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analyse

viel Erfahrung, Uber + unterreprasent. Pollen

[ Pollen- ]

Analytik von
* Proteinen (Enzymatik)
* Aminosauren
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Probenorganisation
5xZuckerfiitterung 40xAkazie

1x Amorfa
1x Avocado

9xBuchweizen

9xWeildtanne
5xUImo

27xWal
xele 4xCalluna 1x Erbeerbaum
35xThymian 8xErica
Eucal
21xTanne 39xEucalyptus

1xHimbeer

4xKaffee
41xSonnenblume
1xSalbei
20xRosmarin 2xKoriander
/ 3xKornblume
1xRhododendron
1xRewarewa 23xLavendel
2xl_eatherwood
10xPinie -> breite
1xOregano 6xLitchi . . .
15x0Orange 3xL6we%tat|St|SChe BﬂSlS
2xMinze 8xMesquitel 7xManuka
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Enzymatik | — saure Phosphatase

NO,
NO, NO,
Phosphatase Sistierlésung
40°C, pH =44 pH=9,5
= =
O\P’OH _
// ~ OH O
o) OH

A =405 nm

Methodik orientiert sich an:
»Herkunft und Charakterisierung der Honig-Phosphatasen®, Jurgen Siegler,
Dissertation an der Universitat Stuttgart, 1985
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Enzymatik Il — Glucose-Oxidase vs. Katalase

OQ/H OQ/OH
H——0H Glucose-Oxidase H——0H
HO——H 40°C, pH = 6,1 HO——H
H—r—OH H—r—OH
H——OH H——OH
CH,OH CH,OH
FAD FADH,
H,0, &402 NH, NH
l OCH34 | OCHj,
Peroxidase
H,0, + _Peroxidase __ [
OCH3 @\OCHs
Katalase NH, N|H
H202 40 C, EH = 6,1; HZO + 02

A =405 nm
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Enzymatik Il — Analytik von Glucose-Oxidase

OQ/H O§/OH
H——OH Glucose-Oxidase H——OH
HO——H 40°C, pH = 6,1 HO——H
H——OH H—r—OH
H—r—OH H——OH
CH,OH CH,OH

NH,

l OCH3, | OCHj,
|

V }o(atalase NH, ||
H,0, 40°C, pH = 6,1 H0 + O, NH

A =405 nm
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Enzymatik Il — Analytik von Glucose-Oxidase
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Enzymatik Il — Analytik von Katalase

OQ/H OQ/OH
Glucose-Oxidase H——0H
40°C, pH = 6,1 HO——H
H—r—OH
H——OH
CH,OH CH,OH
FAD FADH,

Katalase

H,0, 4LC.PH=61-  H o4 O,
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Enzymatik Il — Analytik von Katalase
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Enzymatik Il — Analytik von Katalase
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Enzymatik Il — Analytik von Katalase
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Weitere Parameter im ,,Enzymscreening“

CH,OH

NO, NO,
HO O] Saccharase Sistierldsung
©/ 40°C, pH 6,0 pH 9,5
(0]
OH OH ;
(0]

Saccharase (Invertase) A =405 nm

: i Proteingehalt nach Bradford
Diastase (q-AmyIase) °
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Methodenentwicklung

- Bestimmung aller Parameter erfolgt photometrisch

- Messung aus einer verdinnten Honiglosung
- MGSSUHQ mit ARAA (Automatic random access analyzer)
—> erfolgreiche Methodenvalidierung

- Messung aller Proben (n > 500)

(theoretische Gesamtinkubationszeit von 286 Arbeitstagen)
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Ergebnisse Enzymatik |

n = 507 Median

Diastase DZ 20
Saccharase U/kg 74
saure

Phosphatase e 4,9
Katalase U/kg 1,55
Glucose-

Oxidase e 1
Protein mg/kg 518
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0 1 T
Sortenhonig Buchweizenhonig
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Cluster von
uchweizenhonig

0O Buchweizen
® Calluna-Heide
& Frica-Heide
¥ Mischhl(te
#® Akazie

Citrus
I Linde

107

PCA2: 85% Phosphatase, 74% Protein

PCA1: 76% GlucOxidase, 75% Diastase, 75% Saccharase
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O Buchweizen
® Calluna-Heide
4 Frica-Heide
® Mischhlite
*® Akazie

Citrus
I Linde

PCA2: 85% Phosphatase, 74% Protein

2 -1 0 1 2 3 4
PCA1: 76% GlucOxidase, 75% Diastase, 75% Saccharase
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Analytik von Aminosauren

- vielfaltige Methoden publiziert

« Aminosaureanalysator
« HPLC / LC-MS (diverse Derivatisierungsmittel)
« GC-MS (diverse Derivatisierungsmittel)

* Literatur zu Sortendifferenzierung

< eng begrenzter Sortenumfang
< geringer Probenumfang
< wenig vergleