

Abbildung 15: Strukturformel von Apigenin

Man findet das gelbe Flavon in Petersilie, Sellerie, Kamille, Rosmarin und
Wegerich.
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2.1.4.9 Pinocembrin

Summenformel: C;sH1,04
Molekulargewicht: 256,26 g/mol

HO o] ©
= | Synonyme: 5,7-Dihydroxyflavanon
S
HO o]

Abbildung 16: Strukturformel von Pinocembrin

Bei Pinocembrin handelt es sich um ein Flavanon mit unsubstituiertem B-Ring.
Man findet es in St3holz und Propolis.

2.1.4.10 Chrysin

Summenformel: C15H1004
Molekulargewicht: 254,24 g/mol

Synonyme: 5,7-Dihydroxyflavon

Abbildung 17: Strukturformel von Chrysin

Das hellgelbe Flavon Chrysin kommt in Schalen von Frichten und in
Passiflora caerulea vor. Es wird von Bodybuildern zur Steigerung des Testosteron-
levels eingesetzt, es gibt in vivo aber keine Beweise daflr. Bei einem Tierversuch mit
Nagern wirkte Chrysin gegen Angstzustande [19].
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2.1.4.11 Galangin

Summenformel: C15H4005
Molekulargewicht: 270,24 g/mol

\q(T Synonyme: 3,5,7-Trihydroxyflavon; Norizalpinin

Abbildung 18: Strukturformel von Galangin

Das intensivgelbe Flavonol Galangin findet man vor allem in

Galgantwurzel.

2.1.4.12 Acacetin

Summenformel: C15H1205

Molekulargewicht: 284,27 g/mol

Synonyme: Linarigenin; Linarisenin; Akatsetin

4'-Methoxyapigenin

Abbildung 19: Strukturformel von Acacetin

der

Das hellgelbe Flavon Acacetin kommt in Chrysanthemen, Rossminze, Beiful3

und Leinkraut vor.
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3 HONIG

3.1 Entstehung, Gewinnung und Verarbeitung

In der Richtlinie 2001/110/EG des Rates der Europaischen Union [2] ist Honig
definiert als:

~der natursuf3e Stoff, der von Bienen der Art Apis mellifera erzeugt wird, indem
die Bienen Nektar von Pflanzen oder Absonderungen lebender Pflanzenteile oder
sich auf den lebenden Pflanzenteilen befindliche Sekrete von an Pflanzen
saugenden Insekten aufnehmen, durch Kombination mit eigenen spezifischen
Stoffen umwandeln, einlagern, dehydrieren und in den Waben des Bienenstockes
speichern und reifen lassen.”

Um Nektar oder Honigtau fur 150 g Honig zu sammeln, missen die Bienen
etwa 40.000 km fliegen. Die sif3en Safte werden in der Honigblase gesammelt und
im Bienenstock an die Stockbienen weitergegeben. Diese pumpen ihn aus und
saugen ihn mehrmals wieder an, dabei wird er mit Enzymen angereichert und der
Wassergehalt sinkt. Danach wird er in den Waben abgelagert. Durch das Schlagen
der Fligel im 30-35TC warmen Stock verdampft noch mehr Wasser. Die geftllten
Waben werden mit Wachs verschlossen. Bei der drei bis vier Wochen dauernden
Reifung wird die Saccharose durch Ansauern und Enzyme invertiert und Aromastoffe
entstehen. Gereiften Honig erkennt man an den eingefallenen Wachsdeckeln
[2, 5, 20-22].

Der Honig kann aus den Waben durch verschiedene Verfahren gewonnen
werden, die im Kapitel 3.3.1 ndher erlautert werden.

Man darf dem Honig, der in den Handel kommt, keine Lebensmittelzusatzstoffe
oder andere Substanzen beimengen. Er darf keinen fremdartigen Geschmack oder
Geruch haben, nichts Verdorbenes enthalten und nicht zu fermentieren oder zu
schaumen begonnen haben. Typische Honiginhaltsstoffe, wie z.B. Pollen, dirfen
nicht entfernt werden, aul3er es lasst sich bei der Entfernung von Fremdstoffen nicht
vermeiden. Starkes Erhitzen oder Verarbeiten ist zu vermeiden, da sonst seine
Qualitat beeintrachtigt wird [1, 2, 23].
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Die meisten Honigsorten werden bei langerer Lagerung mit der Zeit dickflissig
bis fest. Um dies zu verhindern, kdnnen Kristallisationskeime, wie z.B. Zuckerkristalle
durch Druckfiltration entfernt werden, dabei geht aber auch ein grol3er Teil der
Blutenpollen verloren. Zur Abflllung, Verarbeitung oder Pasteurisation kann der
Honig erhitzt werden, dabei muss die Temperatur aber genau kontrolliert werden, da
der Honig aufgrund seines pH-Wertes und der hohen Fructosekonzentration Gberaus
empfindlich auf zu hohe Temperaturen reagiert.

Honig sollte unter 10C und wasserdicht gelagert werden. Wahrend der
Lagerung verliert er an Geruch und Geschmack, er dunkelt nach und sein Hydroxy-
methylfurfural-Gehalt nimmt zu [5]. Er sollte nicht in MetallgefaRen aufbewahrt
werden, da die Sauren des Honigs eine Oxidation der Gefal3oberflache bewirken
kénnen [24].

Neben den Apis mellifera-Honigen werden auch Honige von anderen
Bienenarten verkauft. So ist z.B. die Art Apis cerana in Asien und die stachellose
Biene (Apis dorsata, Melipona spp., Scaptotrigona spp., Trigona spp.) vor allem in
Sudamerika, aber auch in Australien, Asien und Afrika verbreitet [23, 25-28]. Die EU-
Richtlinie definiert Honig als von Apis mellifera stammend, fir Honige mit anderem
entomologischen Ursprung sind keine Qualitatskriterien festgelegt worden.

In Osterreich wurden 2006 tiber 1 kg Honig pro Person und Jahr verzehrt [22],

weltweit wurden 2005 fast 1,4 Millionen Tonnen produziert [29].
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3.2 Zusammensetzung

Honig ist eine wassrige Zuckerldsung, die neben Invertzucker noch viele
andere Substanzen, wie Enzyme, organische Sauren und Blutenpollen enthéalt. Die
Inhaltsstoffe stammen entweder von der Biene oder der Pflanze oder entstehen bei
der Reifung. Die in Tabelle 1 Ubersichtlich dargestellte Zusammensetzung variiert je

nach Klima, geographischem oder pflanzlichem Ursprung.

Tabelle 1: Honigzusammensetzung [5]

Bestandteil Mittelwert (%) Schwankungsbreite (%)
Wasser 17,2 13,4-22)9
Fructose 38,2 27,3-44,3
Glucose 31,3 22,0-40,8

Saccharose 2,4 1,7-3,0
Maltose 7,3 2,7-16,0

héhere Zucker 1,5 0,1-85
Sonstiges 3,1 0-13,2
Stickstoff 0,06 0,05 -0,08

Mineralstoffe 0,22 02-04
(mval/kg) (mval/kg)

freie Séure 22 6,8 — 47,2
Lactone 7,1 0-18,8

Gesamtsaure 29,1 8,7-59,5

pH-Wert 3,9 34-6,1
Diastasezahl 20,8 2,1-61,2

3.2.1 Kohlenhydrate

Zucker machen etwa 80% des Honigs aus. Die einzigen Monosaccharide, die
man in Honig findet, sind Fructose und Glucose, daneben wurden Uber 20
verschiedene Oligosaccharide gefunden, deren Mengenanteile hauptsachlich von
dem Pflanzenursprung des Honigs abhéngen. Die Saccharosemenge ist stark vom

Reifegrad abhéngig [5].
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3.2.2 Wasser

Der Wassergehalt ist wichtig fur die Haltbarkeit des Honigs, da sich bei zu
hohem Gehalt (> 20%) Hefen leicht vermehren kénnen, die den Honig vergaren.
Unter 17,1% besteht keine Gefahr, dazwischen hangt die Haltbarkeit von der
Keimzahl der Hefen ab [5]. Wird der Honig zu frih geerntet, enthalt er zuviel Wasser

und kann garig oder sauer werden.

3.2.3 Enzyme

Im Honig findet man a-Glucosidasen (Invertase, Saccharase), wobei man mit
Hilfe der Aktivitdt der Invertase thermische Behandlung des Honigs nachweisen
kann, da diese dabei inaktiviert wird. Die nachgewiesenen a- und B-Amylasen (z.B.
Diastase) gelangen durch die Biene in den Honig, wobei mittels Diastaseaktivitat die
Behandlung des Honigs mit hohen Temperaturen nachgewiesen werden kann. Die
im Honig vorhandene Glucoseoxidase oxidiert Glucose zu Gluconsaure und Wasser-
stoffperoxid. Katalase und saure Phosphatase kommen wahrscheinlich lber die
Pollen in den Honig [5]. Die Enzymmenge im Honig unterliegt naturlichen
Schwankungen und hangt auch damit zusammen, wie die Bienen den Honig

verarbeiten.

3.2.4 Aminosauren und Proteine

Die Proteine, die man in Honig findet, stammen sowohl von der Biene, als
auch von der Pflanze. Honig vom Heidekraut hat den hochsten Proteingehalt.

Das Muster der freien Aminoséauren ist von der geographischen Herkunft des
Honigs abhangig. Prolin, das wahrscheinlich durch die Biene in den Honig gelangt,

dominiert die Aminosaurenfraktion [5].
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3.2.5 Sauren

Der Grof3teil der organischen Sauren entsteht in den Speicheldrisen der
Honigbienen. In geringen Konzentrationen kommen z.B. Essig-, Milch-, Butter-,
Zitronen-, Apfel-, Ameisen- und Oxalsaure vor. Den Hauptanteil (etwa 75%) macht
aber die Gluconsaure aus, die von der Glucoseoxidase erzeugt wird. Trotz des
hoheren Saureanteils liegt der pH-Wert von Honigtauhonigen (pH 4 - 5,4) héher als
der von Blutenhonigen (pH 3,6 - 4,5), das liegt daran, dass der hdhere
Mineralstoffgehalt in ersterem die Sauren abpuffert. Unreifer Honig hat einen sehr
niedrigen Sauregrad, der beim Reifen durch Milchsaure- und Essiggérung stark
ansteigt [5, 30].

3.2.6 Aromastoffe

Bei den flichtigen Verbindungen im Honig handelt es sich um Ester
aliphatischer und aromatischer Sauren, Aldehyde, Ketone und Alkohole. Insgesamt
wurden tber 300 von ihnen gefunden. 3-Damascenon und Phenylacetaldehyd haben
einen dem Honig ahnlichen Geruch. Viele andere Aromakomponenten sind fir
bestimmte Honigarten typisch, wie z.B. Anthranilsduremethylester fur Zitrus- und
Lavendelhonige [5]. Die Aromastoffzusammensetzung und die Starke des Aromas

sind vom Ursprung des Honigs abhangig.

3.2.7 Mineralstoffe

Der Mineralstoffgehalt hangt vom Boden ab, in dem die Ursprungspflanze
gewachsen ist und ist am niedrigsten in hellen Honigen und am héchsten in dunklen
[31].
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3.2.8 Fettsauren

Honig enthalt sehr wenig bis kein Fett, ein Charakteristikum des Kleehonigs
sind aber die in ihm enthaltenen freien Fettsduren, vor allem Palmitin-, Ol- und

Linolenséure [26].

3.2.9 Vitamine

Die Vitamine im Honig (C, B, Nicotinamid, B1, B, K) stammen wahrscheinlich
von den Pollen und von Drisensekreten der Bienen. Die wasserloslichen B-Vitamine

dominieren [30].

3.2.10 Cholin und Acetylcholin

Bienen produzieren Cholin, das mit Essigséure zu Acetylcholin reagiert. Honig
enthalt zwischen 0,3 - 25 mg/kg Cholin und 0,6 - 5 mg/kg Acetylcholin [30].

3.2.11 5-Hydroxymethylfurfural (HMF)

HMF entsteht bei pH-Werten unter 5 durch Dehydratisierung von Zuckern, vor
allem Fructose, in Gegenwart von Aminosauren wird die Bildung beschleunigt. Der
anfanglich geringe Gehalt in frischem Honig steigt wéhrend der Lagerung und durch
Erhitzung. Honige aus Gebieten mit tropischem Klima enthalten schon im frischen
Zustand hoéhere HMF-Mengen [30, 32].

3.2.12 Osmophile Hefen

Osmophile Hefen sind Mikroorganismen, die im Honig leben und bei zu

hohem Wassergehalt den Honig vergéren [30].
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3.2.13 Honigsedimente

Unter Honigsedimenten versteht man den wasserunlgslichen Anteil von Honig.

Dabei handelt es sich um Algen, Pilzsporen, Wachswolle und Insektenteile [30].

3.2.14 Pollenkdrner

Pollen, das sind die mannlichen Keimzellen bliihender Pflanzen, bleiben beim
Aufsammeln des Nektars an der Biene hangen oder werden von speziellen
Sammelbienen in den Stock getragen und kommen so in den Honig. Die Menge
variiert je nach Honigsorte und liegt im Allgemeinen zwischen 20.000 und 80.000
Kdrnern/10 g Honig, es wurden aber auch schon bis zu 500.000/10 g gezahlt. Mit
ihrer Hilfe kann sowohl der botanische, als auch der geographische Ursprung des
Honigs bestimmt werden [26, 30, 33].

3.2.15 Propolis

Das Ausgangsmaterial von Propolis wird von den Bienen an den Blattknospen
oder von Rissen in der Rinde von Baumen gesammelt, in Europa vor allem von der
Pappel, aber auch von Buchen, Birken, Kastanien und Koniferen. Propolis besteht
aus 50% Harz, 30% Wachs, 10% essentiellen Olen, und je 5% Pollen und
verschiedensten organischen Verbindungen. Mit dieser klebrigen Substanz werden
Locher im Stock verklebt, damit er wind- und wetterfest ist und kein Honigrauber
eindringen kann. Propolis dient auch der Hygiene im Bienenstock, da von den
Bienen getotete Eindringlinge, die zu grof3 sind, um sie hinauszutransportieren, damit
.einbalsamiert® werden. Zu der Vielzahl an enthaltenen organischen Spurenstoffen
gehodren auch Flavonoide, von denen Pinobanksin und Pinocembrin die
Hauptvertreter sind [33, 34].
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3.2.16 Polyphenolische Verbindungen

Die Farbe des Honigs stammt wahrscheinlich von Produkten der Maillard-
Reaktion, die aus Aminosduren und Fructose gebildet werden, und von

polyphenolischen Verbindungen [5].

3.2.17 Toxische Honiginhaltsstoffe

Giftige Substanzen im Honig stammen von der Pflanze, wie die Grayanotoxine
mancher Rhododendronarten oder Tutin und Hyenanchin vom neuseeléndischen
Tutu-Strauch. Sie werden mit dem Nektar bzw. dem Honigtau in den Honig gebracht.
In Mitteleuropa sind ebenfalls Pflanzen mit giftigen Stoffen in der Blite heimisch, wie
Tollkirsche, Oleander oder Jasmin, die von Bienen bestaubt werden. Diese sind
jedoch entweder nicht in den Nektar gelangt, oder man findet sie nur in sehr geringen

Mengen im Honig [5].

3.2.18 Unerwiinschte Inhaltsstoffe

Zu den unerwinschten Inhaltsstoffen zéhlen umweltbedingte
Verunreinigungen, wie z.B. Mikroorganismen, Pestizide oder Schwermetalle und von

der Bienenhaltung stammende Arzneimittel.

3.2.18.1 Mikroorganismen

Durch den geringen Wasseranteil, die hohe Zuckerkonzentration und die hohe
Viskositat ist die Gefahr von mikrobiologischen Verunreinigungen nicht sehr grof3.
Dennoch kommen Clostridium botulinum-Sporen nattrlich im Honig vor, weshalb er

fur Kleinkinder unter einem Jahr nicht geeignet ist [24, 26].
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3.2.18.2 Bienenarzneimittel

Die von der Milbe Varroa jacobsoni verursachte Krankheit Varroatose kann
ganze Bienenvolker toten. Die Milben werden mit verschiedenen Substanzen
bekampft, die Uber das Wachs in den Honig gelangen koénnen. Ein biologisches
Mittel, das auch naturlich in manchen Honigsorten vorkommt, ist Thymol, das in
Konzentrationen von tber 1 mg/kg den Honiggeschmack beeintrachtigt [20, 30, 35].

In Europa ist der Einsatz von Antibiotika nicht erlaubt, aber in Nord-, Zentral-
und Sudamerika werden Streptomycin, Sulfonamide und andere zur Vorbeugung und
Bekampfung von Faulbrut eingesetzt [30, 35, 36]. In den vom Verein flr
Konsumenteninformation im Jahr 2006 getesteten 16 Honigproben wurden keine
Antibiotikartickstdnde nachgewiesen [22]. In einer rumanischen Studie aus dem
Jahre 2008 wurden dagegen in etwa 15% der Honigproben Antibiotikarickstande
gefunden [35].

3.2.18.3 Pestizide

Im Allgemeinen halten sich die Pflanzenschutzmittelriickstande aus der
Landwirtschaft in Honig in Grenzen. Bei zu hohen Konzentrationen sterben die
Bienen, bevor sie den Stock erreichen, niedrigere Konzentrationen werden
hauptsachlich im Wachs geldst, kénnen aber in den Honig einwandern. Die im Honig
nachgewiesenen Pestizide stammen oft aus der Bienenhaltung selbst, wie z.B.
Naphthalin und p-Dichlorbenzol als Mittel gegen die Wachsmotte [30, 36-38]. Die
Verwendung von Organochlor-Pestiziden, wie DDT, ist inzwischen weltweit verboten,
da es sich aber um sehr stabile Verbindungen handelt, sind sie noch immer in der
Umwelt und somit auch im Honig zu finden. Die EU hat daher einen Grenzwert von
0,01 mg/kg festgelegt [36]. In Spanien sind diese Rickstande in Honig sogar
verboten [37], was aber nicht einzuhalten ist. In einer indischen Studie [39] wurde
festgestellt, dass Honige der Bienenrassen Apis cerana und A. dorsata viel weniger
Pestizidrickstande aufweisen als die von A. mellifera.
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3.2.184 Schwermetalle

Die Konzentrationen von Cadmium, Blei, Zink, Quecksilber und Eisen in Honig
werden regelmallig Uberwacht. Die auftretenden Mengen sind abh&ngig vom
Standort der Bienenstdcke und der Umgebung der Pflanzen [30, 36].
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3.3 Honigarten

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, Honig zu unterscheiden.

3.3.1 Unterscheidung nach der Gewinnungsart

Honig in frisch gebauten, brutfreien und verdeckelten Waben nennt man
Scheiben- oder Wabenhonig. Er kommt in ganzen oder zerteilten Waben auf den
Markt und man findet ihn haufig in den USA und in Kanada, weniger in Europa.

Bei Honig mit Wabenanteilen oder Wabenstiicke in Honig findet man

Scheibenhonigstiicke mit dabei.

Der Leckhonig wird auch Tropf-, Lauf- oder Senkhonig genannt und flief3t
ohne weitere Bearbeitung aus zerkleinerten, brutfreien Waben mit einer Ausbeute
von 50 bis 70 % heraus. Diese Gewinnungsmethode ist sehr schonend und nur fur
relativ dinnflissige Honige maoglich.

Der Schleuderhonig wird durch Zentrifugieren der brutfreien Waben in

Schleudern erhalten, wobei eine erhohte Temperatur bis 40C die Gewinnung
erleichtert. Der Groldteil der im Handel erhéltichen Honige wird auf diese Art
gewonnen.

Erhalt man den Honig durch hydraulisches Pressen brutfreier Waben, wobei
man die Temperatur bis auf 45C erh6hen kann, nennt man ihn Presshonig.

Der Seimhonig wird durch leichtes Erwarmen und anschlie3endes Pressen
von brutfreien eingestampften oder nicht eingestampften Waben erhalten.

Der Stampfhonig, den man durch Einstampfen der Waben samt Brut erhélt, ist
nicht fur den menschlichen Verzehr geeignet und wird als Futter fir Bienen
verwendet.

Honig, aus dem durch Filtern Fremdstoffe, aber auch Pollen entfernt wurden,

bezeichnet man als gefilterten Honig [1, 2, 5].
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3.3.2 Unterscheidung nach der Pflanzenherkunft

Bluten- oder Nektarhonige haben je nach Ursprungspflanze eine andere Farbe
(von weil3, Uber verschiedene Gelbtone, bis braun). Sie sind suf3 und frisch
gewonnen meist dickfliissig und kristallisieren mit der Zeit mehr oder weniger aus.

Honigtauhonig entsteht aus pflanzlichen Sekreten und hat eine dunkelbraune

Farbe. Er ist oft weniger suf3 als Blutenhonige und hat ein intensives, wirziges
Aroma [1, 5].

3.3.3 Unterscheidung nach dem Verwendungszweck

Speisehonig ist direkt fir den menschlichen Verzehr geeignet und bestimmt.

Backhonig wurde entweder zu hoch erhitzt, hat ein untypisches Aroma
angenommen oder hat zu géren begonnen. Er ist daher nicht direkt fur den
menschlichen Verzehr geeignet und wird fur industrielle Zwecke oder als

Lebensmittelzutat verwendet [1, 2, 5].

3.3.4 Unterscheidung nach der Eintragszeit

Bei einer Tracht bis Ende Mai spricht man von Frihhonig, von Juni und Juli von
Haupthonig und von August und September von Spathonig [5].
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3.4 Honig als Heilmittel

Schon seit Jahrtausenden wird Honig als Heilmittel in der traditionellen Medizin
und als Hausmittel eingesetzt. Ihm werden viele positive Effekte nachgesagt, die
aber nicht ausreichend mit wissenschaftlichen Studien belegt sind.

Die bakterienhemmende Wirkung wird vor allem dem enthaltenen
Wasserstoffperoxid zugeschrieben, aber auch aromatische Sauren, Flavonoide,
Lysozym und flichtige Verbindungen zeigen einen antibakteriellen Effekt. Es konnte
eine antibiotische Wirkung gegen Staphylokokkus aureus und Mikrokokkus luteus
nachgewiesen werden, dabei zeichnete sich Manukahonig durch seine sehr hohe
bakterienhemmende Wirkung aus [30, 40].

Auf Wunden verhindert Honig Infektionen, trocknet das infizierte Gewebe aus
und fordert die Gewebebildung, aufRerdem wirkt er entziindungshemmend und
schmerzlindernd [30, 41, 42]. In einigen Studien konnte eine Wachstumshemmung
bei Antibiotika-resistenten Bakterien, wie MRSA, gefunden werden [24, 30].

Zucker unterstutzen die Entgiftung durch die Leber. Die Sekretion wird durch
Aromastoffe angeregt. Die Oligosaccharide, wie z.B. Isomaltose, Melezitose und
Raffinose wirken prabiotisch. Eine Verbesserung von Magen-Darm-Erkrankungen
bewirken im Honig enthaltene Saccharide, Aroma- und Bitterstoffe und jeder kennt
warme Milch mit Honig als Mittel gegen Halsschmerzen [26, 30, 42].

Die antioxidativen Eigenschaften vom Honig scheinen nicht von einer einzelnen
Komponente auszugehen, sondern aus der Summe vieler Substanzen, wie
Phenolen, Polyphenolen, Enzymen, organischen Sauren, Flavonoiden uvm. Honig
vom Buchweizen hat die starkste antioxidative Kapazitat [26, 43, 44].

Bei Honig in Verbindung mit Karies sind die Meinungen geteilt. Einerseits klebt
Honig auf den Zahnen und zeigt in Untersuchungen eine karinogenere Wirkung als
Rubenzucker, andererseits sollen Plaque-Bakterien gehemmt und die Saurebildung
verringert werden [22, 30].

Honig ist wegen der in ihm enthaltenen Mono- und Disaccharide, die schnell
aufgenommen werden kdnnen, ein guter Energiespender. Er liefert cirka 320 bis 420
kcal/100 g [29].
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3.5 Honigcharakterisierung

In der EU-Direktive und der Honigverordnung sind die in Tabelle 2 angefiihrten

Qualitatsparameter festgelegt.

Tabelle 2: Qualitatskriterien [1, 2]

Fructose- und Glucosegehalt (Summe)

Blitenhonig

mindestens 60 g/100 g

Honigtauhonig, allein oder in Mischung mit Blitenhonig

mindestens 45 g/100 g

Saccharosegehalt

Im Allgemeinen

hdchstens 5 g/100g

Honig von Robinie (Robinia pseudoacacia), Luzerne (Medicago
sativa), Banksia menziensii, SuRklee (Hedysarum), Roter
Eukalyptus (Eucalyptus camadulensis), Eucryphia lucida und E.

milliganii, Citrus spp.

hdchstens 10 g/100g

Honig von Lavendel (Lavendula spp.), Borretsch (Borago officinalis)

hdchstens 15 g/100g

Wassergehalt

Im Allgemeinen

hoéchstens 20%

Honig von Heidekraut (Calluna) und Backhonig im Allgemeinen

hoéchstens 23%

Backhonig von Heidekraut (Calluna)

hoéchstens 25%

Gehalt an wasserunldslichen Stoffen

Im Allgemeinen

hdchstens 0,1 g/100g

Presshonig

hdchstens 0,5 g/100g

Elektrische Leitfahigkeit

Nachstehend nicht aufgefuihrte Honigarten und Mischungen dieser

Honigarten

héchstens 0,8 mS/cm

Honigtauhonig und Kastanienhonig und Mischungen dieser

Honigarten mit Ausnahme der nachstehend angefiihrten

mindestens 0,8 mS/cm

Ausnahmen: Honig von Erdbeerbaum (Arbutus unedo),
Glockenheide (Erica), Eukalyptus, Linden (Tilia spp.), Heidekraut

(Calluna vulgaris), Leptospermum, Teebaum (Melaleuca spp.)

Keine Angaben

Gehalt an freien Sauren

Im Allgemeinen

hdchstens 50 Milliaquivalente

Saure pro kg

Backhonig

hdchstens 80 Milliaquivalente

Saure pro kg
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Tabelle 2 (Fortsetzung): Qualitatskriterien

Diastaseindex (Schade-Skala)

Im Allgemeinen mit Ausnahme von Backhonig mindestens 8

Honigarten mit einem geringen natirlichen Enzymgehalt (z.B. .
] ] ] mindestens 3
Zitrushonig) und einem HMF-Gehalt von hdchstens 15 mg/kg

Hydroxymethylfurfuralgehalt (HMF)

Im Allgemeinen, mit Ausnahme von Backhonig hdchstens 40 mg/kg

Honig mit angegebenem Ursprung in Regionen mit tropischem
_ ) ) hdchstens 80 mg/kg
Klima und Mischungen solcher Honigarten

3.5.1 Sortenreinheit: botanischer und geographische r Ursprung

Um sortenreinen Honig zu erhalten, missen innerhalb des etwa 3 km grof3en
Flugradius der Bienen hauptsachlich die gleichen Pflanzenarten wachsen. Die
Bienenstocke werden oft zu den gewlnschten Pflanzen gebracht, z.B. zu einem
Akazienwald [21, 22].

Honig hat nie nur einen einzigen botanischen Ursprung. Die Bezeichnung
.-monofloral®* wird fir Honige verwendet, die hauptsachlich von einer Pflanzenart
stammen [31].

Die Bestimmung der botanischen und geographischen Herkunft von
gefiltertem Honig ist sehr schwierig bis unmoglich, da die Pollen entfernt wurden.
Daher ist es in jedem EU-Mitgliedsstaat den Lebensmittelinspektoren erlaubt,
Rohmaterialproben zu nehmen [23]

3.5.2 Verfalschung

Da Honig ein begrenzt verfigbares Naturprodukt ist, wird er manchmal durch
den Zusatz verschiedener Substanzen ,verlangert‘. Typische Verfalschungs-
methoden waren die Verdinnung mit Wasser oder der Zusatz von Zuckern und
Sirupen (wie Maissirup). Das Zufiigen von Wasser ist aber eine eher unrealistische
Verfalschungsmethode, da dann die Gefahr der Fermentation besteht. Weitere
Moglichkeiten zur Tauschung sind das Fuattern der Bienen mit Sirupen und
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Zuckerwasser, Kunsthonig und falsche Angaben zur botanischen und/oder
geographischen Herkunft [23, 31].

Importierter Honig ist in Osterreich billiger als heimischer. Die
Hauptimportregionen sind Sud- und Mittelamerika und auch Osteuropa [22] und je
nach Land werden fir bestimmte Honigsorten (in Osterreich z.B. Honigtauhonig)
hohere Preise bezahlt, was zu falschen Angaben verfiihren kann [23].

Es kommt vor, dass ein noch nicht vollstandig gereifter ,griner‘ Honig
geerntet wird. Dieser beginnt aufgrund seines hohen Wassergehaltes, oft Uber 25%,
sehr leicht zu géaren, was zu einem Fehlgeschmack fihrt. Auerdem enthalt vergarter
Honig Glycerol, Butandiol und Ethanol. Um den Wassergehalt zu senken, werden die
unreifen Honige getrocknet, dabei gehen allerdings Aromastoffe verloren [23].

3.5.3 Analysenmethoden

3.5.3.1 Physikochemische und mikroskopische Methode n

Die Messung von physikochemischen Parametern, wie Farbe, Dichte,
Wassergehalt, pH-Wert, freien Sauren, elektrischer Leitfahigkeit, Enzymaktivitat und
HMF-Gehalt ermdglicht ein schnelles und billiges Screening von fragwirdigen
Honigproben. Die Untersuchung auf wunter dem Mikroskop sichtbare
Rohrzuckeranteile kann vor der teuren Isotopenanalyse durchgefihrt werden. Eine
Untersuchung auf Verderb kann durch Auszdhlen von Hefen oder durch

enzymatische Bestimmung von Butandiol oder Ethanol vorgenommen werden [23].

3.5.3.2 Pollenanalyse

Die Pollenanalyse ist das traditionelle Verfahren zur Bestimmung der
botanischen Herkunft einer Honigprobe. Dabei werden die Blitenpollen unter dem
Mikroskop identifiziert und gezéhlt. Die Vorteile dieser Methode sind ein geringer
apparativer und zeitlicher Aufwand. Man benétigt aber gut geschultes, erfahrenes

Personal und die Analyse kann nicht computergestitzt durchgefthrt werden.
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Verschiedene Pflanzen produzieren unterschiedlich viele Pollen und die
Pollenmenge andert sich auch je nach Saison und nach Geschlecht der Pflanze. In
der Honigblase kdnnen die Pollen herausgefiltert werden und Bienen sammeln auch
Pollen von Pflanzen, von denen sie keinen Nektar mitnehmen. Weiters kdnnen
Pollen beim Filtern des Honigs entfernt werden oder sie kénnen auch absichtlich zur
Verfalschung zugesetzt werden. All das kann Probleme bei der Honigbestimmung
mittels Pollenanalyse verursachen. Da die Bienen nicht nur die Pollen einer
Pflanzenart sammeln, ist der Pollenanteil je nach Sorte festgelegt.

Die Pollenanalyse kann zur Bestimmung der botanischen Herkunft verwendet
werden. Wenn die Pflanzen nur in einem bestimmten Gebiet wachsen, kann auch die

geographische Herkunft bestimmt werden [23, 31].

3.5.3.3 Zucker (Kohlenhydrate)

Begrenzte Verfugbarkeit und relativ hohe Preise sind Griinde, warum Honig
mit anderen Kohlenhydraten, wie Invertzuckersirup (IS), konventionellem Maissirup
(CS) und Maissirup mit hohem Fructosegehalt (HFCS) gestreckt und somit verfalscht
wird. Eine Mdglichkeit, den Zusatz von IS nachzuweisen, ist eine HMF-Bestimmung.
Dieser Test ist nicht eindeutig, da HMF auch auf Grund von Erhitzung und langer
Lagerung in Honig vorhanden sein kann.

Saccharide kdnnen mit Analysenmethoden bestimmt werden, die auf ihren
physikalischen Eigenschaften basieren oder mittels chemischer, enzymatischer oder
chromatographischer (TLC, GC, IC, HPLC) Methoden.

Zum Nachweis einer Verfalschung wurde die Zuckerzusammensetzung von
Honigproben mittels GC-FID [45] untersucht. Dabei zeigte sich, dass das
Maltose/lsomaltose-Verhéltnis dafur nicht geeignet ist, der Saccharose- und
Erlosegehalt konnte aber sachdienlich sein. Saccharose hat den Nachteil, dass sie
bei der Lagerung durch Invertase abgebaut wird.

Honig, IS und HFCS haben jeweils ein bestimmtes Oligosaccharid-Muster.
Dieses Muster kann mittels Anionenaustauschchromatographie bestimmt werden,
dabei kénnen bei IS- oder CS-Zusatz zum Honig deren typische ,fingerprint*-Muster
nachgewiesen werden. Die Untersuchung der Oligosaccharidfraktion mittels HP-

Anionenaustauschchromatographie mit amperometrischem Detektor und statistischer
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Datenauswertung ist eine viel versprechende Methode fur die Bestimmung der

botanischen Herkunft von Honigproben [23, 31].

3.5.3.4 Aminosauren und Proteine

Es wurde vorgeschlagen, die Mengenverhaltnisse verschiedener Aminosauren
zur Bestimmung der geographischen Herkunft eines Honigs heranzuziehen. So
variiert das Verhaltnis von Asparaginsaure/Prolin zu Amiden/Phenylalanin zwar
innerhalb der Proben aus einer Quelle, aber die Unterschiede zwischen den
Regionen sind viel grél3er.

Die Analyse von Aminosdure-Mustern mittels GC von Honigproben
unterschiedlicher pflanzlicher Herkunft und die anschlielende statistische
Auswertung zeigte, dass Aminosauren wie Arginin, Tryptophan und Cystein flr
manche Honigsorten typisch sind. In manchen Fallen erméglichte das Gesamt-
Aminosaure-Profil die Unterscheidung zwischen verschiedenen Sorten. Es konnte
aber keine bestimmte Aminosaure oder Aminosaurengruppe gefunden werden, die
zur Charakterisierung einer Honigsorte verwendet werden konnte.

Die Untersuchung von freien Aminosauren mittels GC und nachfolgender
statistischer Bewertung der Ergebnisse zur Charakterisierung des geographischen
Ursprungs war bei manchen Regionen mdglich, bei anderen aber nicht.

Die Gesamtkonzentration an Prolin, Leucin und Phenylalanin und ihr
Enantiomerenverhaltnis wurden mittels HPLC bestimmt. Dabei zeigte sich, dass der
Leucingehalt am starksten variiert und dass mit Hilfe des Enantiomerenverhaltnisses
die Auswirkungen der Lagerung, das Alter und die Verarbeitungstechnik untersucht
werden kdnnen

Mittels SDS-PAGE und hochauflosender zwei-dimensionaler Elektrophorese
wurden Proteine untersucht, die nur in Spuren im Honig zu finden sind, doch die
gefundenen Proteinbestandteile stammten hauptséchlich von den Bienen, nicht von
den Pflanzen.

Der Gesamt-Stickstoffgehalt wurde verwendet, um den Zusatz von Zuckern
nachzuweisen. Bei Gehalten von 10 mg Stickstoff pro 100 g Honig wurde eine
Verfalschung angenommen.

Aminosaure-Muster scheinen zur Bestimmung der botanischen und

geographischen Quelle von Honigproben besser geeignet zu sein als die Protein-
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zusammensetzung. Aminosaure-Profile liefern einen Hinweis auf die pflanzliche
Herkunft. Eine verlassliche Identifizierung der Ursprungsregion liefert allerdings nur
eine Kombination mit anderen Techniken [31].

3.5.3.5 Aromastoffe

Geschmack und Geruch von Honig hadngen stark von flichtigen organischen
Verbindungen ab, deren Verteilung vom pflanzlichen Ursprung und der
Verarbeitungsmethode abhangen.

Das grofRte Problem bei der Untersuchung der Aromakomponenten ist die
Isolierung der flichtigen Verbindungen. Am meisten wird das simultane Destillations-
Extraktionssystem von Likens und Nickerson und Modifizierungen von diesem
verwendet. Bei der Isolierung bei hoheren Temperaturen fihrt es zu Verdnderungen
der Aromastoffe und es entsteht ein ,gekochter* Honiggeschmack, der von HMF und
Furfural herrihrt. Die Extraktion im Vakuum kann bei Raumtemperatur durchgefuhrt
werden, was die Veranderungen verhindert. Man erhalt eine komplexe Mischung aus
Kohlenwasserstoffen, Alkoholen, Phenolen, Ethern, Aldehyden, Ketonen, Furanen
und Stickstoffverbindungen.

Fur die GC-MS werden die flichtigen Verbindungen an ein Adsorberharz
gebunden und mittels thermischer Desorption fur die Analyse wieder freigesetzt. Mit
dieser Methode sind mehr Verbindungen analysierbar als mit Headspace-GC-MS
und sie ist empfindlicher. Die Methode kann zusammen mit der Pollenanalyse zur
Uberprifung der pflanzlichen Quelle herangezogen werden.

Die Analysenergebnisse von Aromastoffen hangen von der Isolierungstechnik
und der Detektionsmethode ab. AulRerdem héngt das Aroma nicht nur von der
Herkunft des Nektars, sondern auch von Verarbeitung und Lagerung ab. Eine
vorsichtige Untersuchung der flichtigen Verbindungen kdnnte zur Bestimmung der
pflanzlichen Abstammung von Honig dienen. Es konnten sortentypische
Verbindungen identifiziert werden. Die Aromastoff-Analyse sollte zur eindeutigen
Identifizierung mit der Untersuchung von anderen Honiginhaltsstoffen kombiniert
werden [31].
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3.5.3.6 Enzymaktivitat

Die Enzymaktivitat ist ein Mafl3 fur die Hitzebehandlung von Honig wahrend
der Verarbeitung und Lagerung. Sie ist aber weniger exakt als die Bestimmung der
HMF-Konzentration, da die Bienen unter verschiedenen Bedingungen
unterschiedliche Mengen an Speichelenzymen zusetzen. Die Diastaseaktivitat liefert
einen Hinweis auf Pasteurisierung. Enzymaktivitdten eignen sich nicht zur

Untersuchung der Herkunft von Honig [31].

3.5.3.7 Fermentationsprodukte

Der Gehalt an Fermentationsprodukten héngt von den Mikroorganismen in
Honigtau und Nektar ab und liefert Informationen Uber die Verarbeitung von Honig
(Pasteurisierung). Die Analyse der Fermentationsprodukte scheint kein geeignetes
Mittel zur Bestimmung des botanischen oder regionalen Ursprungs eines Honigs zu
sein [31].

3.5.3.8 Mineralstoffe und Spurenelemente

Die Analyse von Mineralstoffen und Spurenelementen in Honigproben kénnte
zur Bestimmung der regionalen Herkunft herangezogen werden, da diese Werte
stark von der Umweltverschmutzung beeinflusst werden. Die Untersuchung der
Spurenelement-Muster und die anschlieRende statistische Bewertung der Daten ist
eine viel versprechende Methode [23, 31].

Untersuchungsmethoden, die haufig eingesetzt werden, sind z.B.
lonenchromatographie von anorganischen Anionen, Neutronenaktivierungsanalyse
von Spurenelementen und Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) mit Graphitofen. Die
Spurenelementkonzentration in Honigproben aus Industriegebieten ist héher als in
anderen Regionen, speziell von Cadmium, Kupfer, Blei und Zink.
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3.5.3.9 Aliphatische organische Sauren

Typische Analysenmethoden fir die Untersuchung von aliphatischen
organischen Sauren sind SPE gefolgt von HPLC oder GC-MS. Uber die
Zusammensetzung der organischen Sauren gibt es nur wenige Publikationen. Eine
Analyse dieses Profils und die Bewertung der Ergebnisse durch statistische
Methoden konnten zusatzliche, hilfreiche Informationen Uber Honigproben aus

unterschiedlichen Quellen liefern [31].

3.5.3.10 Phenolische Verbindungen (aul3er Flavonoide )

Wahrend des sekundéren Metabolismus von Pflanzen entstehen Benzoe- und
Hydroxyzimtsauren. Die Konzentrationen dieser Verbindungen unterscheiden sich in
den verschiedenen Pflanzen.

Die Analyse aromatischer Carbonsauren (Phenolsauren) mittels GC-MS nach
Methylierung zeigte sortenspezifische Unterschiede. So enthélt Rapshonig Propan-
saure und Buchweizenhonig eine héhere Konzentration von 4-Hydroxybenzoesaure
und keine Phenylessigsaure. Heidekrauthonig kénnte an Hand hoher Gehalte an
Benzoe-, Phenylessig-, Mandel- und B-Phenylmilchsaure identifiziert werden. Zur
Unterscheidung von Honigtauhonigen von anderen konnte die Konzentration an
Protocatechusaure dienen [31].

Phenolsduren wurden auch mittels HPLC in Kombination mit einem
coulometrischen Elektroden-Array-Detektor untersucht. Die Phenolsauremuster
erlaubten hier eine Unterscheidung zwischen Raps- und Robinienhonig [46].

Aromatische Carbonylverbindungen, die durch sekundare enzymatische
Reaktionen aus den entsprechenden Phenolsauren entstehen, fihren zu intensivem
Geschmack und Geruch. Man findet sie in geringen Konzentrationen in Honig. Die
Analyse dieser Verbindungen mittels GC-MS gab keinen Hinweis auf die botanische

Quelle der Honigproben [31].

48



3.5.3.11 Hauptisotope

Wie bereits erwéhnt, wird Honig oft mit HFCS verfalscht. Cabon Staple
Isotopic Ratio Analysis (C-SIRA) wurde zum Nachweis der Verfalschung (mit
Maissirup oder Rohrzucker) verschiedenster Lebensmittel (Honig, Ahornsirup,
Apfelsaft, usw.) verwendet. Die Kopplung eines Elemental Analyzer mit einem
Isotopenverhaltnis-Massenspektrometer ermdéglicht eine ,on-line* Isotopenmessung
[31].

Zur Analyse von strukturell &hnlichen Disacchariden (Glucose-Glucose und
Glucose-Fructose) und von der komplexen Mischung der Disaccharide, die in
geringen Mengen vorkommen, wurde *C-NMR verwendet. Fir eine leichtere
Interpretation der '*C-Daten kann zusatzlich eine *H-NMR durchgefiihrt werden
[23, 31].

Kohlenstoff-SIRA beziiglich der 5*3*C-Werte erlaubt den Nachweis von Zucker-
zusatz (Maissirup, Rohrzucker) zu Honig. Diese Methode eignet sich aber nicht zur

Ermittlung des botanischen oder geographischen Ursprungs [31].

3.5.3.12 Maogliche Markersubstanzen

Die Bestimmung spezieller Markersubstanzen erleichtert die Ermittlung der
Honigquelle. Aber solche Verbindungen sind nicht fir alle botanischen Varianten
bekannt und wenn doch, findet man sie oft nur in sehr geringen Mengen. Weiters
variieren die Konzentrationen dieser Verbindungen oft erheblich, da Honig ein
naturliches Produkt ist. Einige dieser Substanzen sind leicht erhaltlich und kdnnten
daher mit der Absicht der Verfalschung dem Honig zugesetzt werden [31].

Bei der HPLC-EI-MS-Analyse von portugiesischen Heidekrauthonigfraktionen
wurden zwei organische Sauren in hohen Konzentrationen nachgewiesen. Diese

wurden isoliert und als cis,trans-Abscisinsdure und trans,trans-Abscisinsaure

identifiziert. Diese beiden Verbindungen wurden bisher in noch keiner anderen

Honigsorte gefunden und kdnnten daher Marker fir Heidekrauthonig sein [47].

Das Glykosid Hesperidin ist eine grundlegende Verbindung im Zitrusnektar.
Das zugehorige Aglykon Hesperetin wurde bis jetzt nur in Zitrushonigen gefunden

und kénnte daher zur ldentifizierung dieser Honigsorte dienen [48].
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Anthranilsduremethylester ist eine fliichtige Verbindung in Zitrusnektar und

-honig und wurde mittels GC-MS/-FID oder spektrophotometrischen Methoden
bestimmt und als Marker fir Zitrushonige verwendet. Mittels HPLC kdnnen HMF und
Anthranilsduremethylester simultan bestimmt werden. Anthranilsauremethylester ist
aber eine fliichtige Verbindung, daher erfahrt sie merkliche Konzentrations-
anderungen, abhangig von den Umwelt- und Lagerbedingungen [5, 31].
3-Aminoacetophenon ist die Hauptkomponente der fliichtigen Verbindungen in

Kastanienhonigen und kdnnte spezifisch fir die Kastanie als Nektarquelle sein [31].
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3.6 Flavonoidanalytik in Honig

Von den Flavonoiden wird angenommen, dass sie mittels Pollen und Nektar in
den Honig gelangen. Daher hofft man, Uber das Flavonoidmuster einer Honigprobe
ihren botanischen Ursprung bestimmen zu kénnen. Es wurde auch der Zusammen-
hang des Flavonoidgehalts mit der geographischen [27, 28, 49-51] und
entomologischen [27, 28] Herkunft untersucht. Zur Untersuchung der Flavonoide in
Honig wurden verschiedene Methoden entwickelt: Dunnschichtchromatographie
(TLC), Gaschromatographie (GC), HPLC und Kapillarelektrophorese (CE).

3.6.1 Probenvorbereitung

Das Ziel der Probenvorbereitung ist, die zu untersuchenden Verbindungen
anzureichern und mdéglichst alle storenden Matrixkomponenten zu entfernen. Bei der
am haufigsten verwendeten Extraktionsmethode handelte es sich um eine
Festphasen-Extraktion, die folgendermalRen funktioniert: die Honigprobe wurde mit 5
Teilen Wasser (pH 2 mit HCI) vermischt, bis sie vollstandig geldst war und dann Uber
Watte filtriert. Das Filtrat wurde auf eine Amberlite XAD-2-Saule aufgegeben. Die
phenolischen Verbindungen verblieben auf der Saule, wahrend Zucker und andere
polare Verbindungen mit dem wassrigen Losungsmittel eluierten. Die S&ule wurde
zuerst mit Wasser (pH 2 mit HCI) und anschlielend mit destilliertem Wasser
gewaschen. Danach wurde die Phenolfraktion mit Methanol eluiert und im Rotavapor
das Losungsmittel unter reduziertem Druck bei 40T entfernt. Es gibt eine
Abwandlung dieser Extraktion, bei der das Honigdfiltrat mit dem Harz vermischt und
zehn Minuten mit dem Magnetriihrer gerihrt wurde, bevor man das Gemisch in die
Saule gefullt hat [52].

Fur den folgenden Reinigungsschritt wurden verschiedene Methoden
angewendet. Bei der ersten wurde der Rickstand in Methanol gel6st Uber eine
Sephadex LH-20 Saule aufgereinigt. Die phenolische Fraktion wurde unter
vermindertem Druck zur Trockene gebracht, wieder in Methanol aufgenommen und
filtriert [26, 27, 49, 50, 53-55]. Diese Extraktionsmethode hat einige Nachteile: sie ist
sehr zeitraubend, das Material ist teuer, man muss die Banden in einem dunklen

Raum unter UV-Licht beobachten und die Trennung der Flavonoide von den zuvor
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eluierenden Phenolsauren ist nicht immer klar erkennbar [50]. In vielen Arbeiten
wurde die Aufreinigung durch Flissig-Flussig-Extraktion erreicht. Dafir wurde der
Rucktand in destilliertem Wasser resuspendiert und 3 mal mit Diethylether extrahiert.
Aus den vereinigten Etherextrakten wurde durch Ausblasen mit Stickstoff das
Losungsmittel entfernt. Der trockene Rickstand wurde in Methanol gel6dst und filtriert
[28, 44, 50-52, 56-73]. Weston et al. [74] verwendeten bei der Flussig-Flissig-
Extraktion 2-Butanol anstelle von Diethylether. Der alkoholische Extrakt wurde bei
40C im Vakuum getrocknet, der Ruckstand in wenig W asser gelost und gefrier-
getrocknet.

In einer Publikation wurden verschiedene Festphasen-Materialien (Amberlite
XAD-2, C18-Bond Elut, Strata-X und Oasis HLB) zur Extraktion einer Standardldsung
aus Phenolsauren und Flavonoiden verwendet und miteinander verglichen [75].
Dabei konnte gezeigt werden, dass sich Cig-Phasen am wenigsten eignen. Mit
Phenolsauren und Flavonoiden versetzte Honige wurden mittels Amberlite und Oasis
extrahiert und die Wiederfindungen miteinander verglichen. Dabei stellte sich heraus,
dass Flavonoide mit beiden Materialien dhnlich gut extrahiert werden, Phenolsauren
wesentlich besser mit der Oasis-Phase.

Ein anderes Festphasensystem wurde von Pulcini et al. [76] verwendet. Die
Honigprobe wurde in zwei Teilen Wasser (HPLC grade, pH 2 mit HCI) gel6st, auf
eine konditionierte Phenomenex Strata SDB-L-Kartusche aufgetragen, mit
angesauertem Wasser (pH 2 mit HCI) und Wasser gewaschen und mit Methanol/
Acetonitril (2:1, v/v) eluiert. Die gesammelten Extrakte wurden mit 1 N Natrium-
hydroxidlésung auf pH 7 gebracht, auf Strata SAX-Kartuschen aufgetragen, wie
zuvor gewaschen und mittels 1 N Schwefelsdure eluiert. Die Wiederfindung der
Flavonoide lag tber 90%.

Pichichero et al. [77] verwendeten eine DSC-Cig-Kartusche ohne zusatzlichen
Aufreinigungsschritt. Dafir wurde der Honig in zwei Teilen einer LOsung von
Methanol und 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) in destilliertem Wasser (70:30, v/v) im
Ultraschallbad eisgekuhlt gelost und auf die konditionierten Kartuschen aufgebracht.
Die Saulen wurden mit 0,1% TFA in Wasser gewaschen und die Polyphenole mit
Methanol eluiert. Die Extrakte wurden im Rotationsverdampfer bei 40C getrocknet
und der Rickstand in Methanol gelost.

Truchado et al. [72] setzten alternativ zum Amberlite-Harz eine Sep-Pak-

Kartusche ohne weitere Aufreinigungsschritte ein. Damit konnten Flavonoid-

52



Glykoside, die man in Robinia-Nektar findet, auch im Robinia-Honig nachgewiesen
werden. Die XAD-2-Extraktionsmethode mit nachfolgender Etherextraktion eignete
sich nicht zur Extraktion der polaren Glykoside.

Auch eine Flussig-Flussig-Extraktionsmethode wurde zur Anreicherung der
phenolischen Verbindungen verwendet. Amiot et al. [78] reinigten den Honig durch
Mischen mit 2 Teilen Petrolether mit Hilfe eines Ultraturax. Nachdem sich das
Gemisch getrennt hatte, wurde die zdhe Masse 3 mal mit Ethylacetat extrahiert,
nachdem ihr Ammoniumsulfat und m-Phosphorsaure zugesetzt wurden. Die
vereinigten Extrakte wurden getrocknet, das organische Loésungsmittel bei 40C
unter reduziertem Druck entfernt, der Ruckstand in Methanol aufgenommen und tber
einen 0,5 um PTFE-Filter filtriert.

3.6.2 Chromatographische Methoden

Die am haufigsten verwendete chromatographische Technik zur Bestimmung
von Polyphenolen ist die HPLC, aber es wurden auch schon GC und TLC
angewendet.

Weston et al. [74] verwendeten eine GC-MS-Technik zur qualitativen und
guantitativen Bestimmung von Flavonoiden und Phenolsduren in Honig. Der Nachteil
dieser Methode ist die notwendige Derivatisierung (Methylierung).

Auch HP-Dunnschichtchromatographie wurde manchmal zur Bestimmung von
Flavonoiden in Honig eingesetzt. Amiot et al. [78] trennten die Flavonoide auf
Cellulose in der ersten Dimension mit 15%iger Essigsaure, in der zweiten mit
Benzol/Essigsaure/Wasser (125:72:3, v/v) auf. Die Bestimmung erfolgte nach
Anfarben unter UV-Licht bei 366 nm. Bei Guerrini et al. [26] wird Silikagel ohne
Fluoreszenzindikator als stationare Phase verwendet, auf dem die Substanzen zuerst
mit Ethylacetat/Ameisensaure//Essigsaure/Wasser (100:11:11:27, v/vivlv) und
anschlielend mit Toluol/Ethylacetat/Essigsaure (50:45:5, v/v/v) aufgetrennt wurden.
Die Substanzen wurden entweder durch Messung der Extinktion bei 240 nm oder
durch Messung der Emissionsintensitat bei 400 nm nach Anregung bei 365 nm
bestimmt.

Bei den HPLC-Methoden wurden in den Studien verschiedenste
Extraktionssysteme, mobile und stationédre Phasen und Detektoren verwendet, die in
Tabelle 3 zusammengefasst sind. Am haufigsten wurde Umkehrphasen-HPLC mit
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unpolaren Octadecylsilan(Cig)-gebundenen Phasen mit polaren mobilen Phasen
benutzt.

Im Grol3teil der publizierten Studien wurde mittels eines Gradientenprogramms
eluiert. Meistens handelt es sich um ein binares System aus einer polaren wassrigen
Komponente und einem weniger polaren organischen Lésungsmittel, wie z.B. einer
wassrigen Ameisensaurelésung und Methanol.

Die mit Abstand am haufigsten angewendete Detektionsmethode ist UV-vis-
Detektion mit einem  Dioden-Array-Detektor (DAD). Seltener werden
Massenspektrometer [52, 64, 68, 72, 75, 76] oder elektrochemische
Detektionssysteme [79] verwendet.

UV-vis-Detektion wird am haufigsten bei den Wellenlangen 290 und 340 nm
durchgefuihrt. Da Polyphenole mehrere Absorptionsmaxima zeigen, werden
Photodiodenarrays verwendet, die Chromatogramme bei jeder Wellenlange
zusammen mit dem Absorptionsspektrum jeder eluierenden Bande liefern. Dadurch
kbnnen Retentionsparameter und Absorptionsspektrum zur ldentifizierung einer
Verbindung herangezogen werden. Es ist bekannt, dass alle Polyphenole bei 290 nm
absorbieren, trotzdem werden in einigen Studien andere Wellenlangen verwendet,
um far die untersuchten Flavonoide maximale Empfindlichkeit und Selektivitat zu
erreichen.

Die Identifizierung der Polyphenole erfolgt im Allgemeinen durch den
Vergleich von Retentionszeiten, UV-Spektren und Chromatogrammen der
Probenbestandteile mit Standardsubstanzen. Als komplementare Technik wird
manchmal MS und NMR-Spektroskopie verwendet [52, 64].

Tabelle 3: HPLC-Methoden zur Auftrennung von Flavonoiden in Honig

Referenz Extraktionssystem Saule mobile Phase Eluti  on Detektion
Amberlite XAD-2 und . Methanol/Wasser/ . . .
[49] Sephadex LH-20 LiChrocart RP-18 Essigsaure (50:47:3) isokratisch DAD bei 340 nm
Amberlite XAD-2 und A: Wasser/Ameisensaure .
[50] | Sephadex LH-20 oder | LiChrocart RP-18 (19:1) Gradient | DAP bef 290 und 340
Etherextraktion B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure .
[55] Amberlite XAD-2 und LiChrocart RP-18 (19:1) Gradient DAD bei 290 und 340
Sephadex LH-20 . nm
B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure .
[56] Amberlite XAD—_2 und LiChrocart RP-18 (19:1) Gradient DAD bei 290 und 340
Etherextraktion . nm
B: Methanol
keines A: Wasser (pH 2 mit o-
[80] : . Lichrosorb RP-18 Phosphorséaure) Gradient DAD bei 310 nm
(konzentrierter Honig) B: Acetonitril
. A: Wasser/Ameisensaure DAD bei 290 und 340
52] Amé’ggﬁzxfgi’tﬁ#”d Lichrocart RP-18 (19:1) Gradient | nm, EI-MS und 1H-
B: Methanol NMR
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Amberlite XAD-2 und

A: Wasser/Ameisensaure

[57] Etherextraktion Lichrocart RP-18 _ (29:1) Gradient DAD bei 340 nm
B: Methanol
Amberlite XAD-2 und A:Wasser/Ameisensaure DAD bei 290 und 340
[59] . Lichrocart RP-18 (19:1) Gradient
Etherextraktion i nm
B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure .
58] Amberlite XAD—_2 und Lichrocart RP-18 (19:1) Gradient DAD bei 290 und 340
Etherextraktion i nm
B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure .
[a4) | Amberite XAD-2und | yrerra RP-18 (19:1) Gradient | DAP bet 285 und 340
B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure .
[es) | Amberite XAD-2und | | ichrocart RP-18 (19:1) Gradient | DAP bet 290 und 340
B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure .
[ee) | Amberite XAD-2und | | ichrocart RP-18 (19:1) Gradient | DAP bet 290 und 340
B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure
61] Amberlite XAD-2und | .06y co18 (19:1) Gradient DAD und ESI-MS
Etherextraktion . o
B: Acetonitril
Amberlite XAD-2 und | Lichrospher 100 | A Wasser/Ameisensaure . DAD bei 290 und 340
[62] . (29:1) Gradient
Etherextraktion RP-18 . nm
B: Methanol
63 Amberlite XAD-2 und | Lichrospher 100 | Wasse;’l’zmle)'sensa“re Gradient | DAD bei 290 und 340
Etherextraktion RP-18 . ; nm
B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure
[60] Amberlite XAD-2und |\ ;o 6001t RP-18 (19:1) Gradient DAD bei 350 nm
Etherextraktion .
B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure .
Amberlite XAD-2 und . . . DAD bei 290 und 340
[64] Etherextraktion Lichrocart RP-18 . (29:1) Gradient nm: EI-MS: *H-NMR
B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure
[70] Amberlite XAD-2und | i 1y B 3cc (19:1) Gradient | DAD bei 254 - 400 nm
Etherextraktion i
B: Methanol
Flussig-Flussig- : A: Wasser (pH 2 mit o-
[78] Extraktion (Petrolether- Chromspher RP Phosphorsaure) Gradient DAD bei 200 - 400 nm
C18 X -
Ethylacetat) B: Acetonitril
. A: Wasser/Ameisensaure
54] Amberlite XAD-2 und | ;0 ot RP-18 (19:1) Gradient DAD bei 340 nm
Sephadex LH-20 i
B: Methanol
Amberlite XAD-2 und LiChrospher 100 A: Wasser/Ameisensaure . . .
[51] . (29:1) Gradient UV-vis bei 340 nm
Etherextraktion RP-18 i
B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure .
[27] Amberlite XAD-2 und Lichrocart RP-18 (19:1) Gradient DAD bei 280 und 340
Sephadex LH-20 i nm
B: Methanol
. A: Wasser/Ameisensaure
28] Amberlite XAD-2 und |\ i, 6041t RP-18 (19:1) Gradient DAD bei 340 nm
Etherextraktion i
B: Methanol
A: Wasser/TFA/Acetonitril
. : ) (87:3/10) . DAD bei 280 und 360
[77] SPE: DSC-C18 Whatman ODS-2 B: Wasser/TEA/Acetonitril Gradient am
(40:50:10)
. . A: Wasser/Ameisensaure
Amberlite XAD-2 und Lichrospher RP- . . .
[73] Etherextraktion 18 . (29:1) Gradient UV bei 270 nm
B: Methanol
. L . DAD bei 288 und 320
- 40,
[79] ( elbsli?rlln\?vsasser) Zorbax SB-C18 A 4% Eszgﬁgéel_;n Wasser Gradient nm; elektrochemische
9 ) Detektion bei +1 V
SPE: Amberlite XAD-2 / A: Wasser/Ameisensaure UV-vis und
[75] Oasis HLB / StrataX / Ascentis (29:1) Gradient Fluoreszenzdetektion;
C-18 B: Methanol ESI-MS
A: Wasser/Ameisensaure DAD bei 290 und 340
[76] SPE: SDB-L und SAX P*I‘j’r‘]gmcelrgex (19:1) Gradient nm;
B: Methanol ESI-MS
Sep-Pak oder A: Wasser/Essigsaure DAD bei 290 und 360
[72] Amberlite XAD-2 und | LiChrocart RP-18 (99:1) Gradient nm; MS-MS im
Etherextraktion B: Methanol negativen Modus
. A: Wasser/10% .
Amberlite XAD-2 und Phenomenex L . UV bei 254 nm;
[68] Etherextraktion Luna C18 Methan(_)l/l% Essigsaure Gradient ESI-MS
B: Methanol
. Wasser/Essigsaure
[74] Ambe_rhte X.AD_Z und Alltech Econosil A: (98:2) Gradient UV bei 280 nm
Extraktion mit 2-Butanol B: (2:98)
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3.6.3 Elektrophoretische Methoden

Als eine Alternative zur HPLC-Trennung von phenolischen Verbindungen
wurden einige Kapillarelektrophorese(CE)-Methoden entwickelt. Die CE hat
gegenuber der HPLC einige Vorteile, wie kurze Analysenzeiten, Einfachheit, niedrige
Betriebskosten und hohe Trenneffizienz hinsichtlich von Polyphenolen. Sie erlaubt
ein schnelles Screening von phenolischen Verbindungen in Honig. Trotz der
positiven Aspekte der CE wurde sie nur in wenigen Studien zur Analyse von
Flavonoiden in Honig benitzt.

Bei den angewendeten Methoden handelt es sich um CZE mit Borat- [53] oder
Ammoniumacetatpuffer [67, 71] oder um Micellare Electrokinetic Capillary
Chromatography (MECC) mit Boratpuffer und SDS als Mizellen-bildendes Agens
[54]. UV-vis- Detektion [53, 54, 67, 71] mit DAD und Massenspektrometrie [67]
werden zur Detektion der Flavonoide verwendet.
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3.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Honig ist ein begrenztes Naturprodukt, das je nach Sorte und Herkunftsland
unterschiedliche Preise erzielt. Eine eindeutige Charakterisierung der Honige und
damit eine Feststellung der Sortenreinheit ist daher eine sehr wichtige Aufgabe. Da
die derzeitige Standardmethode, die Pollenanalyse, nur von gut geschultem,
erfahrenem Personal durchgefuhrt werden kann und bei manchen Honigsorten, wie
z.B. Zitrushonigen, nur geringe Mengen an spezifischen Pollen enthalten sind,
versucht man neue Methoden zur Identifizierung einer Honigsorte zu entwickeln.
Diese Methoden untersuchen die Profile verschiedener Substanzgruppen, wie
organischer Sauren, Aromastoffe oder phenolischer Verbindungen, die im Honig in
geringen Mengen vorkommen. Ziel ist es, sortenspezifische Markersubstanzen oder
sortentypische Substanzmuster zur schnellen und eindeutigen Charakterisierung
eines Honigs zu ermitteln.

Phenolische Verbindungen, wie die Flavonoide, die von den Bliten stammen,
von denen die Bienen den Nektar sammeln, kénnten zur Sortenidentifizierung
beitragen. Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte daher eine analytische Methode zur
gualitativen und quantitativen Analyse von Flavonoiden entwickelt werden.

Bisher wurde zur Untersuchung von Flavonoiden in Honig hauptsachlich
Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) mit Photodiodenarray-Detektion
verwendet (siehe Kapitel 3.6). Die Extraktion erfolgte meistens mittels Festphasen-
materialen, wie z.B. dem nichtionischen Polymerharz Amberlite XAD-2.

In dieser Arbeit sollte getestet werden, ob sich die Accelerated Solvent
Extraction (ASE) zur Extraktion der Flavonoide aus der stark zuckerhaltigen Matrix
eignet. Zur Auftrennung und Detektion sollte die HPLC mit einem coulometrischen
Elektroden-Array-Detektor (CEAD) eingesetzt werden. Diese elektrochemische
Detektionsmethode zeichnet sich durch hthere Empfindlichkeit und Selektivitat aus
als der in den meisten Studien verwendete Dioden-Array-Detektor und ist daher

erfolgversprechend.
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4 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

4.1 Aufarbeitung der Honigproben

4.1.1 Accelerated Solvent Extraction (ASE)

(zusammengefasst aus [81])

Bei der beschleunigten Ldsungsmittelextraktion werden die Analyte durch
geeignete Ldsungsmittel, erhdhten Druck und erhthte Temperatur aus diversen
Matrices geldst. Da man Lésungsmittel unterschiedlicher Polaritdten mischen kann,
kénnen viele Analyte gleichzeitig extrahiert werden. Es kdnnen zahlreiche

Lésungsmittel verwendet werden, aul3er starke Sauren und Laugen.

Extraction il g
Cell

Cell Doar

L 'jﬂ Door OPEN
— anr B

Cell Holder
(bottam lateh)

Abbildung 20 : ASE-100, Dionex [81]
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Das Ldsungsmittel wird aus der Losungsmittelflasche in die Extraktionszelle
eingebracht. In der Zelle findet die Extraktion bei konstanter Temperatur und
erhéhtem Druck in mehreren aufeinander folgenden Zyklen statt. Nach jedem Zyklus
wird ein vordefiniertes Volumen in die Sammelflasche abgegeben, frisches
Losungsmittel aus der Vorratsflasche nachgeholt und ein neuer Zyklus gestartet.
Nach der Extraktion wird die Apparatur mit Stickstoff gespult und damit eventuelle
Lésungsmittelriickstdnde entfernt. Die gesammelten Extraktionsfraktionen kdnnen

aus der Sammelflasche entnommen und gegebenenfalls weiterbehandelt werden.

4.1.2 Amberlite XAD-2-Harz

(zusammengefasst aus [82])

Das polymere Adsorbens ist ein verzweigtes Polystyrol-Divinylbenzol
(Abbildung 21)-Copolymerharz, das in Form von 20-60 mesh grof3en harten,
sphéarischen und opaken Kiigelchen erhéltlich ist. Es hat eine grol3e Porengrof3en-
Verteilung, eine groRe Oberflaiche (= 300 m?g), eine chemisch homogene

nichtionische Struktur und ist temperaturstabil bis 200C.

Abbildung 21: Polystyrol-Divenylbenzol-Grundgeriist [83]

Jede Harzperle (Abbildung 22) besteht aus einer Anhaufung von vielen, sehr
kleinen Mikrospharen, was zu einer kontinuierlichen Gelphase und einer
kontinuierlichen Porenphase fuhrt. Beim Adsorptionsprozess wird der hydrophobe
Teil des adsorbierten Molekuls bevorzugt an der hydrophoben Polystyrol-Oberflache
adsorbiert, wahrend der hydrophile Teil in Richtung wassrige Phase zeigt. Die
adsorbierten Substanzen wandern nicht notwendigerweise in die Mikrospharen,
sondern bleiben normalerweise an der Oberflache adsorbiert. Daher kdénnen die
adsorbierten Verbindungen, wegen der hohen Diffusionsrate der mobilen Phase
durch die Porenstruktur jeder Perle, mit geeigneten Elutionsmitteln schnell eluiert

werden.
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Abbildung 22: Struktur eines hydrophoben Amberlite XAD-2-Harz-Kigelchens [82]

Die Selektivitat und das Ausmal3 der Adsorption von ldslichen organischen
Verbindungen durch Amberlite XAD-2 nimmt mit der Hydrophobizitat des
adsorbierten Molekiils zu. Bei den Adsorptionskraften handelt es sich in erster Linie
um van der Waals-Kréfte, daher kann das Ausmald der Adsorption durch
Veranderung des hydrophoben-hydrophilen Gleichgewichtes ge&ndert werden. So
werden z.B. schwache S&uren in ihrer sauren Form starker adsorbiert als in

Salzform.
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4.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

(zusammengefasst aus [84, 85])

4.2.1 Grundlagen

Mittels chromatographischer Methoden ist es mdglich, chemisch &hnliche
Verbindungen in komplexen Gemischen zu trennen. Das Trennprinzip beruht auf der
Verteilung zwischen zwei nicht mischbaren Phasen. Als mobile Phase kénnen
Flissigkeiten, Gase oder superkritische Fluide verwendet werden, als stationare
Phasen kénnen Feststoffe oder Flissigkeiten eingesetzt werden.

Da in der vorliegenden Arbeit ausschlie3lich Hochleistungsflissigchromato-
graphie zur Auftrennung eingesetzt wurde, wird in den folgenden Abschnitten nur auf
diese Methode naher eingegangen.

Die Probe wird in der mobilen Phase gelost und diese dann durch die
stationdre Phase bewegt, dabei verteilen sich die Probenkomponenten zwischen den
Phasen. Verbindungen, die stark von der stationaren retardiert werden, wandern nur
langsam mit der mobilen Phase mit und umgekehrt. Augrund dieser unter-
schiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten werden die Probenkomponenten auf-
getrennt und es kann sowohl eine qualitative als auch eine quantitative Analyse
durchgefuihrt werden. Das resultierende Elutionsprofil der Probelésung in Form von
Peaks nennt man Chromatogramm.

Bei der Wanderung entlang der Saule entfernen sich die Substanzpeaks
voneinander, dabei kommt es aber auch zu einer Peakverbreiterung, die die
Trennleistung herabsetzt.

Die Quantifizierung kann Uber die Peakhohe oder Uber die Peakflache
erfolgen. Bei der Auswertung Uber die Peakh6he missen die Saulenbedingungen,
wie Saulentemperatur, Flussrate und Geschwindigkeit der Probeninjektion konstant
gehalten werden, um richtige Ergebnisse zu liefern. Die Peakhdhe veradndert sich mit
fortschreitender Laufzeit durch Peakdispersion. Daher wird die Quantifizierung tber
die Peakflachen, die von diesen Bedingungen unabhangig sind, bevorzugt. Die

Peakbreite wird stark von der Trennleistung der Saule bestimmt.

61



4.2.2 Aufbau einer HPLC-Apparatur

In Abbildung 23 ist der schematische Aufbau eines HPLC-Gerates dargestellt.

1N
Injektionspritze
i Vorsaule
Injektor
4 : = L —
Pumpe # =3 1+ . ’_“\3
] Mischikammer S T
s Fittings .-
i Al £
| | T Trenns#ule
|_ : h._J A |
Solvenzien T
I
Detektor—
Auswerte-
system

Abbildung 23: Aufbau eines HPLC-Systems [84]

In der Mischkammer werden die mobilen Phasen aus den Reservoirflaschen
in einem bestimmten Verhaltnis miteinander vermischt. Bei isokratischer Elution
bleibt dieses Verhéltnis Uber den gesamten Lauf konstant. Bei der Gradientenelution
andert sich die Zusammensetzung des Elutionsmittels wahrend eines Laufs nach
einem bestimmten Programm. Die mobile Phase wird mittels einer Pumpe mit einer
zuvor eingestellten Flussrate durch das System transportiert. Die Probelésung wird
entweder manuell mit einer Injektionsspritze oder automatisch mittels Autosampler
uber einen Injektor in das System injiziert. Uber eine kurze Vorsaule, die die
eigentliche Trennsaule vor Verunreinigungen schiitzen soll, gelangt die Losung zur
chromatographischen Trennsaule. Dort werden die Komponenten der LAsung
aufgetrennt und weiter zum Detektor transportiert. Die Detektorsignale und samtliche
andere Daten werden im Auswertesystem gespeichert. Diese Daten kdnnen mit einer
geeigneten Software bearbeitet und ausgewertet werden. Nach dem Detektor wird
das Elutionsmittel in einem Sammelbehélter aufgefangen.
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4.2.3 ,Reversed Phase“-Chromatographie

Die am haufigsten verwendete HPLC-Methode ist die Umkehrphasen-/RP-
Chromatographie. Dabei werden, anders als bei der Normalphasenchromatographie,
apolare stationdre Phasen und polare mobile Phasen verwendet. Daher wird bei der
RP-Chromatographie die polarste Verbindung als erste eluiert. Die stationare Phase
besteht aus einem Tragermaterial, wie Kieselgel oder Aluminiumoxid, an dessen
Oberflache Alkylchlorsilane, meist mit n-Octadecyl- oder Octyl-Resten, gebunden
sind. Je langer die gebundenen Kohlenwasserstoffketten sind, desto starker werden
die Verbindungen retardiert und desto besser ist die Trennleistung. Die Retentions-
zeit einer Substanz kann auch Uber die Zusammensetzung der mobilen Phase
verandert werden. Typische mobile Phasen sind Mischungen von Wasser oder Puffer
und mit Wasser mischbaren organischen L&sungsmitteln, wie Acetonitril, Methanol
oder Tetrahydrofuran. Reines Wasser kann als mobile Phase nicht verwendet
werden, weil sich aufgrund der apolaren stationdren Phase fiur apolare Substanzen
sehr lange Retentionszeiten ergeben wirden. Weiters muss man darauf achten, dass
der pH-Wert der mobilen Phase nicht Gber 7,5 liegt, da es bei héheren pH-Werten
zur Zerstorung des Saulenmaterials durch Hydrolyse der Siloxane kommt.

Ein grol3er Vorteil der reversed-phase-Chromatographie ist, dass die System-
aquilibrierung nicht lange dauert, da sich das Gleichgewicht zwischen stationarer und
mobiler Phase rasch einstellt.
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4.2.4 Chromatographische Parameter

Wie bereits erwéhnt, beruht die Trennung in der Chromatographie auf der
unterschiedlichen Verteilung der Probenbestandteile zwischen stationdrer und
mobiler Phase. Diese Verteilung wird durch den Verteilungskoeffizienten

beschrieben:

K=_5 (4.1)

K...... Verteilungskoeffizient
Cs.....Konzentration des Analyts in der stationdren Phase

cum....Konzentration des Analyts in der mobilen Phase

Die Probenkomponenten werden, je nach Starke der Wechselwirkung mit der
stationdren Phase, unterschiedlich lange zuriickgehalten und mit einer fur sie
typischen Retentionszeit tr detektiert. Substanzen, die nicht retardiert werden, wie
z.B. die Molektile der mobilen Phase, erreichen den Detektor zur Zeit ty, die auch
Totzeit genannt wird. Die durchschnittichen Wanderungsgeschwindigkeiten der
Molekile der mobilen Phase und der Analyte kdnnen durch folgende Gleichungen

ermittelt werden:

(4.2)

(4.3)

Voo Wanderungsgeschwindigkeit des Analyts

U...... Wanderungsgeschwindigkeit der mobilen Phase
tr.....Retentionszeit des Analyts

ty..... Totzeit

L...... Lange der Saule
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Die Beziehung zwischen Wanderungsgeschwindigkeit und Verteilungs-

koeffizient wird mittels folgender Gleichung dargestellt:

v:; (4.4)

Vs.....Volumen der stationaren Phase

Vu.....Volumen der mobilen Phase

Aus (4.4) kann man eine substanzspezifische Grol3e, den Kapazitatsfaktor K,
ableiten. Der Kapazitatsfaktor ist eine dimensionslose GroRRe, die zur qualitativen
Analyse herangezogen werden kann und die man direkt aus dem Chromatogramm
erhalt. Mit seiner Hilfe kdnnen unter unterschiedlichen Bedingungen erhaltene

Analysenergebnisse miteinander verglichen werden.

=K s = el (4.5)
VM tM

Ein weiterer wichtiger Parameter in der Chromatographie ist der Trenn- oder

Selektivitatsfaktor a, der fur zwei Substanzen A und B definiert ist als:

q = k,B — (tr)s —ty (4.6)
kA (tR)A_tM

Die Trennstufenhohe und die Trennstufenzahl sind zwei GroRen mit deren Hilfe

man die Effizienz einer Séule beschreiben kann. Sie sind Uber folgende Gleichung

miteinander verknupft:
N=L 4.7)

N.....Trennstufenzahl

H.....Trennstufenhdhe
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Die Trennstufen- oder Bodenhdhe ist als das Verhaltnis zwischen der Varianz

des Peaks und dessen Wanderungsstrecke definiert:

(4.8)

otz...Varianz der Retentionszeit

Die Tennstufenzahl kann mittels der Retentionszeit und der Peakbasisbreite

experimentell direkt aus einem Chromatogramm erhalten werden:
t 2
N=1&€ﬂj (4.9)
w

w.....Basisbreite des Peaks

Den gro3ten Einfluss auf die Peakbreite hat die Bodenhohe. Fir eine gute
Trennleistung muss sie moglichst klein gehalten werden. Vier verschiedene Faktoren
haben Einfluss auf die Bodenhgdhe:

H =Hyy +Hop + H

conv

s T Heom (4.10)

Hait-....longitudinale Dispersion
Hcony-..radiale Dispersion oder EDDY-Diffusion
Hexs...Masseniibergang zu und von der stationéaren Phase

Hexm...Massenibergang zu und von der mobilen Phase

Der Selektivitatsfaktor beschreibt nur die Trennleistung eines Phasensystems,
die Effizienz einer Trennsaule hangt aber auch von der Trennstufenzahl und dem
Kapazitatsfaktor ab. All diese Variablen sind Gber die chromatographische Auflésung
miteinander verknupft. Fir den vereinfachten Fall, dass die Kapazitatsfaktoren der zu

trennenden Verbindungen A und B sehr ahnlich sind, gilt:
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VN fa-1)_ K
I e 4.11
S [ﬁ a j 1+K (4.11)

Rag....Auflésung der Substanzen A und B
O.....ns Selektivitatsfaktor

k... Kapazitatsfaktor

Mit Hilfe der in vorangehender Gleichung dargestellten Zusammenhange kann
die Auftrennung eines Substanzgemisches optimiert werden. Am leichtesten kann in
der Flussigchromatographie der Kapazitatsfaktor manipuliert werden, da er stark von
der Zusammensetzung der mobilen Phase abh&ngt. Der Selektivitatsfaktor wird
ebenfalls am einfachsten durch eine Anderung der Zusammensetzung der mobilen
Phase verandert. Auch der Wechsel auf eine andere Saulenpackung verandert den
Selektivitatsfaktor. Wird eine Sadulenpackung mit kleinerer Korngré3e verwendet, wird
dadurch die Trennstufenhthe kleiner und die Effizienz verbessert. Die Trenn-
stufenzahl lasst sich durch eine Verlangerung der Saule erhéhen.

Der Selektivitatsfaktor beeinflusst die Trennleistung und damit die Effizienz

einer Saule am meisten.
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4.3 Coulometrischer Elektroden-Array-Detektor (CEAD )

(zusammengefasst aus [86, 87])

4.3.1 Grundlagen

Chromatographisch aufgetrennte elektroaktive Verbindungen kdnnen mittels
coulometrischen Elektroden-Array-Detektoren noch weiter elektrochemisch aufgeldst
werden. An jeder der in Serie geschalteten Durchflusselektroden wird ein anderes
Potential angelegt und der Strom simultan gemessen. Das resultierende Chromato-
gramm ist eine Darstellung von Strom gegen Zeit gegen Potential. In einem
chromatographischen Lauf kénnen die Analyte an Hand ihrer Retentionszeiten und
ihrer Redoxpotentiale unterschieden werden. Die Detektion erfolgt mit hoher
Selektivitat und Empfindlichkeit und liefert qualitative und quantitative Informationen.

Bei einer Kopplung mit HPLC, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurde, muss

der mobilen Phase ein Leitelektrolyt fir den Ladungstransport zugesetzt werden.

4.3.2 Elektroden

Die bis zu 16 in Serie geschalteten Durchflusselektroden des CEAD sind
meistens aus pordsem Graphit und zu Zellblocken mit je vier Elektroden
zusammengefasst. Die Anordnung der Elektroden ist in Abbildung 24 schematisch
dargestellt. Wie aus dieser Abbildung ersichtlich, werden 3 Elektroden in einer Durch-
flusszelle verwendet: Arbeitselektrode, Referenzelektrode und Hilfselektrode.
Zwischen Arbeitselektrode und Referenzelektrode wird ein konstantes Potential
angelegt. Diese Potentialdifferenz ist die treibende Kraft fur die Oxidation oder
Reduktion des Analyts. Die Analytdetektion erfolgt durch Anderung des Stromes
aufgrund der elektrochemischen Reaktion an der Oberflache der Arbeitselektrode.
Der gemessene Strom stammt aber nicht nur von der Umsetzung der Analyte,
sondern auch von unerwiinschten Redox-Reaktionen des Eluens (Faradaysches
Rauschen) und vom Material der Arbeitselektrode (Nicht-Faradaysches Rauschen).
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Hilfselektrode [ Arbeitselektrode

| Referenzelektrode |

Abbildung 24: Darstellung zweier Durchflusselektroden eines CEAD-Systems (modifiziert aus [86])

In  dieser Arbeit wurde poroser Graphit als Arbeitselektrode,
Wasserstoff/Palladium als Referenzelektrode und Platin als Hilfselektrode verwendet.
Wasserstoff-Palladium-Elektroden sind sehr beliebt in CEAD-Durchflusszellen, da sie
aufgrund ihrer geringen Gré3e nahe bei der Arbeits- und Hilfselektrode platziert
werden kdnnen, gegen Vergiftungen ziemlich resistent sind und auch hohe Dricke,

bis zu 600 psi, aushalten.

4.3.3 Strom-Spannungskurven

Man erhélt qualitative Information Gber den Analyt, wenn an die Elektroden
ansteigende Spannungen in frei wahlbaren Inkrementen angelegt werden und der
flieBende Strom gemessen wird. An den Elektroden, an denen die angelegte
Spannung unter dem Halbstufenpotential des elektroaktiven Analyten liegt, wird nur
ein kleiner Teil umgesetzt. Das grof3te Stromsignal entsteht an der Elektrode, deren
Spannung dem Halbstufenpotential am &hnlichsten ist. An den anschlieRenden
Elektroden wird das Signal wieder kleiner, da der Analyt schon weitgehend
umgesetzt wurde. Das Auftragen der an den CEAD-Elektroden angelegten Potentiale
gegen den an der entsprechenden Elektrode gemessenen Strom liefert Strom-
Spannungskurven (Abbildung 30). Diese Kurven kdnnen sehr komplex werden, wenn
in einer Verbindung mehrere elektrochemisch aktive Gruppen vorhanden sind, wie es
bei Flavonoiden der Fall ist. Die Potentiale der Elektroden kdnnen in einem
bestimmten Bereich frei gewéahlt werden. Die Strom-Spannungskurven sind fir eine

Substanz spezifisch und dienen daher zur Identifizierung.
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4.3.4 Quantitative Information

Der Vorteil coulometrischer gegeniiber anderen elektrochemischen Detektoren
besteht darin, dass das Eluat nicht nur gegen eine Elektrodenoberflache stromt,
sondern durch die Elektrode hindurch flie3t, daher wird der Analyt fast zu 100%
umgesetzt. Das Faradaysche Gesetz besagt, dass der gemessene Strom der
Konzentration des Reaktanden proportional ist. Daher kann aus dem registrierten
Signal die Konzentration des Analyts errechnet werden:

| =z[F [clV (4.12)

.....gemessener Strom

Z.....Zahl der ausgetauschten Elektronen
F....Faraday-Konstante (96485.3 C-mol™)
C.....Analytkonzentration

V....FlieBgeschwindigkeit

Mit Hilfe einer Eichgerade kann sowohl tber die Peakhohe als auch tber die
Peakflache eine Substanz quantifiziert werden. Unter der Annahme, dass der Analyt
vollstdndig umgesetzt wird, kann Uber die Peakflache ausgewertet werden, da die

geflossene Ladungsmenge der Stoffmenge des Analyts proportional ist:

t
Q:zEFdet:z[FDh:zEFEII\% (4.13)

o]

Q.....geflossene Ladung

n...... Stoffmenge
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4.4 Massenspektrometrie (MS)

(zusammengefasst aus [84, 85, 88])

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine wichtige analytische Methode zum
Nachweis von chemischen Substanzen bis in den Spurenbereich, zur Quantifizierung
und zur Strukturermittlung. Sie wird entweder direkt eingesetzt, um Reinsubstanzen
oder Substanzgemische zu untersuchen, oder gekoppelt mit Trennmethoden wie
HPLC, Gaschromatographie (GC) oder Kapillarelektrophorese (CE). Mittels MS
konnen Atom- und Molekularmassen bestimmt werden.

Ein Massenspektrometer erzeugt aus den Bestandteilen einer Probe einen sich
schnell bewegenden Strahl gasfoérmiger lonen und trennt diese anschlielRend nach
ihrem Masse-zu-Ladungs (m/z)-Verhaltnis auf. Die Detektion der aufgetrennten lonen
liefert ein Massenspektrum, in dem die Intensitaten ein Mal fur die relativen Mengen
der entstandenen lonen sind. Sie ermdglichen Rickschlisse auf die Struktur von
Analyten und die qualitative und quantitative Zusammensetzung von Gemischen. Um
Kollisionen von lonen mit Molekilen oder Atomen so gut wie méglich zu vermeiden,
herrscht im Massenspektrometer ein Vakuum und zwar 102 bis 10* Pa in der
lonenquelle und bis zu 10°® Pa im Analysatorteil.

Der schematische Gerateaufbau ist in Abbildung 25 dargestellt. Ein
Massenspektrometer besteht grundsatzlich aus folgenden Bauelementen:

* Probeneinlasssystem und lonenquelle

* Massentrenn- oder Massenanalysatorsystem

* Detektor

» Datenverarbeitung
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Abbildung 25: Aufbau eines Massenspektrometers [89]

4.4.1 Probeneinlasssystem und lonenquelle

Im Einlasssystem wird die Probe verdampft und danach in der lonenquelle
ionisiert. Man unterscheidet direkten, indirekten und chromatographischen
Probeneinlass. Die Kopplung von MS mit HPLC erfordert ein Interface, mit Hilfe
dessen das Losungsmittel aus der Séule gesplittet werden kann, da sonst bei den
relativ groBen Eluatmengen die fur die MS bendétigten Vakuumbedingungen nicht
aufrecht erhalten werden konnten. Meistens sind Probeneinlass und lonenquelle in
einem Bauteil zusammengefasst.

Durch den Beschuss mit Elektronen (EI), lonen (SIMS), Molekilen (Cl, FAB),
Photonen (MALDI) oder UV-Licht (PI), durch Anlegen von Hochspannung (FI/FD),
durch einen Hochspannungsfunken (SSMS), durch ein thermisches Plasma
(ICP/MS) oder durch elektrische (ESI) oder thermische (TSI) Energie werden die
Verbindungen in der lonenquelle in lonen umgewandelt. Der Strom positiver (oder
negativer) lonen wird in Richtung Massenfilter beschleunigt.

Da bei der vorliegenden Arbeit ESI-MS verwendet wurde, wird diese

lonisationstechnik genauer beschrieben.
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4.4.1.1 Elektrospray-lonisation (ESI)

Bei diesen Sprayverfahren wird die lonisierung erreicht, indem Nebeltropfchen
durch Verdampfung neutrale Ldsungsmittelmolekiile verlieren, bis aufgrund von
Abstol3ung die positiv oder negativ geladenen Teilchen austreten (Abbildung 26). Da
die lonen bei Atmospharendruck in die Gasphase Ubertreten zahlen, die Sprayver-
fahren zu den API-Techniken (Atmospheric Pressure lonization). Die lonen gelangen
Uber ein Blendensystem in das Massenspektrometer, das unter Hochvakuum steht.

Die ESI z&hlt zu den weichen lonisationstechniken, bei denen teilweise
hochgeladene lonen, aber kaum Fragmente entstehen. Man erreicht den Austritt der
lonen durch das Anlegen eines starken elektrischen Feldes. Mittels hoher
Spannungen an der Spitze der Kapillarnadel entsteht ein Flissigkeitskonus
(Abbildung 27) an dessen Ende sich die Tropfchen bilden. Die entstandenen lonen
werden durch elektrische Felder abgelenkt und so von den neutralen Teilchen
getrennt und in den Analysator weitergeleitet. Die ESI eignet sich zur Kopplung mit
LC und Kapillarzonenelektrophorese (CZE), aber man sollte nur polare Losungsmittel
ohne Pufferzusatz verwenden, da Salze die Verkleinerung der Tropfchen behindern.
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Abbildung 26: lonenbildung bei Sprayverfahren [90]
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Abbildung 27: Tropfchenbildung bei ESI [91]
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4.4.2 Massenanalysatoren

Fur ein Massenspektrum muissen die lonen nach ihrem m/z-Verhéltnis
aufgetrennt werden. Dazu werden sie zuerst auf eine bestimmte Geschwindigkeit
gebracht und mit Hilfe eines schwachen Feldes zu einem Strahl gebiindelt und tber
ein Potentialgefalle beschleunigt. Der Austrittsspalt lasst nur einen schmalen Streifen
des lonenstrahls durch. Die Geschwindigkeit der lonen hangt von verschiedenen

Faktoren ab:

(4.14)

v.....Geschwindigkeit des lons
e.....Ladung des lons
m....Masse des lons

U....Beschleunigungsspannung

Die Auflosung R beschreibt die Fahigkeit eines Massenspektrometers,

zwischen Massen zu differenzieren.

m
R=— (4.15)
Am
m....... Nennmasse des ersten Peaks

Am.....Massendifferenz zwischen zwei benachbarten Signalen, die gerade noch aufgel6st

werden kann

Ein Massenanalysator sollte einerseits zwischen nur gering verschiedenen
Massen unterscheiden konnen und andererseits fur eine geniigend grof3e Anzahl an
lonen durchlassig sein. Diese beiden Ziele sind nur schwer gleichzeitig realisierbar.

Man unterscheidet je nach Trennmethode verschiedene Analysatorgeréte:
Magnetfeld-Sektorgerate, doppelt fokussierende Massenspektrometer, Quadrupol-
Massenfilter, loneneinfanganalysatoren, Flugzeit(TOF)-Analysatoren und Fourier-
Transform(FT)-Geréate.

74



4.4.2.1 lonenfalle

Es gibt verschiedene Arten von lonenfallen, namlich Quadrupol-lonenfallen,
Linear Traps, Orbittraps, Fouriertransformations-lonenzyklotronresonanz-MS und
MS/MS.

In einer lonenfalle kénnen gasformige lonen durch elektrische und/oder
magnetische Felder Uber einen langeren Zeitraum eingeschlossen werden. Eine
herkdmmliche lonenfalle besteht aus einer zentralen Ringelektrode, an die eine
veranderbare Hochspannung angelegt ist und zwei geerdeten Abschirmelektroden.
lonen mit geeignetem Masse-Ladungs-Verhéltnis kreisen auf stabilen Umlaufbahnen
in der ,Falle®, die anderen prallen auf die Wande der Ringelektrode. Wird die
Elektrodenspannung kontinuierlich verandert, werden die eingefangenen lonen
destabilisiert und verlassen das Innere der Ringelektrode in Richtung Detektor und
man erhalt ein Massenspektrum. Wird die Elektrodenspannung erhéht, werden die
schweren lonen stabilisiert und die leichteren destabilisiert. Man kann auch lonen mit
bestimmten m/z-Werten in der Falle gefangen halten und sie durch Stof3aktivierung
fragmentieren, eine Technik, die in der Tandem-MS oft verwendet wird.

a Quadnupoie
HIHIE lon trap ngroda
LI AR elect
| I |.| I
lon
snur-:,e Detectcr
1 %
e &L =)
Enccap Endcag
elecirooa sleciroda

Abbildung 28: Schematische Darstellung einer lonenfalle [92]
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4.4.3 Detektor

Der Detektor wandelt die lonenstrome in ein auswertbares Signal um. Zu Beginn
wurden Photoplatten verwendet, auf denen die unterschiedlich abgelenkten lonen
einschlagen, dabei die Platte schwéarzen und so ein Linienspektrum liefern.

Eine weitere Mdoglichkeit zur Registrierung der lonenstréme stellen Faraday-
Becher(/-Topfe) dar. Die auftreffenden lonen werden entladen, die Intensitaten der
dabei entstehenden Stréme sind der Menge der lonen proportional. Es kdnnen
mehrere Topfe nebeneinander verwendet werden, die jeweils eine lonensorte mit
bestimmtem Ablenkradius registrieren. Diese Methode eignet sich gut, wenn nur
wenige lonenarten detektiert werden sollen. Oder ein Topf wird hinter einem
Kollektorspalt platziert, durch den nur lonen mit einem bestimmten Ablenkradius
durchtreten kdnnen.

Faraday-Becher wurden weitgehend von Sekundarelektronenvervielfachern
(SEV), die eine bessere Empfindlichkeit und eine kirzere Ansprechzeit haben,
verdrangt. Beim SEV steht jede nachfolgende Dynode unter hoherer Spannung. Ein
auftreffendes lon schlagt aus der ersten Dynode Elektronen heraus, die zur zweiten
Dynode hin beschleunigt werden und dort wieder Elektronen herausschlagen, usw.
sodass eine Elektronenlawine entsteht. Wenn das Analysatorsystem energiereiche
lonen produziert, kann der SEV direkt hinter dem Austrittsspalt angeordnet werden.
Bei Trennsystemen wie dem Quadrupol, die lonen mit niedrigen kinetischen Energien
erzeugen, muss der lonenstrahl vorher auf mehrere keV beschleunigt werden.

In seltenen Fallen werden zur Registrierung auch Szintillationsdetektoren,

Mikrokanalplatten, Daly-Detektoren oder Channeltrons verwendet.
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5 MATERIAL und METHODEN

5.1 Verwendete Chemikalien und Gebrauchsmaterialien

Acacetin, 2 97,0% (HPLC), Fluka

Acetonitril, HiPerSolv Chromanorm for HPLC — Gradient Grade, VWR
Amberlite XAD-2, Supelco

Ammoniaklésung 25%, AmalaR Normapur, VWR

Apigenin, = 95,0% (HPLC), Fluka

Bidestilliertes Wasser

Chrysin, Fluka

Diatomaceous Earth, ASE Prep DE, Dionex

Diethylether, (stabilisiert) zur Synthese, Merck

Essigsaure, Rotipuran 100% p.a., Roth

Essigsaureethylester, Rotisolv for HPLC, Roth

Ethanol, absolut, zur Analyse, Australco

Galangin, Aldrich

Hesperetin, = 95,0% (HPLC), Fluka

Isorhamnetin, = 95,0% (HPLC), Fluka

Kaliumdihydrogenphosphat, p.a., Merck

Kampferol, = 96% (HPLC), Fluka

Luteolin, = 99,0% (TLC), Fluka

Methanol, HiPerSolv Chromanorm for HPLC — Gradient Grade, VWR
Myricetin, = 96,0% (HPLC), Fluka

Naringenin, 98%, Sigma

Natriumhydroxid-Platzchen zur Analyse, Merck

Natriumsulfat, wasserfrei, p.a., Merck

ortho-Phosphorsaure 85%, p.a., Merck

Pinocembrin, Sigma

Polyamid fur die Sdulenchromatographie, Roth

Quercetindihydrat, = 99,0% (HPLC), Fluka

Salzsaure, rauchend 37%, p.a., Merck

Stickstoff, verdichtet, Standardqualitat (technisch), Air Liquide Austria GmbH
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ASE-Filter, 30 mm Cellulose, Whatman, Dionex

Injektionsspritzen, B/Braun Inject 3 ml

Membranfilter, Sartolon 47 mm, 0,45 ym Polyamid, Sartorius Stedim
Spritzenfilter, 4 mm HPLC Syringe Filters, PTFE, 0,45 ym

Watte, ebelin cosmetic & more
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Herstellung der Losungen

5.1.1 Losungen fir die HPLC-CEAD

Flavonoidstandard-Losungen

Flavonoidstandard-Mischung

1 M NaOH

0,2 M Phosphatpuffer

20 mM Phosphatpuffer

Je 4 mg der zu untersuchenden Flavonoide wurden
in 10 mL Methanol im Ultraschallbad geldst und die
Losungen in einem lichtundurchlassigen Gefal3
verschlossen im Kdihischrank bei +4 bis +6T
aufbewabhrt.

Je 50 pL der 400 mg/L Urstandardlésung wurden in
einen 20 mL Messkolben pipettiert und mit
Methanol aufgeftllt. Diese 1 mg/L Mischung wurde

1 mal pro Woche frisch hergestellt.

Es wurden 4 g NaOH-Platzchen in bidestilliertem
Wasser gelost und nach dem Abkuhlen auf RT auf

100 mL mit bidestilliertem Wasser aufgefiillt.

27,218 g Kaliumdihydrogenphosphat wurden in
bidestilliertem Wasser gelost, mit 2 mL ortho-
Phosphorsaure 85% (zur Verbesserung der
Haltbarkeit) versetzt und auf 1 L mit bidestilliertem

Wasser aufgefillt.
Es wurden 0,2 M KH,PO,-Puffer mit bidestilliertem

Wasser 1:9 verdinnt. Dieser Puffer wurde immer

frisch hergestellt.
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5.1.1.1 Laufmittelgemische:

Isokratische Elutionsmittel:

0,5% HAc in ACN/MeOH/H,0O
(5/20/75, viviv)

MeOH/Puffer (50/50, v/v)

Gradientensystem 1:

0,5% HAc in H>,O

2,5 mL Essigsaure (HAc) wurden in einem 500 mL
Messkolben mit 25 mL Acetonitrii und 100 mL
Methanol versetzt, bidest. Wasser bis knapp unter
die Markierung zugegeben, mit 1 M NaOH auf pH 3
gebracht und mit bidest. Wasser aufgefiillt. Dann
wurde das Laufmittel durch einen Membranfilter der
PorengréRe 0,45 pm filtriert und mind. 30 min im

Ultraschallbad entgast.

In einem 500 mL Messkolben wurden zu 250 mL
Methanol 20 mM Phosphatpuffer bis knapp unter
die Markierung zugegeben, mit ortho-Phosphor-
saure der pH-Wert auf 3,2 eingestellt und mit Puffer
aufgefullt. Das Laufmittel wurde durch einen
Membranfilter der Porengrdf3e 0,45 pm filtriert und

mind. 30 min im Ultraschallbad entgast.

2,5 mL Essigsaure (HAc) wurden in einem 500 mL
Messkolben mit bidest. Wasser, bis knapp unter die
Markierung versetzt, mit 1 M NaOH auf pH 3
gebracht und mit bidestilliertem Wasser aufgefillt.
Dann wurde das Laufmittel durch einen
Membranfilter der Porengrél3e 0,45 pm filtriert und

mindestens 30 min im Ultraschallbad entgast.
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0,5% HAc in MeOH

Gradientensystem 2:

0,5% HAc in MeOH/ H,0O
(20/80, viv)

0,5% HAc in MeOH/ H,0O
(80/20, viv)

2,5 mL Essigsaure (HAc) wurden in einem 500 mL
Messkolben mit Methanol bis knapp unter die
Markierung versetzt, zur Pufferung 100 pL 1 M
NaOH zugefugt (pH 3,73) und mit Methanol
aufgefullt. Dann wurde das Laufmittel durch einen
Membranfilter der Porengrél3e 0,45 pm filtriert und
mindestens 30 min im Ultraschallbad entgast.

2,5 mL Essigsaure (HAc) wurden in einem 500 mL
Messkolben mit 100 mL Methanol versetzt, bidest.
Wasser bis knapp unter die Markierung zugegeben,
mit 1 M NaOH auf pH 3 gebracht und mit
bidestilliertem Wasser aufgefillt. Dann wurde das
Laufmittel durch einen Filter der Porengréf3e 0,45
pm filtriert und mindestens 30 min im Ultraschallbad
entgast.

2,5 mL Essigsaure (HAc) wurden in einem 500 mL
Messkolben mit 400 mL Methanol versetzt, bidest.
Wasser bis knapp unter die Markierung zugegeben,
zur Pufferung 100 puL 1 M NaOH zugefugt (pH 3,54)
und mit bidestilliertem Wasser aufgefillt. Dann
wurde das Laufmittel durch einen Membranfilter der
PorengrofRe 0,45 pm filtriert und mindestens 30 min
im Ultraschallbad entgast.
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Gradientensystem 3:

MeOH/Puffer (20/80, v/v)

MeOH/Puffer (80/20, v/v)

Gradientensystem 4:

ACN/Puffer (20/80, viv)

ACN/Puffer (80/20, viv)

In einem 500 mL Messkolben wurden zu 100 mL
Methanol 20 mM Phosphatpuffer bis knapp unter
die Markierung zugegeben, mit ortho-Phosphor-
saure der pH-Wert auf 3,2 eingestellt und mit Puffer
aufgefullt. Das Laufmittel wurde durch einen
Membranfilter der Porengréf3e 0,45 pm filtriert und
mind. 30 min im Ultraschallbad entgast.

In einem 500 mL Messkolben wurden zu 400 mL
Methanol 20 mM Phosphatpuffer bis knapp unter
die Markierung zugegeben, mit ortho-Phosphor-
saure der pH-Wert auf 3,2 eingestellt und mit Puffer
aufgefillt. Das Laufmittel wurde durch einen
Membranfilter der Porengrél3e 0,45 pm filtriert und

mind. 30 min im Ultraschallbad entgast.

In einem 500 mL Messkolben wurden zu 100 mL
Acetonitril 20 mM Phosphatpuffer bis knapp unter
die Markierung zugegeben, mit ortho-Phosphor-
saure der pH-Wert auf 3,2 eingestellt und mit Puffer
aufgefullt. Das Laufmittel wurde durch einen
Membranfilter der Porengrél3e 0,45 pm filtriert und
mind. 30 min im Ultraschallbad entgast.

In einem 500 mL Messkolben wurden zu 400 mL
Acetonitril 20 mM Phosphatpuffer bis knapp unter
die Markierung zugegeben, mit ortho-Phosphor-
saure der pH-Wert auf 3,2 eingestellt und mit Puffer
aufgefullt. Das Laufmittel wurde durch einen
Membranfilter der Porengrdf3e 0,45 pm filtriert und

mind. 30 min im Ultraschallbad entgast.
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5.1.2 Loésungen fir die Extraktion

Angesauertes Wasser

Bidestilliertes Wasser mit konz. Salzsdure auf pH 2
gebracht.

5.1.2.1 Methode 1: ASE-Extraktion

Extraktionsmittel

100% Essigsaureethylester

100 % Methanol
Essigsaureethylester/Methanol (70/30, v/v)
Methanol/Wasser (50/50, v/v)
Methanol/Wasser (80/20, v/v)
Ethanol/Wasser (80/20, v/v)

5.1.2.2 Methode 2: Extraktion mit Polyamid

Saulenmaterial

Elutionsmittel:

0,25% NHs3 in Methanol

0,5% NHs in Methanol

2% NHs in Methanol

Das trockene Material wurde in Methanol/angesauertem
(Essigsaure) Wasser (50/50, v/v) aufgeschlammt und

Uber Nacht stehen gelassen.

5 mL Ammoniaklésung (25%) mit Methanol auf 500 mL
aufgefullt

10 mL Ammoniaklésung (25%) mit Methanol auf 500 mL
aufgefullt.

40 mL Ammoniaklésung mit (25%) Methanol auf 500 mL
aufgefullt.
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5.1.2.3 Methode 3: Extraktion tiber Amberlite XAD-2- Harz

Saulenmaterial

Das trockene Harz wurde mit Methanol versetzt, bis das
Losungsmittel 2-2,5 cm Uberstand, danach wurde die
Mischung etwa 1 min mit dem Magnetrihrer gerihrt und
anschlieRend 15 min stehen gelassen. Dann wurde das
Methanol so gut wie mdglich abdekantiert, durch
bidestilliertes Wasser ersetzt, wieder kurz durchgeruhrt
und 10 min stehen gelassen. Danach wurde das Wasser
abdekantiert und durch angesduertes Wasser ersetzt,
wieder durchgerthrt und vor dem Verwenden des Harzes

mindestens 10 min stehen gelassen.

5.1.3 Losungen fiur die HPLC-MS

0,5% HAc in MeOH/ H,O
(20/80, viv)

0,5% HAc in MeOH/ H,O
(80/20, viv)

2,5 mL Essigsaure (HAc) wurden in einem 500 mL
Messkolben mit 100 mL Methanol versetzt, bidest.
Wasser bis knapp unter die Markierung zugegeben,
mit 1 M NaOH auf pH 3 gebracht und mit
bidestilliertem Wasser aufgefillt.

2,5 mL Essigsaure (HAc) wurden in einem 500 mL
Messkolben mit 400 mL Methanol versetzt, bidest.
Wasser bis knapp unter die Markierung zugegeben

und mit bidestilliertem Wasser aufgefullt (pH 3,21).
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5.2 Liste der Honigproben

Honig Farbe Konsistenz  Jahr Herkunft / Vertrieb
Osterreich / Imkerei Melissai, Markt
Ahorn goldgelb Creme (fest) | 2008 o
Piesting
. goldgelb, ] Osterreich / Burgenlandische
Akazie sehr flissig | 2006 o
klar Naturheilmittel, Bruckneudorf
. ] Italien / Allos, Walter Lang GmbH
BioOrange elfenbein Creme 2006
Imkerhof, Deutschland
) Osterreich / Imkerei Melissai, Markt
Buchweizen goldbraun Creme 2006 o
Piesting
) Osterreich / Imkerei Melissai, Markt
Himbeere gelb Creme 2008 o
Piesting
Kirsche rotbraun, ) Region Romagna / Apicoltura Brusi,
. o flussig 2007 ) .
.Miele di ciliegio* klar Cervia, Italien
] Osterreich / Franz Ramler,
Kurbis gelb Creme 2006 )
Prinzersdorf
goldbraun, ) ]
Lavendel wwiib flussig 2007 Kroatien / Med Lavand
r
Léwenzahn Region Romagna / Apicoltura Brusi,
) ) dunkelgelb Creme 2007 ) _
.Miele di tarassaco* Cervia, Italien
Melone Region Romagna / Apicoltura Brusi,
) ) hellgelb Creme 2007 ) _
“Miele di melone” Cervia, Italien
Cavallaro srl, Zafferana Etnea,
Orange o
) ) ) gelb Creme 2007 Sizilien/ Auchan SpA, Rozzano,
.Miele fior d"arancio” ]
Italien
) rotbraun, ] Osterreich / Burgenlandische
Phacelia sehr flissig | 2006 o
klar Naturheilmittel, Bruckneudorf
Pinie braun, triib flissig 2007 Griechenland / Honig Kalloni
Mecklenburg-Vorpommern,
Raps dunkelgelb Creme 2007
Deutschland
Rhododendron zart gelb, Region Alta Montagna / Apicoltura
Creme 2007
.Miele di rododendro” fast weil3 Brusi, Cervia, Italien
Rosmarin Region Sud ltalia / Apicoltura Brusi,
_ ) ) dunkelgelb Creme 2007 ) _
.Miele di rosmarino* Cervia, Italien
Salbei braun flussig Kroatien
Thymian braun flussig Kreta, Griechenland
Zitrone Cavallaro srl, Zafferana Etnea,
) o goldgelb Creme 2007 o ]
.Miele fior di limone" Sizilien/Auchan SpA, Rozzano, Italien
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5.3 Verwendete Gerate

5.3.1 Allgemeine Laborausriistung

Analysenwaage: Mettler AT 400

Mikrowaage: Sartorius Mikro M 3P

Pipetten: Gilson Pipetman 200 pl, 1000 pl
VWR 250 pL

Glassaulen 200 x 10 mm

Ultraschallbad: Sonorex Super RK103H, Bandelin

pH-Meter: Metrohm 691

Magnetruhrer: Ikamag Reo

Rotavapor: R-114, Buchi

Wasserbad: B-480, Buchi

ASE 100, Accelerated Solvent Extractor, Dionex

5.3.2 HPLC-CEAD

L-6200 Intelligent Pump, Merck Hitachi
AS-2000A Autosampler, Merck Hitachi
Vorsaule: Phenomenex C18 (ODS, Octadecyl), 4 mm L x 3,0 mm ID
Trennséule: Nucleodur Sphinx RP, EC 150 x 4,6 mm, 5 um, Macherey-Nagel
Saulenofen, Merck Hitachi
CoulArray-Detektor, Modell 5600

Arbeitselektrode: poréser Graphit

Referenzelektrode: Wasserstoff/Palladium

Hilfselektrode: Platin

Auswertesoftware: CoulArrayWin, ESA
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5.3.3 HPLC-MS

Agilent 1100 series HPLC-System (Agilent Technology, Paolo Alto, CA, USA)
G1322A mobile Phase Vakuum Entgaser
G1312A binare Pumpe
G1313A Autosampler
HCT-plus lonenfallen-Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
Elektrospray lonisation (ESI)
Stickstoffversorgung: Dominick Hunter — Nitrox — UHPLCMS 18 Kartuschen
Auswertesoftware: HyStar 3.1

Programm: Data Analysis Version 3.3 (Bruker Daltonics)
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5.4 Entwicklung einer Methode zur Trennung und Dete  ktion von
Standardsubstanzen mittels HPLC-CEAD

Flavonoide sind elektrochemisch aktiv und eignen sich daher zur Detektion
mittels eines elektrochemischen Elektroden-Array-Detektors.
Fur alle HPLC-CEAD-Untersuchungen wurden die in Kapitel 5.3.2 aufgelisteten

Gerate verwendet.

5.4.1 Isokratische Elution

Zur chromatographischen Trennung wurde von dem von Ferreres et al. [49]
verwendeten Losungsmittelsystem ausgegangen. In der vorliegenden Arbeit wurde
mit einem coulometrischen Elektroden-Array-Detektor gearbeitet und deshalb die
mobilen Phasen (siehe Tabelle 4) mit 1 M Natronlauge auf pH 3,5 eingestellt.

Es wurden verschiedene Laufmittelgemische (siehe Abschnitt 5.1.1.1 und
Tabelle 4) hergestellt. Jeweils 15 pL der 1 mg/L Standardldsung wurden in das
HPLC-System injiziert, mit dem jeweiligen Laufmittelgemisch bei 20T eluiert und bei
den Potentialen +100, +200, +300, +400, +500, +600, +700 und +800 mV mittels
CEAD detektiert. Die FlieRgeschwindigkeit betrug 1 mL/min, die Laufzeit 1 Stunde.

Tabelle 4: Zusammensetzung verschiedener Laufmittelgemische zur Ermittlung eines geeigneten

Elutionsmittels

Laufmittel A Laufmittel B A B
0,5% HAc in H,O 0,5% HAc in MeOH 50% 50%
0,5% HAc in MeOH/H,0 (20/80, viv) | 0,5% HAc in MeOH/ H,O (80/20, v/v) 50% 50%

0,5% HAc in ACN/MeOH/H,0
(5/20/75, viviv)

100%

MeOH/Puffer (50/50, v/v) 100%
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5.4.2 Gradientenelution

Der in der Literatur [49] verwendete Gradient konnte nicht tGbernommen
werden, weil in der vorliegenden Arbeit eine andere Saule (Nucleodur Sphinx RP, EC
150 x 4,6 mm, 5 um, Macherey-Nagel) verwendet wurde.

Verschiedene Elutionsmittel und Gradienten wurden verwendet, um die
Flavonoide zu trennen. Bei den folgenden Methoden wurde auf eine Flussrate von

1 mL/min bei 20 eingestellt.

A) Elutionsmittel Methanol/Phosphatpuffer

Die Zusammensetzung der verwendeten Laufmittel ist in Tabelle 5 dargestellt:

Tabelle 5: Elutionsmittel zur Entwicklung einer Gradientenmethode

Laufmittel A Methanol/Phosphatpuffer (20/80, v/v), pH 3,2

Laufmittel B Methanol/Phosphatpuffer (80/20, v/v), pH 3,2

a) Linearer Gradient

A B Zeit
100% 0% 0 min
0% 100% 40 min

b) Stufenférmiger Gradient

A B Zeit
80% 20% 0 min
60% 40% 30 min
60% 40% 55 min
40% 60% 65 min
35% 65% 75 min
35% 65% 85 min
80% 20% 90 min
80% 20% 110 min
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B) Elutionsmittel Acetonitril/Phosphatpuffer

Die Zusammensetzung der verwendeten Laufmittel ist in Tabelle 6 dargestellt:

Tabelle 6: Elutionsmittel zur Entwicklung einer alternativen Gradientenmethode

Laufmittel A Acetonitril/Phosphatpuffer (20/80, v/v), pH 3,2

Laufmittel B Acetonitril/Phosphatpuffer (80/20, v/v), pH 3,2

5.4.3 Stom-Spannungskurven

Zur Aufnahme der Strom-Spannungskurven der Standardsubstanzen wurden
15 pL einer Standardmischung der Konzentration 1 mg/L in das HPLC-System
injiziert und bei den Potentialen +300, +400, +500, +650, +750 und +800 mV
gemessen. Die Stromflisse wurden gegen die jeweiligen Potentiale aufgetragen und

durch Verbinden der Messpunkte die Strom-Spannungskurve erhalten.

5.4.4 Eichgeraden, Bestimmung der Nachweis- und der

Bestimmungsgrenzen

Es wurden Flavonoidstandard-Mischungen im Konzentrationsbereich von 0,01
bis 2 mg/L mittels HPLC aufgetrennt und im CEAD bei den Potentialen von +300,
+400, +500, +650, +750 und +800 mV detektiert.

Die Nachweisgrenze wurde bei einem Signal-Rausch-Verhaltnis von drei
ermittelt. Dazu wurde im jeweiligen Bereich des Flavonoidpeaks und dem zur
Auswertung verwendeten Kanal (siehe Tabelle 7) das Rauschen bestimmt und das
dreifache Rauschsignal in die entsprechende Kalibriergerade eingesetzt und die
Flavonidkonzentration berechnet.

Fur die Ermittlung der Bestimmungsgrenze wurde die zehnfache Hohe des
Rauschsignals verwendet und analog zur Nachweisgrenze mittels entsprechender

Kalibrierfunktion berechnet.
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Tabelle 7: Zur Auswertung verwendeter Detektionskanal

Flavonoid Myr Qu Nar Lut Hes Ka Irh Gal

Kanal (mV) +300 +300 +800 +300 +500 +300 +300 +400

5.4.5 Linearer Bereich

Flavonoidstandard-Mischungen im Konzentrationsbereich von 0,01 mg/L bis
20 mg/L wurde mittels HPLC-CEAD gemessen. Die erhaltenen Peakhdhen wurden in
die jeweilige Eichgerade eingesetzt und die Abweichung der errechneten

Konzentration von der ins HPLC-System injizierten bestimmt.

5.4.6 Bestimmung der Reproduzierbarkeit

Die Intraday- sowie die Interday-Reproduzierbarkeit wurden fir jedes
Flavonoid in dessen optimalem Detektionskanal (siehe Tabelle 7) ermittelt.

Fur die Ermittlung der Intraday-Reproduzierbarkeit wurde eine 1 mg/L
Flavonoidstandard-Mischung funf Mal hintereinander injiziert (Injektionsvolumen
15 pL) und die Signale der einzelnen Flavonoide ermittelt. Daraus wurden der
Mittelwert, die Standardabweichung und die relative Standardabweichung des
Signals berechnet.

Fur die Bestimmung der Interday-Reproduzierbarkeit wurde die 1 mg/L
Flavonoidstandard-Mischung (Injektionsvolumen 15 pL) an finf unabhéngigen Tagen
gemessen und Mittelwert, Standardabweichung und relative Standardabweichung

des Signals eines jeden Flavonoids berechnet.
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5.5 Entwicklung einer Extraktionsmethode

5.5.1 Extraktion mittels ASE

Um die Flavonoide moglichst schnell und mit geringem Arbeitsaufwand aus
Honig zu extrahieren, wurde versucht, eine Extraktionsmethode mittels ASE zu
entwickeln.

Die zur Methodenentwicklung der ASE-Extraktion notwendigen HPLC-
Analysen wurden mit der in Kapitel 5.6.1 dargestellten HPLC-CEAD-Methode

ausgefihrt.

5.5.1.1 Probenvorbereitung

Es wurden 5 g Honig mit 10 g Diatomeenerde homogenisiert und in eine
34 mL ASE-Zelle eingebracht. Die Zelle wurde verschlossen und in die Apparatur

eingespannt.

5.5.1.2 Suche nach einem geeigneten Extraktionsmitt el und der geeigneten
Extraktionstemperatur

Um die Flavonoide aus Honig zu extrahieren, wurden verschiedene Losungs-
mittel getestet. Alle Optimierungsversuche wurden mit demselben Orangenhonig im
Dreifachansatz durchgefuhrt. Die Ausbeute der Methoden mit Essigsaureethylester
bzw. Ethanol/Wasser (80/20, v/v) als Extraktionsmittel wurden mittels
Standardaddition ermittelt. Die Veranderung der Ausbeute durch Andern der
Extraktionsbedingungen wurde auf das Ergebnis der Extraktion mit Ethanol/\Wasser
(80/20, viv) bezogen.

Die Extraktionen wurden mit 100% Essigsaureethylester, 100% Methanol,
Essigsaureethylester/Methanol (70/30, v/v), Methanol/Wasser (50/50, V/v),
Methanol/Wasser (80/20, v/v) und Ethanol/Wasser (80/20, v/v) durchgefiihrt. Es

wurden die in Tabelle 8 zusammengefassten Extraktionsparameter verwendet.
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Tabelle 8: ASE-Parameter

Temperatur 100C
Zyklusdauer 5 min
Zyklenzahl 2
Spilvolumen 50%
Spildauer mit Stickstoff 90 sec

Weiters wurde mit Methanol auch bei 60C, 80C und 120C und mit

Esigsaureethylester/Methanol (70:30, v/v) auch bei 40C, 60C, 80C und 120C
extrahiert.

5.5.1.3 Weiterverarbeitung der Extrakte

Die erhaltenen Extrakte wurden in einen 250 mL Spitzkolben transferiert und
die ASE-Sammelflasche mit dem jeweils verwendeten Extraktionsmittel nachgespult
und die Losung dem ersten Extrakt hinzugefugt.

5.5.1.3.1 Extrakte mit wasserfreiem Extraktionsmitt el

Der Extrakt wurde am Rotavapor bei einer Badtemperatur von 40C bis zur
Trockene abgedampft. Der Rickstand wurde in 1 mL Methanol im Ultraschallbad
geldst. Dann wurde 1 mL 20 mM Phosphatpuffer zugegeben und nochmals 5 min
beschallt. Die Losung wurde mit einer Spritze aufgezogen und uber einen
Spritzenfilter abfiltriert. 1 mL der filtrierten Lésung wurde zur HPLC-CEAD-Analyse in
ein HPLC-Vial transferiert.

5.5.1.3.2 Extrakte mit Wasser im Extraktionsmittel

Dem Extrakt wurde am Rotavapor bei einer Badtemperatur von 40C das
organische LoOsungsmittel entzogen. Die zurtickgebliebene Wasserphase wurde
unter Nachspulen mit bidest. Wasser in einen Scheidetrichter Gberfuhrt und 3 mal mit
20 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden 2 Stunden uber
Na,SO, getrocknet. Das Trocknungsmittel wurde abfiltriert und das Filtrat in einem
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250 mL Kolben am Rotavapor zur Trockene gebracht. Der Rickstand wurde in 1 mL
Methanol im Ultraschallbad gelost. Dann wurde 1 mL 20 mM Phosphatpuffer
zugegeben und nochmals 5 min beschallt. Die Lésung wurde mit einer Spritze
aufgezogen und Uber einen Spritzenfilter abfiltriert. 1 mL der filtrierten L6sung wurde
zur HPLC-CEAD-Analyse in ein HPLC-Vial transferiert.

5.5.1.4 Ermittlung der Extraktionsausbeute

Um die Wiederfindung der Flavonoide zu bestimmen, wurde eine
Standardaddition durchgefuhrt, mit den ,Spike-levels” von 0%, 50%, 100% und 150%
der mittels der Kalibriergerade errechneten Flavonoidkonzentrationen (siehe
Abschnitt 5.6.2).

5.5.2 Extraktion mittels Polyamid

Das in verdunnter Essigsadure aufgeschlammte S&ulenmaterial wurde in
Glassaulen gefullt und vor dem Auftragen der Probe erst mit 25 mL des jeweiligen
Elutionsmittels, dann mit 25 mL angesduertem Wasser konditioniert.

Die zur Methodenentwicklung der Extraktion notwendigen HPLC-Analysen
wurden mit der in Kapitel 5.6.1 dargestellten HPLC-CEAD-Methode ausgefuhrt.

5.5.2.1 Extraktion von Honigproben

Es wurden 5 g Honig in 25 mL angesauertem Wasser (pH 2 mit HCI) 15 min
im Ultraschallbad gel6st. Die Lésung wurde auf den Saulenkopf aufgebracht und mit
50 mL angesduertem Wasser gewaschen. Die phenolischen Verbindungen wurden
anschlieRend mit 50 mL Methanol mit etwa 1 Tropfen pro min in einen 250 mL

Spitzkolben eluiert.
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5.5.2.2 Weiterverarbeitung der Extrakte

Der Extrakt wurde am Rotavapor bei einer Badtemperatur von 40C bis zur
Trockene abgedampft. Der Rickstand wurde in 1 mL Methanol im Ultraschallbad
gelost. Dann wurde 1 mL 20 mM Phosphatpuffer zugegeben und nochmals 5 min
beschallt. Die Losung wurde mit einer Spritze aufgezogen und uber einen
Spritzenfilter filtriert. 1 mL der filtrierten Lésung wurde zur HPLC-CEAD-Analyse in
ein HPLC-Vial transferiert.

5.5.2.3 Ermittlung der Extraktionsausbeute

Um die Wiederfindung der Flavonoide zu bestimmen, wurde eine
Standardaddition durchgefuhrt, mit den ,Spike-levels” von 0%, 50%, 100% und 150%
der mittels der Kalibriergerade errechneten Flavonoidkonzentrationen (siehe
Abschnitt 5.6.2).

5.5.2.4 Extraktion einer Flavonoidstandard-Mischung

Die meisten Flavonoide des Honigs konnten gar nicht oder nur in sehr
geringen Mengen wieder gefunden werden. Deshalb wurde die Extraktion mit
Standardsubstanzen durchgefiihrt und dabei verschiedene Elutionsmittel getestet.

1 mL einer Mischung aus allen Standardsubstanzen mit einer Konzentration
von 2 mg/L wurde auf die Saule aufgebracht. Die Elution der phenolischen Fraktion
wurde mit 100% Methanol, 0,25% NHs; in Methanol, 0,5% NH3 in Methanol und 2%
NH;3 in Methanol durchgefuhrt.

Elution und Weiterverarbeitung wurden, wie in Kapitel 5.5.2.1/2 beschrieben,

durchgefihrt.
Durch den Vergleich mit der unbehandelten Standardmischung, die ebenfalls

mit HPLC-CEAD gemessen wurde, wurde die Wiederfindung der Flavonoide

untersucht.
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5.5.2.4.1 Methoden zur Entfernung des Losungsmittel s

Es wurde angenommen, dass das Milieu beim Abrotieren zu alkalisch wird,
und daher die Flavonoide zerstort werden. Darum wurde eine Standardmischung in
100% Methanol, 0,25 % Ammoniak in Methanol bzw. 0,5% Ammoniak in Methanol
aufgenommen und dann wie in Kapitel 5.5.2.2 verfahren.

Es wurde versucht, den Ammoniak durch Zugabe von Essigsaure bis zu
einem pH-Wert von 6,5 zu neutralisieren und dann wieder wie in Kapitel 5.5.2.2 zu
verfahren.

Weiters wurde das Losungsmittel (0,5% NH3 in Methanol) durch Ausblasen mit
Stickstoff entfernt.

5.5.3 Extraktion mittels Amberlite XAD-2-Harz

5.5.3.1 Extraktion

Es wurden 5 g Honig in 25 mL angesauertem Wasser (pH 2 mit HCI) durch
15 min Rihren mit einem Magnetrihrer gelost. Die Lésung wurde Uber Watte zu
etwa 10 g konditioniertem Amberlite XAD-2-Harz filtriert, die Mischung wurde 30 min
geruhrt und anschlieend in Glassaulen gefillt. Die Homogenisierung der
Honigprobe mit Wasser mit saurem pH-Wert fuhrt zu einer Hydrolyse eventuell
vorhandener Flavonoidglykoside, die weniger polaren Aglykone werden besser an
das Harz adsorbiert [51]. Die Saulen wurden mit 40 mL angesduertem Wasser und
60 mL bidest. Wasser gewaschen, um Zucker und andere polare Substanzen zu
entfernen. Dann wurden die phenolischen Verbindungen mit 50 mL Methanol in
einen 250 mL Spitzkolben eluiert (nach [49]).
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5.5.3.2 Weiterverarbeitung der Extrakte

Das Eluat wurde am Rotavapor bei einer Badtemperatur von 40C zur
Trockene eingedampft, der Ruckstand im Ultraschallbad in 5 mL bidest. Wasser
aufgenommen und in einen Scheidetrichter Gberfuhrt. Die Wasserphase wurde 3 mal
mit 5 mL Diethylether extrahiert, die vereinigten Etherphasen Uber Na,SO, eine
Stunde getrocknet und anschlieBend im Rotavapor bei 40C zur Trockene gebracht.
Der Rickstand wurde in 1 mL Methanol im Ultraschallbad gel6st. Dann wurde 1 mL
20 mM Phosphatpuffer zugegeben und nochmals 5 min beschallt. Die L6sung wurde
mit einer Spritze aufgezogen und Uber einen Spritzenfilter filtriert. 1 mL der filtrierten

Lésung wurde zur HPLC-CEAD-Analyse in ein HPLC-Vial transferiert.

5.5.3.3 Ermittlung der Extraktionsausbeute

Die Wiederfindung der Flavonoide wurde mittels einer Standardaddition
bestimmt, wobei 0%, 50%, 100% und 150% der Uber die Kalibrierfunktion

errechneten Flavonoidkonzentrationen zugesetzt wurden (siehe Abschnitt 5.6.2).

97



5.6 Entwicklung einer Methode zur Trennung und Dete  ktion von
Flavonoiden in Honig mittels HPLC-CEAD

5.6.1 Anpassung der Gradientenelution

Die Gradientenmethode, die fur die Auftrennung der Standardsubstanzen
entwickelt wurde, konnte das komplexe Spektrum an den Substanzen in den
Honigproben nicht hinreichend auftrennen. Daher musste fur die Realproben ein
neuer Gradient entwickelt werden. Die experimentellen Parameter sind untenstehend

zusammengefasst:

A B Zeit
100% 0% 0 min
60% 40% 40 min
60% 40% 65 min
30% 70% 70 min
30% 70% 85 min
20% 80% 100 min
100% 0% 102 min
100% 0% 120 min

Laufmittel A: Methanol/Phosphatpuffer (20/80, v/v), pH 3,2
Laufmittel B: Methanol/Phosphatpuffer (80/20, v/v), pH 3,2
Flussrate: 1 mL/min

Séaulentemperatur: 20C

Injektionsvolumen: 15 pL

Potentiale: +300, +400, +500, +650, +750, +800, +200", +100' mV

5.6.2 Wiederfindung mittels Standardaddition

Die Ausbeute wurde mittels Standardaddition bestimmt. Dazu wurde zuerst die

Honigprobe extrahiert, mittels HPLC-CEAD vermessen und die Konzentrationen der

! Diese Potentiale wurden ausgewahlt, weil die letzten Zellen sehr hohe Grundstrome zeigten
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Flavonoide Uber Eichgeraden errechnet. Es wurde eine Flavonoidstandard-Mischung
hergestellt, die die errechneten Flavonoidkonzentrationen in 1 mL enthalt. Von dieser
Standardmischung wurden den Honigproben 0,5 mL (50 %), 1 mL (100 %) bzw.
1,5 mL (150%) zugesetzt. Die drei gespikten Honigproben wurden ebenso wie eine
ungespikte Probe aufgearbeitet und mittels HPLC-CEAD analysiert. In einem
Diagramm wurde die Peakhthe gegen die zugesetzte Konzentration der Flavonoide
aufgetragen und eine Regressionsgerade durch die Messpunkte gelegt. Durch
Vergleich der Steigung der Standardadditionsgerade mit einer ebenfalls gemessenen

Kalibrierfunktion wurde die Ausbeute bestimmt.

5.6.2.1 Einfluss der Konsistenz auf die Wiederfindu  ng

Um den Einfluss der unterschiedlichen Konsistenz der Honige auf die Ausbeute
zu untersuchen, wurde bei einem flissigen Honig (Salbei) und einem Honig von
cremiger Konsistenz (BioOrange) jeweils funf Mal eine Standardaddition durchgefihrt

und Mittelwert, absolute und relative Standardabweichung bestimmit.

5.6.3 Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenzen der Flavonoide in Honigproben wurden Uber das
dreifache Rauschen der Basislinie ermittelt. Dazu wurde im jeweiligen zur
Auswertung verwendeten Kanal (siehe Abschnitt 5.4.4, Tabelle 7) im Bereich des
jeweiligen Flavonoidpeaks in einer Bio-Orangenhonigprobe das Rauschen bestimmt
und die dreifache Rauschsignal tber die Kalibrierfunktion (Abbildung 31) in die
Konzentration an Flavonoid umgerechnet.

Die Bestimmungsgrenze wurde durch das Einsetzen der zehnfachen Hohe des
Rauschens in die Kalibrierfunktion errechnet.
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5.7 Qualitative Untersuchung der Honigproben mittel s HPLC-MS

Zur Absicherung der Ergebnisse wurden einige Honige zusatzlich qualitativ mit
HPLC-MS untersucht.

Es wurden dieselbe Saule (Nucleodur Sphinx RP, EC 150 x 4,6 mm, 5 um,
Macherey-Nagel) und die gleichen Parameter wie bei der HPLC-CEAD-Methode
verwendet (siehe Kapitel 5.6.1). Da die Salze eines Puffers die lonisation mittels ESI
storen, wurde auf Laufmittelgemische ohne Phosphatpuffer zurlckgegriffen
(Abschnitt 5.1.3). Bei der von mir verwendeten FlieRgeschwindigkeit von 1 mL/min
wurde zu viel Eluat in die lonisationsquelle gelangen, deshalb wurde nach der
Trennsaule ein T-Stlck eingefiigt, durch das etwa die Halfte des Eluats abgeleitet
wurde. Das genaue Volumen des in das MS gelangenden Eluats war nicht von
Bedeutung, da eine qualitative Analyse durchgefihrt wurde.

Die Detektion erfolgte mittels Massenspektrometer bei den in Tabelle 9
angefuhrten Parametern. Unter diesen Bedingungen entstehen hauptsachlich
Molekulionen, an Hand derer, und mit Hilfe der Retentionszeiten, die Flavonoide

identifiziert wurden.

Tabelle 9: MS-Parameter

positiver Modus | negativer Modus
Kapillarspannung -4,5 kV +4,5 kV
Druck des Zerstaubers 40 psi 40 psi
Gasflussrate 10 L/min 10 L/min
Gastemperatur 300C 300C
Skimmerpotential 55V -40V
Kapillarausgangspotential 200V -170vV
Trap Drive 38 38
Scan-Bereich 100 — 400 m/z 100 — 400 m/z

Zu Beginn wurde ein 1 mg/L Flavonoid-Standardgemisch einmal im positiven und

einmal im negativen Modus gemessen, um die besser geeignete Methode
herauszufinden. Da sich das Massenspektrometer nicht wie der elektrochemische
Detektor bei der Rickkehr auf die Anfangsbedingungen wieder aquilibrieren muss,

kann der Lauf nach 85 min beendet werden.
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Experimentelle Parameter:

Laufmittel A: 0,5% HAc in MeOH/H,0 (20/80, v/v)
Laufmittel B: 0,5% HAc in MeOH/H,0 (80/20, v/v)

Flussrate: 1 mL/min

Injektionsvolumen: 15 uL

Gradientenprogramm:

A

Zeit

80%

20%

0 min

60%

40%

30 min

60%

40%

55 min

40%

60%

65 min

35%

65%

75 min

35%

65%

85 min
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6 ERGEBNISSE

6.1 Entwicklung einer Methode zur Trennung und Dete  ktion von

Flavonoiden in Standardlésungen mittels HPLC-CEAD

6.1.1 Chromatographische Trennung

Mittels isokratischer Elution (siehe Kapitel 5.4.1) konnte keine ausreichende
Auftrennung der Standardsubstanzen erreicht werden, deshalb wurde nach einer
geeigneten Gradientenmethode gesucht. Ausgegangen wurde von einem linearen
Gradienten, damit die Lage der Substanzpeaks abgeschatzt werden konnte. Dann
wurde der Gradient so verandert, dass die Peaks moglichst gut in moglichst kurzer
Messzeit aufgetrennt wurden (Details siehe Kapitel 5.4.2).

In Abbildung 29 ist ein Chromatogramm einer mit der entwickelten Gradienten-

methode (siehe Abschnitt 6.1.6) aufgetrennten Flavonoid-Standardmischung

dargestellt.
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Abbildung 29: CEAD-Chromatogramm einer Flavonoid-Standardmischung aus Myricetin (Myr),
Quercetin (Qu), Naringenin (Nar), Luteolin (Lut), Hesperetin (Hes), Kampferol (K&), Isorhamnetin (Irh)

und Galangin (Gal). Die Konzentration der Flavonoide betrug je 1 mg/L.
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Um die Messzeit zu verkirzen und den Verbrauch an organischem
Losungsmittel zu verringern, wurde Methanol durch das starker eluierende Acetonitril
ersetzt.

Eine ausreichende Auftrennung der Standardsubstanzen konnte mit Acetonitril
als organische Komponente des Laufmittelgemisches nicht erreicht werden, daher
wurde die zuvor mit Methanol entwickelte Gradientenmethode zur weiteren Analyse
verwendet.

Die Basislinie stieg bei den hohen Potentialen (750 und 800 mV) bei hohen
Methanolkonzentrationen sehr stark an, deshalb konnten die Peaks von Apigenin,
Pinocembrin, Chrysin und Acacetin nicht quantitativ ausgewertet werden. Naringenin
konnte hingegen bei niedriger Methanolkonzentration bestimmt werden.

Isorhamnetin und Apigenin konnten nicht aufgetrennt werden, darum konnte

Apigenin nur in Abwesenheit von Isorhamnetin bestimmt werden

6.1.2 Coulometrische Elektroden-Array-Detektion

Bei einem coulometrischen Elektroden-Array-Detektor kann zusatzlich zur
Retentionszeit auch die Strom-Spannungskurve (Abbildung 30) zur ldentifizierung
einer Verbindung herangezogen werden.

Aus Abbildung 30 geht hervor, dass die Detektorantwort bei Myricetin,
Quercetin, Luteolin, Kampferol und Isorhamnetin bei +300 mV, bei Naringenin bei
+800 mV, bei Hesperetin bei +500 mV und bei Galangin bei +400 mV am starksten
ist. Daher wurden diese Kanale zur Auswertung der Chromatogramme, zur
Erstellung der Kalibrierfunktionen und zur Ermittlung von Wiederfindung,
Nachweisgrenze, Bestimmungsgrenze und Reproduzierbarkeit ausgewabhilt.
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Abbildung 30: Strom-Spannungskurven einer Standardlésung (1 mg/L) (A) von Quercetin (Qu),
Kampferol (Kae) und Galangin (Gal); (B) von Myricetin (Myr), Naringenin (Nar) und Isorhamnetin (Irh)

und (C) von Luteolin (Lut) und Hesperetin (Hes)
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6.1.3 Kalibrierfunktion, Nachweisgrenze und Bestimm

ungsgrenze

Es wurden Flavonoidstandard-Mischungen im Konzentrationsbereich von 0.01

bis 2 mg/L mittels HPLC-CEAD analysiert und zur Erstellung der Kalibrierfunktionen

(Abbildung 31) die gemessenen Peakhdhen gegen die Flavonoidkonzentrationen

aufgetragen.
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Abbildung 31: Kalibrierfunktionen der Flavonoid-Standardmischungen (c=0,01-2 mg/L)
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Abbildung 31  (Fortsetzung): Kalibrierfunktionen ~ der  Flavonoid-Standardmischungen
(c=0,01-2 mg/L)

Fur den Kanal +300 mV betrug das Rauschen 0,131 nA, fir +400 mV 0,041 nA,
fur +500 mV 0,034 nA und fur +800 mV 0,039 nA.

Die Nachweisgrenze wurde rechnerisch lUber das Einsetzen des Signals des
dreifachen Rauschens (S/N=3) (0,392 nA, 0,122 nA, 0,101 nA bzw. 0,116 nA) in die
Eichfunktionen (Abbildung 31) ermittelt. Die experimentelle Bestimmung der
Nachweisgrenze erfolgte durch Messen niedrig konzentrierter Standardldsungen.
Wie in Tabelle 10 ersichtlich lagen die experimentell bestimmten Nachweisgrenzen
immer im Bereich der rechnerisch ermittelten.

Fur die Bestimmung der Erfassungsgrenze wurde die zehnfache Hb6he des
Rauschsignals (S/N=10) (1,305 nA, 0,407 nA, 0,337 nA bzw. 0,385 nA) in die
Kalibrierfunktionen eingesetzt.

Tabelle 10: Rechnerisch und experimentell bestimmte Nachweisgrenzen der einzelnen Flavonoide

RECHNERISCH

Flavonoid Myr [ Qu | Nar | Lut | Hes | Ka Irh Gal
S/N 3 (pg/L) 17 9 3 9 7 13 18 4
S/N 10 (pg/L) 45 26 39 26 14 36 44 7
EXPERIMENTELL

Flavonoid Myr [ Qu | Nar | Lut | Hes | K& Irh Gal
Peakhdhe (nA) 0,49110,423]0,239|0,427 | 0,202 | 0,680 | 0,466 | 0,559
S/N 3 (pg/L) 20 10 20 10 10 20 20 10
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6.1.4 Linearer Bereich

Im untersuchten Konzentrationsbereich von 0,01 bis 20 mg/L wurde bei den

meisten der untersuchten Flavonoide ein linearer Zusammenhang zwischen Analyt-

konzentration und Detektorsignal festgestellt. Bei Hesperetin endete der lineare

Bereich bei 5 mg/L, bei Isorhamnetin bei 15 mg/L und bei Galangin bei 10 mg/L.

6.1.5 Reproduzierbarkeit

Zur Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung und relativen

Standardabweichung der Peakhdhen wurden die nachfolgenden Formeln aus [85]

verwendet.

Mittelwert:

Standardabweichung

relative Standardabweichung

Die Ergebnisse der

RSD[%] = > 100

Bestimmung der

Reproduzierbarkeit der

Methode

bestimmt durch wiederholte Messung von Flavonoid-Standardldsungen, sind in

Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Intraday- und Interday-Reproduzierbarkeit einer Standardmischung

Intraday | Interday
Mittelwert
(Peakhohe) RSD[%] | RSD[%]
Myr 39,64 2,33 6,60
Quer 54,88 2,86 4,78
Nar 13,72 4,32 7,28
Lut 32,84 3,23 3,86
Hes 28,92 1,85 4,06
Ka 34,12 2,55 4,64
Irh 23,84 3,52 4,64
Gal 64,14 2,32 4,58
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6.1.6 Zusammenfassung der experimentellen Daten und

AbschlieRend sind die experimentellen Parameter

Ergebnisse

Trennung und

Detektion, die optimalen Detektionskanale, die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

der Flavonoide und die Reproduzierbarkeit der Messungen zusammengefasst.

6.1.6.1 Trennung und Detektion

Laufmittel A: Methanol/Phosphatpuffer (20/80, v/v), pH 3,2
Laufmittel B: Methanol/Phosphatpuffer (80/20, v/v), pH 3,2

Flussrate: 1 mL/min
Saulentemperatur: 20C
Injektionsvolumen: 15 pL

Gradientenprogramm:

A B Zeit
80% 20% 0 min
60% 40% 30 min
60% 40% 55 min
40% 60% 65 min
35% 65% 75 min
35% 65% 85 min
80% 20% 90 min
80% 20% 110 min

Detektorpotentiale: +300, +400, +500, +650, +750, +800, +2007, +100' mV

2 Diese Potentiale wurden ausgewahlt, weil die letzten Zellen sehr hohe Grundstrome zeigten
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6.1.6.2 Optimaler Detektionskanal,

und Reproduzierbarkeit

Nachweisgrenzen,

Tabelle 12;: Zusammenfassung der experimentellen Ergebnisse

Bestimmungsgrenzen

optimaler | Nachweis- | Nachweis- ) Reproduzier- | Reproduzier-

] Bestimmungs- ] ]

Detektions- grenze grenze barkeit barkeit

) ] grenze

kanal rechnerisch | experimentell Intraday Interday
Myricetin +300 mV 17 pg/L 20 pg/L 45 pg/L 2,3% 6,6%
Quercetin +300 mV 9 ug/L 10 pg/L 26 pg/L 2,9% 4,8%
Naringenin +800 mV 3 ug/L 20 pg/L 39 ug/L 4,3% 7,3%
Luteolin +300 mV 9 ug/L 10 pg/L 26 pg/L 3,2% 3,9%
Hesperetin +500 mV 7 ug/L 10 pg/L 14 ug/L 1,9% 4,1%
Kampferol +300 mV 13 pg/L 20 pg/L 36 ug/L 2,5% 4,6%
Isorhamnetin [ +300 mV 18 pg/L 20 pg/L 44 pg/L 3,5% 4,6%
Galangin +400 mV 4 ug/L 10 pg/L 7 pg/L 2,3% 4,6%
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6.2 Entwicklung einer Extraktionsmethode

Ein wesentlicher Schritt einer Analysenmethode ist die Aufarbeitung der Probe,
bei der aus der Matrix die zu bestimmenden Komponenten weitgehend matrixfrei
angereichert werden sollen. Fur Honig bieten sich  verschiedene

Extraktionsmethoden an.

6.2.1 Extraktion mittels ASE

Bei allen methanolhaltigen Lésungsmitteln (experimentelle Bedingungen siehe
Kapitel 5.5.1) wurden relativ grol3e Mengen an Zuckern mitextrahiert, was die weitere
Aufarbeitung erschwerte oder teilweise sogar unmoglich machte. Ahnliche Probleme
traten auch auf, als Methanol bei verschiedenen Temperaturen (60, 80, 100, 120C)
verwendet wurde.

Bei der Extraktion mit Essigsaureethylester/Methanol (70:30, v/v) wurde
versucht, die Ausbeute durch Verandern der Extraktionstemperatur zu verbessern.
Bei 40C, 60T und 80 wurden zwar eine kleinere M enge an Zuckern mitextrahiert,
aber auch die Ausbeuten waren geringer. Bei 120C wurden so groRe Mengen an
Zuckern gelost, dass ein Entfernen des Ldsungsmittels am Rotavapor unmdoglich
machte.

Daher wurden die Ausbeuten nur fur Essigsaureethylester und
Ethanol/Wasser (80/20, v/v) ermittelt. Die Bestimmung erfolgte mittels

Standardaddition und die Ergebnisse sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Wiederfindung der Flavonoide in Bio-Orangenhonig nach Extraktion mittels ASE

Extraktionsmittel Wiederfindung in %

QU | NAR | LUT | HES | KA | IRH | GAL

Essigsaureethylester 825|876 |891| 90,2 (89,4 | 97,9 99,9

Ethanol/Wasser (80/20 v/v) | 84,5 | 98,0 | 92,9 | 101,8 | 90,0 | 94,4 | 95,9

Da die Ausbeuten zum Teil unter 85% lagen, wurde als nachstes die

Anwendbarkeit anderer Extraktionsmethoden geprift.
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6.2.2 Extraktion mittels Polyamid

Der wassrige Probenextrakt wurde auf eine Polyamidsaule aufgebracht und
die adsorbierten Flavonoide mit Methanol eluiert. Die Ausbeuten der einzelnen
Flavonoide in einer Bio-Orangenprobe sind in Tabelle 14 dargestellt. Sie wurden

mittels Standardaddition ermittelt.

Tabelle 14: Wiederfindung der Flavonoide in Bio-Orangenhonig nach Extraktion mittels Polyamid

Flavonoid QU NAR LUT HES KA IRH GAL

Wiederfindung in % 50,4 70,1 62,8 81,2 33,1 52,2 69,9

Um den Grund fir die geringen Ausbeuten abzukldaren wurde eine
Flavonoidstandard-Mischung auf die gleiche Weise wie die Honigproben
aufgearbeitet. Dabei zeigte sich, dass nur ein Teil der Flavonoide mit Methanol aus
der Saule eluiert werden konnte. Deshalb wurde durch Zumischung von Ammoniak
zum Methanol (0,25%, 0,5% bzw. 2%) versucht die Elutionskraft zu erhéhen. Der
Vergleich mit einer nicht aufgearbeiteten Standardmischung zeigte, dass auch hier
Flavonoid verloren ging.

Um die Ursache fur die Verluste zu klaren wurde die Flavonoidstandard-
Mischung mit verschiedenen Elutionsmittteln versetzt und die Losungsmittel unter
Vakuum entfernt. Nur bei Verwendung von reinem Methanol konnten samtliche
Flavonoide detektiert werden.

Bei Verwendung von 0,5% Ammoniak in Methanol traten selbst bei
vorsichtiger Entfernung des Losungsmittels im Stickstoffstrom Verluste an
Flavonoiden auf.

Es wurde angenommen, dass die Flavonoide beim vorherrschenden
alkalischen pH-Wert teilweise zersetzt werden. Daher wurde Ammoniak durch
Zugabe von Essigsaure bis zu einem pH-Wert von 6,5 neutralisiert. Auch hier
konnten die Standardsubstanzen nicht in ausreichender Menge wiedergefunden
werden.

Aufgrund der grol3en Verluste an Flavonoiden bei diesem Aufarbeitungsschritt

wurde auf die Verwendung von Polyamid verzichtet.
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6.2.3 Extraktion mittels Amberlite XAD-2-Harz

Die Extraktion wurde mit der in [52] beschriebenen Methode durchgefiihrt
(Details siehe Kapitel 5.5.3).

Nach [50] muss man das Eluat zuerst zur Trockene dampfen, dann in Wasser
aufnehmen und dieses dann mit Ether extrahieren, um stérende farbige Substanzen
und Zuckerreste zu entfernen. Da in dieser Arbeit ein elektrochemischer Detektor
und nicht ein UV-/DAD-Detektor wie in [50] verwendet wurde, wurde untersucht, ob
der zweite Extraktionsschritt notwendig ist, oder weggelassen werden kann. Die
Extraktion mit Diethylether brachte keine Verbesserung bei der Detektion, sondern
war mit Verlusten an Flavonoiden verbunden. Daher wurde auf diesen Schritt
verzichtet.

Die Extraktion mittels Amberlite XAD-2 erwies sich als effektivste der
erprobten Methoden, daher wurde sie zur Aufarbeitung aller Honigproben verwendet.
Die Ausbeuten der einzelnen Flavonoide sind in Abschnitt 6.3.3 in Tabelle 15
zusammengefasst.

In Abbildung 32 ist schematisch der Ablauf der Analysenmethode dargestellt.
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5 g Honig in 25 mL angesauertem Wasser (pH 2 mit HCI) gelost
Magnetrihrer, 15 min

Honiglésung Gber Watte filtriert
auf 10 g konditioniertes
Amberlite XAD-2-Harz

vermischen
Magnetrihrer, 30 min

Mischung in
Glassaulen fiillen

Saule waschen mit
40 mL angesauertem Wasser (pH2 mit HCI)
60 mL Wasser bidest.

Elution mit
50 mL Methanol

Lésungsmittel
vollstandig entfernt
(Rotavapor, 40C)

Rickstand in 1 mL Methanol
und 1 mL Phosphatpuffer aufgenommen
(Ultraschallbad)

Filtration Uber
Spritzenfilter (0,45 pum)

Abbildung 32: Schematische Darstellung der Analysenmethode
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6.3 Entwicklung einer Methode zur Trennung und Dete  ktion von
Flavonoiden in Honig mittels HPLC-CEAD

Ublicherweise muss man fiir reale Proben die Trennbedingungen im Vergleich
zu den fur Standardmischungen geeigneten abandern, da in der Probe eine grol3e
Zahl von Verunreinigungen verschiedener Polaritat vorkommen, die die Detektion der

zu untersuchenden Verbindungen stéren.

6.3.1 Optimierung des Gradientenprogramms flr Realp  roben

Da mit der Gradientenmethode, die zur Auftrennung der Flavonoidstandards
entwickelt wurde, das komplexe Honigspektrum nicht hinreichend aufgetrennt
werden konnte, musste fur die Realproben ein neuer Gradient entwickelt werden. Die

beste Auftrennung der Honigprobe wurde mit nachfolgendem Gradienten erreicht.

A B Zeit
100% 0% 0 min
60% 40% 40 min
60% 40% 65 min
30% 70% 70 min
30% 70% 85 min
20% 80% 100 min
100% 0% 102 min
100% 0% 120 min

Die anderen Analysenbedingungen wurden von der Untersuchung der
Standardsubstanzen tbernommen:

Laufmittel A: Methanol/Phosphatpuffer (20/80, v/v), pH 3,2

Laufmittel B: Methanol/Phosphatpuffer (80/20, v/v), pH 3,2

Flussrate: 1 mL/min

Saulentemperatur: 20C

Injektionsvolumen: 15 uL
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Potentiale: +300, +400, +500, +650, +750, +800, +200, +100 mV

Auswertung bei +300 mV: Myricetin, Quercetin, Luteolin, Kampferol und
Isorhamnetin

Auswertung bei +400 mV: Galangin

Auswertung bei +500 mV: Hesperetin

Abwertung bei +800 mV: Naringenin

In Abbildung 36 ist das Chromatogramm einer mit dem entwickelten

Gradienten getrennten Bio-Orangenhonig-Probe dargestellt.

50_ I [ Hes

Response (nA)

-50_]

-100_

-150_

=

N

‘ ‘ ‘ ‘ ‘
40.0 50.0 60.0 70.0 80.0
Retention time (minutes)

Abbildung 33: CEAD-Chromatogramm einer Bio-Orangenhonig-Probe

6.3.2 ldentifizierung der Flavonoide

Den ersten Hinweis, dass bestimmte Flavonoide in der Probe vorliegen,
lieferte die Retentionszeit. Zur Absicherung der Identitdt wurden die Strom-
Spannungskurven der Substanzen bei der entsprechenden Retentionszeit
aufgenommen und mit jenen der Standardmischung verglichen. Aufgrund der
Ahnlichkeit der Strom-Spannungskurven konnte die Identitdt der Substanzen

verifiziert werden.
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6.3.3 Wiederfindung mittels Standardaddition

Die Ausbeuten der Flavonoide bei der Extraktion wurden bestimmt indem die
Honigprobe zuerst extrahiert und mittels HPLC-CEAD vermessen wurde und die
Flavonoidkonzentrationen Uber Kalibriergeraden errechnet wurden. Danach wurden
drei Aliquoten der Honigprobe 50%, 100% und 150% der ermittelten
Flavonoidkonzentrationen zugesetzt. Die drei gespikten Honigproben und eine
ungespikte Probe wurden aufgearbeitet und mittels HPLC-CEAD analysiert. Die
Steigung der durch Auftragen der Peakhdhe gegen die zugesetzte
Flavonoidkonzentration erhaltenen Regressionsgerade wurde mit der der Standard-
Kalibrierfunktion verglichen (Abbildung 34) und mit folgender Formel die
Wiederfindung berechnet:

. Seigung(Stdaddition
Wiederfindung(%) = — gung : _ )
Steigung(Eichfunktion)
Hesperetin
80
70 4
60 y =25,771x + 15,556
— 2 _ —
<é 50 | R®=0,9997 y= 226,525x- 0,12
° R“=0,9995
S 40
<
s 30 1
o ¢ Kalibfunkt
201 = Stdaddition
10 - — Linear (Kalibfunkt)
0 —— Linear (Stdaddition)
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Konz [pg/mL]

Abbildung 34: Ermittlung der Wiederfindung von Hesperetin in Bio-Orangenhonig mittels
Standardaddition
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Wie aus Tabelle 15 und Abbildung 35 ersichtlich ist, hat die Probenmatrix

Einfluss auf die Wiederfindung der einzelnen Flavonoide. In flissigem Honig liegen

die Ausbeuten bei den untersuchten Flavonoiden tber 96%. In Honigen mit cremiger

Konsistenz und mit freiem Auge sichtbaren Zuckerkristallen sind die Ausbeuten

geringer. Sie liegen aber Uber 89%, bei Quercetin und Hesperetin sogar Uber 95%.

Tabelle 15: Wiederfindung (N=5) der Flavonoide in Creme- und fliissigem Honig

Cremehonig - BioOrange flissiger Honig - Salbei
Mittelwert S RSD[%] | Mittelwert S RSD[%)]
QuU 98,2 5,17 5,26 98,0 2,21 2,25
NAR 93,1 7,30 7,84
LUT 89,2 6,30 7,07 100 6,07 6,06
HES 95,4 9,04 9,48
KAE 94,6 7,79 8,24 96,2 4,47 4,65
IRH 89,9 3,69 4,10 99,6 3,54 3,55
GAL 90,3 6,88 7,62 96,8 2,23 2,30
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Abbildung 35: Wiederfindung der Flavonoide in Creme- und flissigem Honig
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6.3.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze.

Fur den Kanal +300 mV betrug das Rauschen 0,164 nA, fir +400 mV 0,054 nA,
fur +500 mV 0,059 nA und fur +800 mV 0,060 nA.

Die Nachweisgrenze wurde rechnerisch Uber das Einsetzen des dreifachen
Rauschens (S/N=3) (0,492 nA, 0,162 nA, 0,177 nA bzw. 0,180 nA) in die
Kalibrierfunktionen (Abbildung 31) ermittelt.

Fur die Bestimmung der Bestimmungsgrenze wurde die zehnfache Hohe des
Rauschens (S/N=10) (1,641 nA, 0,541 nA, 0,591 nA bzw. 0,599 nA) in die

Kalibrierfunktionen eingesetzt.

Tabelle 16: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Flavonoide in einer Bio-Orangenhonigprobe

Flavonoid Myr Qu Nar Lut Hes Ka Irh Gal

SIN3(uglkg) | 82 | 45 | 47 | 45 | 3,7 | 61 | 83 | 16

SIN'10 (ug/kg) | 22 13 27 13 | 89 | 18 21 | 3,9

6.3.5 Reproduzierbarkeit

Die Berechnung der Reproduzierbarkeit erfolgte mit Hilfe der in Abschnitt 6.1.5

angefuhrten Gleichungen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 17: Intraday- und Interday-Reproduzierbarkeit bestimmt an einer Bio-Orangenhonigprobe

Intraday Interday

Mittelwert
RSD[%] | RSD[%]
(Hg/9)
Quer 0,16 4,68 4,48
Nar 0,05 4,26 8,24
Lut 0,03 2,73 2,47
Hes 0,25 5,57 6,91
Ka 0,34 4,71 5,01
Irh 0,33 5,72 8,49
Gal 0,61 3,72 4,27
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6.3.6 Darstellung einiger Chromatogramme

In den Abbildungen 36 - 44 sind die fur verschiedene Honigproben erhaltenen
Chromatogramme dargestellt.
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Abbildung 36: CEAD-Chromatogramm einer ungespikten Bio-Orangenhonig-Probe
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6.3.7 Zusammenfassung der experimentellen Daten und

Trennung von Flavonoiden in Honigproben

Ergebnisse zur

Abschliel3end sind die experimentellen Parameter der Trennung und Detektion

und die optimalen Detektionskandle, sowie die Nachweisgrenze, Erfassungs-grenze

und die Reproduzierbarkeit der Methode, die an Hand einer Bio-Orangenhonig-Probe

ermittelt wurden, zusammengefasst.

6.3.7.1 Trennung und Detektion

Laufmittel A: Methanol/Phosphatpuffer (20/80, v/v), pH 3,2
Laufmittel B: Methanol/Phosphatpuffer (80/20, v/v), pH 3,2

Flussrate: 1 mL/min
Séaulentemperatur: 20C

Injektionsvolumen: 15 uL

Zeit

100%

0%

0 min

60%

40%

40 min

60%

40%

65 min

30%

70%

70 min

30%

70%

85 min

20%

80%

100 min

100%

0%

102 min

100%

0%

120 min

Detektorpotentiale: +300, +400, +500, +650, +750, +800, +200° +100% mV

% Diese Potentiale wurden ausgewahlt, weil die letzten Zellen sehr hohe Grundstrome zeigten
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6.3.7.2 Optimaler Detektionskanal, Nachweisgrenzen, Bestimmungsgrenzen

und Reproduzierbarkeit

Tabelle 18: Zusammenfassung der experimentellen Ergebnisse der Analyse von Honigproben (n.d. ...
nicht detektiert)

optimaler | Ausbeute | Ausbeute | Nachweis- | Bestimmungs- | Reprodu- | Reprodu-

Detektions- | flissiger | Creme- grenze grenze zierbarkeit | zierbarkeit

kanal Honig honig Intraday Interday
Myricetin +300 mV n.d n.d. 8,2 ug/kg 22 ug/kg n.d. n.d.
Quercetin +300 mV 98 98,2 4,5 ng/kg 13 pg/kg 4,9% 4,8%
Naringenin | +800 mV n.d 93,1 4,7 ng/kg 27 ug/kg 5,8% 9,6%
Luteolin +300 mV 100 89,2 4,5 ng/kg 13 ug/kg 4,0% 6,1%
Hesperetin | +500 mV n.d. 95,4 3,7 ug/kg 8,9 ng/kg 4,0% 8,4%
Kampferol +300 mV 96,2 94,6 6,1 ug/kg 18 pg/kg 3,4% 4,3%
Isorhamnetin | +300 mV 99,6 89,9 8,3 pg/kg 21 pg/kg 4,6% 9,9%
Galangin +400 mV 96,8 90,3 1,6 ug/kg 3,9 po/kg 2,6% 4,9%
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6.4 Qualitative Untersuchung der Honigproben mittel s HPLC-MS

Honigproben, bei denen nach der HPLC-CEAD-Messung noch Unsicherheiten
bei der Identifizierung der Substanzen bestanden, wurden zusatzlich mit HPLC-ESI-
MS analysiert.

Bei der Messung einer 1 mg/L-Standardmischung (Details siehe Kapitel 5.7)
stellte sich heraus, dass sich sowohl der positive als auch der negative Modus fur die
gualitative Analyse der Honige eignen. Daher wurden samtliche Honigproben im
positiven und auch im negativen Modus gemessen.

Die Identifizierung der Flavonoide erfolgte Uber den Vergleich der Retentions-
zeiten und der MS-Daten der Honigproben mit jenen einer Standardmischung. Aus
dem Gesamtionen-Chromatogramm (Total lon Chromatogram, TIC) (Abbildung 45
(A)) wurden mittels der Auswertesoftware die Extracted-lon-Chromatogramme (EIC)
(Abbildung 45 (B-E), Abbildung 46 (A), Abbildung 47 (A)) der einzelnen Molekulionen
(Tabelle 19) erhalten. Durch Vergleich der Retentionszeiten der Standardsubstanzen
in den EIC mit jenen der Honigproben konnten die Peaks einzelnen Flavonoiden
zugeordnet werden. Mit Hilfe der Funktion ,identify* wird die Massenverteilung eines
Peaks [Abbildung 46 (B, C), Abbildung 47 (B, C)] angezeigt, anhand der man den

Anteil des Molekulions am Peak abschatzen kann.

Tabelle 19: Massen der Molekilionen der Flavonoide

Flavonoid Myr Qu Nar Lut Hes Ka Irh Gal
M™] 319,2 | 303,2 | 273,3 | 287,2 | 303,2 | 287,2 | 317,3 | 2712
M7] 317,2 | 301,2 | 271,3 | 2852 | 301,2 | 2852 | 3153 | 269,22

Die folgenden Abbildungen illustrieren die Vorgehensweise bei der
Identifizierung der Flavonoide in einer Bio-Orangenprobe. Auf diese Weise wurden in
einigen anderen Honigen die vorliegenden Flavonoide ebenfalls identifiziert (siehe
Tabelle 20).
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Die Ergebnisse der HPLC-ESI-MS-Analyse der untersuchten Honigproben sind

in Tabelle 20 zusammengefasst. Sie bestétigten die Resultate der HPLC-CEAD-

Untersuchung.

Tabelle 20: Ergebnisse der qualitativen Analyse mittels HPLC-MS

Myr Quer Nar Lut Hes Ka Irh Gal

positive mode
Bio-Orange - + + + + + + +
Rhododendron - + + + - + + T
Raps - + - + - + T +
Himbeere - + - + - + + +
Rosmarin - + + + - + + T
Melone - + - + - + + +
Kirbis - + - + - + + +
Kirsche - + + + - + T ¥

negative mode
Bio-Orange - + + + + + + +
Melone - + - + - + + +
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6.5 Quantitative Analyse der Honigproben mittels HP  LC-CEAD

Neunzehn Honige unterschiedlicher Sorten und Herkunft wurden mit der von
mir entwickelten Methode untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 21

zusammengefasst.

Tabelle 21: Flavonoidkonzentrationen der analysierten Honigproben (n.d. ... nicht detektiert)

Myr Qu Nar Lut Hes Ka Irh Gal

HO/g HO/g Hg/g HO/g Ha/g Ha/g Hg/g HO/g

n.d. 0,66 n.d. 0,13 n.d. 1,50 | 0,39 1,53

Lavendel n.d. 0,25 n.d. 0,16 n.d. 0,29 0,081 0,13
albe n.d. 0,27 n.d. 0,16 n.d. 0,35 014 | 023

n.d. 0,26 n.d. 0,12 n.d. 0,29 0,10 0,20

n.d. 0,31 n.d. 0,062 n.d. 0,34 0,25 0,081

n.d. 0,029 | 0,014 | 0,059 0,14 0,22 0,021 0,18

Orange Sizilien n.d. 0,088 | 0,041 | 0,027 0,11 0,35 0,062 0,39
Bio-Orange n.d. 0,16 0,050 | 0,028 0,25 0,34 0,33 0,61
n.d. 0,23 n.d. 0,098 n.d. 0,52 0,073 0,69

n.d. 0,20 0,054 0,10 n.d. 0,98 0,29 0,90

n.d. 0,65 n.d. 0,13 n.d. 2,36 0,32 0,60

n.d. 0,40 n.d. 0,085 n.d. 0,45 0,26 1,08

Phacelia n.d. 0,40 n.d. 0,13 n.d. 0,72 0,26 2,34
Léwenzahn n.d. 0,51 n.d. 0,28 n.d. 1,01 0,53 2,02
Rosmarin n.d. 0,59 0,12 0,20 n.d. 1,29 0,53 1,99
Melone n.d. 0,43 n.d 0,31 n.d. 3,39 0,54 1,11

n.d. 0,49 n.d 0,12 n.d. 2,84 0,65 0,83
n.d. 0,60 n.d 0,13 n.d. 0,55 0,42 1,56
n.d. 0,95 0,22 0,18 n.d. 1,99 0,94 2,62

Abbildung 48 gibt einen besseren Uberblick iiber die Analysendaten und lasst
die Unterschiede im Flavonoidmuster und in der Flavonoidzusammensetzung besser

erkennen.
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7/ DISKUSSION

Die im Rahmen der Diplomarbeit erarbeiteten Analysenergebnisse sollen im
Anschluss dargestellt, interpretiert und mit den Daten aus anderen Publikationen

verglichen werden.

7.1 Vergleich der Flavonoidkonzentrationen der unte  rsuchten

Honigproben

In Tabelle 21 und den Abbildungen 48 und 49 sind die Analysenergebnisse der
vorliegenden Diplomarbeit zusammengefasst.

Wie in Tabelle 21 ersichtlich, konnte in keiner der untersuchten Honigproben
Myricetin nachgewiesen werden.

Im Allgemeinen haben Honige, die Krauter als botanischen Ursprung haben
(Thymian, Salbei, Lavendel) einen niedrigeren Flavonoidgehalt und weniger
komplexe Flavonoidspektren als andere Honige. Die geringsten
Gesamtflavonoidmengen wurden in Zitronenhonig (0,67 pg/g) gefunden, die mit
Abstand héchste Flavonoidkonzentration wurde in Kirschblitenhonig (6,89 pg/g)
nachgewiesen.

Hesperetin konnte, wie erwartet, nur in Zitrushonigen (Orange und Zitrone) in
Konzentrationen zwischen 0,1 und 0,25 pg/g gefunden werden. Uberraschend war
hingegen das Vorhandensein von Naringenin in Kirschen- (0,22 pg/g) und
Rhododendronhonigen (0,05 pg/g), da dieses Flavonoid hauptsachlich mit
Zitrusfrichten in Verbindung gebracht wird.

Melonen- und Kiurbisblitenhonig weisen ein sehr ahnliches Flavonoidmuster
auf, das von Kampferol dominiert wird, welches in einer etwa 3 mal so hohen
Konzentration vorkommt wie das mengenmalfig nachstgereihte Galangin.

Raps enthélt eine grol3e Menge an Kampferol, in etwa das Vierfache von
Quercetin und Galangin.

Ein hoher Galangingehalt in Kirschbliten-, Phacelia-, Lowenzahn-, Rosmarin-

und Ahornhonig weist auf einen betrachtlichen Beitrag von Propolis hin.
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Abbildung 49: Vergleich der Flavonoidkonzentrationen in den untersuchten Honigen
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Laut Literatur [58] konnte ein hoher Kampferolgehalt ein Hinweis auf
Rosmarinhonig sein. Tatséchlich enthalt Rosmarinhonig zwar betrachtliche Mengen
an Kampferol, wesentlich héhere Konzentrationen wurden aber in Kirbis-, Melonen-,
Kirschbluten und Rapshonig gefunden.

Die untersuchten Honige weisen unterschiedliche Flavonoidprofile auf, trotzdem
kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, dass diese fur die jeweilige Honigsorte
typisch sind, da von jeder Sorte nur eine Probe untersucht wurde. Auf3erdem ist es
nicht mdglich abzuschétzen, wie viel der gefundenen Flavonoidmengen tatsachlich
von der Pflanze stammen, von der der Nektar oder der Honigtau gesammelt wurde
und wie grof3 der Antell ist, der von Propolis stammt. Truchado et al. [72] analysierten
einen Honig, der durch Fatterung der Bienen mit Zuckersirup hergestellt wurde. Die
darin nachgewiesenen Flavonoide Pinobanksin, Pinocembrin und Chrysin kénnen
daher nicht pflanzlichen Ursprungs sein, sondern mussen durch Propolis in den
Honig gelangen. Propolis enthélt Pinobanksin, Pinocembrin, Chrysin und Galangin
[44, 52, 56-59, 80] und viele andere Flavonoide, auch Quercetin, Kampferol,
Naringenin und Apigenin, in geringen, aber signifikanten Mengen [34, 93]. In Landern
mit tropischem Klima mussen die Sekrete anderer Baume als der in gemaligtem
Klima ublichen Pappel fur die Propolisherstellung verwendet werden. Daher haben
Honige aus diesen Regionen [44, 57, 59] ein anderes phenolisches Muster, was
einen Hinweis auf den geographischen Ursprung liefern kénnte.

Um Honigsorten eindeutig charakterisieren zu konnen, braucht es
Markersubstanzen, wie Hesperetin fur Zitrushonige, die ausschlie3lich in einer
bestimmten Sorte vorkommen oder Profile von Substanzklassen, die nur vom
botanischen Ursprung und nicht von geographischen und Umwelteinflissen

beeinflusst werden.

134



7.2 Vergleich der Ergebnisse mit anderen Publikatio  nen

7.2.1 Aufarbeitung

Durch Verwendung des selektiven coulometrischen Elektroden-Array-
Detektors konnte die Aufarbeitung der Proben vereinfacht werden. Nach der
Extraktion der Flavonoide mit Amberlite XAD-2 Harz war eine nachfolgende

Etherextraktion, wie in [49] beschrieben, nicht erforderlich.

7.2.2 Charakteristische Flavonoide

In Tabelle 22 sind die Daten der in dieser Arbeit untersuchten Honigsorten, die
auch schon in anderen Studien untersucht wurden nochmals, dargestellt. In Tabelle
23 sind die Ergebnisse der zitierten Publikationen zusammengefasst.

Auch in dieser Arbeit wurde Hesperetin als Marker fir Orangen- bzw.
Zitrushonig, wie schon in anderen Studien [52, 53, 55, 56, 58, 79] bestatigt.

Eine hohe Kampferolkonzentration wird als typisch fir Rosmarinhonig [52, 58]
angesehen. In dieser Diplomarbeit konnten aber auch in den bisher in keiner
Publikation erwahnten Melonen-, Kirbis-, Ahorn- und Kirschblitenhonigen sehr
grol3e Mengen an diesem Flavonol nachgewiesen werden.

Von Andrade et al. [53] wurde Naringenin als Marker fur Lavendelhonig
vorgeschlagen und auch Amiot et al. [78] haben Naringenin in Lavendelhonig
nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit konnte in Lavendelhonig kein Naringenin
nachgewiesen werden, dafur enthielten Zitrushonige, Rosmarin- und vor allem
Kirschblutenhonig dieses Flavanon.

Quercetin wurde als Marker fur Sonnenblumenhonig vorgeschlagen [58]. In
der vorliegenden Arbeit wurde kein Sonnenblumenhonig untersucht, aber es wurden
auch in anderen Honigsorten hohere Quercetinmengen gefunden, vor allem in
Kirschbluten, Ahorn- und Rapshonig, damit kann Quercetin keine Markersubstanz
sein. Ein hoher Quercetingehalt in Rapshonig wurde auch von Tomés-Barberan et al.
[58] festgestellt.
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Kénjeric et al. [62] konnten fir Akazienhonig kein spezifisches Flavonoid
identifizieren, dennoch hatten alle Honigproben ein ahnliches Flavonoidprofil. Leider
kann dieses Profil mit den Daten dieser Arbeit nicht verglichen werden, da das in der
Studie mengenmafig am starksten vertretene Flavonoid Chrysin nicht quantifiziert
werden konnte.

Von Kénjeric et al. [63] konnten in Salbei Myricetin und Isorhamnetin nicht
nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit konnte Myricetin nicht gefunden
werden, aber Isorhamnetin war in signifikanten Mengen zugegen.

Wie aus Tabelle 22 ersichtlich, reicht der Konzentrationsbereich der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Flavonoide von etwa 1,5 bis hin zu 240 ug/100 g.
In der Literatur wurden ahnliche Flavonoidkonzentrationen von ca. 2 bis 320 ug/100
g gefunden (siehe Tabelle 23). Die genauen Konzentrationen der einzelnen
Flavonoide weichen teilweise aber sehr stark von einander ab. Beispielsweise
stimmen die von mir gemessenen Flavonoidkonzentrationen fur Rapshonig
einigermalen mit denen von Tomas-Barberan et al. [58] Uberein, nicht aber mit den
Daten, die von Ceksteryte et al. [70] ermittelt wurden. Dies kann darauf
zurlckzufihren sein, dass die Honigproben aus unterschiedlichen Gebieten

stammten.

Tabelle 22: Ermittelte Flavonoidkonzentrationen in pg/100 g (n.d. ... nicht detektiert)

Qu Nar Lut Hes Ka Irh Gal

Raps 64,54 n.d. 13,35 n.d. 235,86 31,78 60,39
Rosmarin 58,75 11,83 20,16 n.d. 128,63 52,64 199,45
Lavendel 24,58 n.d. 15,64 n.d. 28,87 8,08 12,89
Zitrone Sizilien 2,87 1,43 5,89 13,84 22,45 2,05 18,01
Orange Sizilien 8,82 4,12 2,71 11,00 34,70 6,18 38,93
Bio-Orange 15,88 4,99 2,79 25,11 34,14 32,72 60,82
Rhododendron 20,03 5,42 10,02 n.d. 98,06 28,79 90,12
Thymian 30,75 n.d. 6,18 n.d. 34,47 24,85 8,07
Akazie 22,65 n.d. 9,77 n.d. 51,87 7,29 69,08
Buchweizen 60,07 n.d. 12,82 n.d. 54,81 42,49 156,10
Salbei 27,09 n.d. 15,69 n.d. 34,89 14,21 23,49
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Tabelle 23:

Honigproben (Angaben in pg/100 g; + steht fr identifiziert, - fiir nicht nachgewiesen)

In der Literatur ermittelte Flavonoidmuster bzw.

-konzentrationen von sortenreinen

Myr Qu Nar Lut Hes Kéa Irh Gal Referenz
Raps - + + - + + [55]
- - - - 52,46 303,2 [52]
69,47 321,02 [58]
- + - [78]
8,9 37,8 78,7 [70]
- - - - + + [53]
Rosmarin - - - - + + [55]
22 31 63 43 58 [56]
- - - 19,54 2,74 - [52]
68,05 23,70 170,2 [58]
95 [60]
5,64 [71]
+ + [67]
- - - - + + [53]
Lavendel - + + - + + [55]
66,5 47,5 [58]
+ + + [78]
+ + + - + + [53]
Orange / - + - + + + [55]
- - 11,39 37,76 12,99 31,68 [52]
10,1 - 7 38 [77]
Zitrus 45,65 41,10 74,50 76,73 [58]
16,80 [79]
- - - + - - [53]
Rhodo- - - + - + - [55]
dendron - - - - + - [53]
Thymian 13,57 + - 78,04 34,29 1,30 [52]
56,7 6,7 - 18,5 [77]
+ - - - - + [53]
Akazie 9,34 19,35 35,65 [58]
6,3 bzw 2,9 bzw 13,7 bzw 27,3 bzw [62]
30,2 2,2 27,5 49,6
- 295 82 42 38 [76]
+ [78]
- 4,4 9,4 50,6 [77]
18,51 44,48 + 88,78 [72]
- - - - - - [53]
Buch- - Spuren 24 [44]
weizen
Salbei - 34,6 10,4 14,4 - 36,5 [63]

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Honigsorten untersucht, wie z.B. die

Honige von Ahorn, Pinie, Himbeere, Phacelia, Lowenzahn, Melone, Kirbis und

Kirsche. Fir die Muster dieser Sorten fehlen daher Vergleichswerte.

Es konnte gezeigt werden, das der coulometrische Elektroden-Array-Detektor

sich, neben Hesperetin [79], auch zur Analyse von anderen Flavonoiden eignet.

Gegeniber dem in der Literatur am haufigsten verwendeten Dioden-Array-Detektor
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hat diese Detektionsmethode den Vorteil, dass auf Grund ihrer Selektivitat, ein
zweiter Aufarbeitungsschritt bei der Probenvorbereitung unnétig ist.

Ein weiterer Vorteil des CEAD sind seine niedrigeren Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen. Sie sind fur Kampferol mit 13 bzw. 36 pg/L um etwa eine
Zehnerpotenz kleiner als die von Goméz-Caravaca et al. [71] mittels UV-Detektor
erhaltenen Werte von 129 bzw. 430 pg/L. LOD und LOQ von Hesperetin liegen mit 7
bzw. 14 pg/L im Bereich der Grenzen die bereits von Liang et al. [79] mit
elektrochemischer Detektion (4,1 bzw. 13 pg/L) erreicht wurden. Sie sind jedoch
bedeutend niedriger als jene, die mit einem DAD (33 bzw. 100 ug/L) erhalten

wurden.
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8 ANHANG

8.1 Zusammenfassung

In dem von den Bienen gesammelten Nektar oder Honigtau sind Flavonoide
enthalten, die typisch fir die jeweilige Pflanze sind. Daher hangt das Flavonoidprofil
einer Honigprobe mit der botanischen Quelle der Rohstoffe zusammen und kdnnte
zur ldentifizierung der Honigsorte herangezogen werden.

Ziel dieser Diplomarbeit war die Entwicklung einer Analysenmethode zur
Bestimmung von Flavonoiden in Honig mittels Hochleistungsfliissigchromatographie
(HPLC) gekoppelt mit einem coulometrischen Elektroden-Array-Detektor (CEAD)
nach Extraktion der Substanzen mittels beschleunigter L&sungsmittelextraktion
(ASE) aus der Honigmatrix.

Da mittels ASE keine zufrieden stellende Extraktion der Flavonoide aus dem
Honig erreicht werden konnte, wurde zur Isolierung der phenolischen Fraktion auf die
in anderen Studien sehr haufig verwendete Extraktion mittels des nichtionischen
Polymerharzes Amberlite XAD-2 zurickgegriffen. Der Ubliche nachfolgende
Aufreinigungsschritt war bei der von mir verwendeten Detektionsmethode nicht
notwendig. Die anschlieRende Auftrennung des Extraktes erfolgte mittels
Umkehrphasen-HPLC (RP-HPLC) und einem Gradientenelutionsprogramm, bei dem
die Elutionsmittel 20% Methanol in 20 mM Phosphatpuffer mit o-Phosphorsaure
(85%) auf pH 3,2 gebracht und 80% Methanol in 20 mM Phosphatpuffer (pH 3,2 mit
o-Phosphorséaure, 85%) verwendet wurden. Detektiert wurden die Flavonoide mittels
CEAD bei sechs Potentialen zwischen +300 und +800 mV. Ausgewertet wurde Uber
die Peakhthen. Die Intraday- und Interday-Reproduzierbarkeit einer Standardlésung
(1 mg/L) bzw einer Honigprobe (BioOrange) lagen zwischen 1,9 - 4,3% und
3,9 - 7,3 % bzw. zwischen 2,6 - 5,8% und 4,3 - 9,9%.

Die Nachweisgrenzen (S/N=3) und Bestimmungsgrenzen (S/N=10) fiur die
Flavonoide in einer Standardlésung variierten zwischen 4 und 18 pg/L bzw. zwischen
7 und 45 pg/L, in den Honigproben wurden Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
zwischen 1,6 und 8,2 pg/kg bzw. 3,9 und 27 pg/kg gefunden. Die Wiederfindung
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wurde mittels Standardaddition ermittelt und war in flissigen Honigproben fir die
untersuchten Flavonoide tiber 96% und in Cremehonigen tber 89%.

Die verschiedenen Honigsorten wiesen unterschiedliche Flavonoidmuster auf.
Ob diese Muster sortentypisch sind, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, da von
jeder Art nur eine Probe mehrmals untersucht wurde. Die erhaltenen Daten
unterscheiden sich teilweise von jenen der Literatur, aber auch die Literaturwerte
variieren untereinander. Das kann daran liegen, dass die Pflanzen bei
unterschiedlichen Umweltbedingungen unterschiedliche Flavonoidmengen
produzieren, aber auch daran, dass der Propolisgehalt im Honig variiert und damit
auch die Konzentrationen der darin enthaltenen Flavonoide.

Die Flavonoidkonzentrationen lagen im Bereich von ca. 1,5 bis 235 ug/100 g
Honig. In keiner der Proben konnte Myricetin nachgewiesen werden. Hesperetin
wurde, in Ubereinstimmung mit der Literatur, nur in Zitrushonigen gefunden. Kirbis-
und Melonenhonig wiesen sehr &hnliche Flavonoidprofile auf. Sie zeichneten sich
durch einen hohen Kampferolgehalt aus. Die hohen Galanginkonzentrationen in
Kirschbluten-, Phacelia-, Léwenzahn-, Rosmarin- und Ahornhonig weisen auf

erhebliche Propolisgehalte hin.
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8.2 Abstract

Nectar and honeydew collected by the bees contain flavonoids, which are
typical for their plant origin. The profile of the flavonoid fraction therefore connected
to the botanical origin of the raw material could and thus be used for the identification
of honey.

Aim of this thesis was the development of an analytical method for the
separation and detection of flavonoids from honey, based on high performance liquid
chromatography (HPLC) coupled with a coulometric electrode array detector (CEAD)
after accelerated solvent extraction (ASE).

As no satisfactory extraction of the flavonoids from honey could be achieved
with ASE, the extraction method with the nonionic polymeric resin Amberlite XAD-2,
used in most previous studies was employed to isolate the phenolic fraction. Because
of the selectivity of the employed detection method, the usual clean-up step
(extraction with diethylether) was not necessary. The following separation of the
flavonoids was done by reversed phase-HPLC with a gradient elution program with
eluents of 20% methanol in 20 mM phosphate buffer (adjusted to pH 3,2 with o-
phosphoric acid, 85%) and 80% methanol in 20 mM phosphate buffer (pH 3,2 with o-
phosphoric acid, 85%). Detection was done by CEAD at six potentials between +300
und +800 mV. Quantification was carried out by measuring the peak heights. The
intra-day- and inter-day reproducibility of analysing a standard solution (1 mg/L) and
a honey sample (BioOrange) ranged between 1,9 to 4,3% and 3,9 to 7,3 % and
between. 2,6 to 5,8% and 4,3 to 9,9%, respectively.

The LOD (S/N=3) and LOQ (S/N=10) for the flavonoids in a standard solution
ranged between 4 to 18 pg/L and 7 to 45 pg/L, in the honey samples between
1,6 - 8,2 ug/kg und 3,9 - 27 ug/kg respectively. The recovery was determined by
standard addition and was above 96% in fluid honey and above 89% in creamy
honey.

The different honey samples showed diverse flavonoid patterns. It cannot be
stated, that this patterns are typical for different kinds of honey, since only one
sample of each type was tested several times. In some cases, the obtained data
were different to those found in literature, but literature values also vary from one

study to the other. This could be due to the fact that plants produce different amounts
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of flavonoids under distinct environmental circumstances or because of varying
amounts of propolis, which also contains flavonoids, incorporated in honey.
Concentrations of the flavonoids ranged from about 1,5 to 235 pg/100 g honey.
Myricetin could not be detected in any sample. Hesperetin was confirmed as a
marker for citrus honey. Pumpkin and melon honey showed very similar flavonoid
patterns. They are distinguished from other honeys by a high kaempferol content.
High galangin concentrations in cherry blossom, phacelia, dandelion, rosemary and

maple honey indicate considerable propolis amounts in the honey samples.
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8.4 Abkirzungsverzeichnis
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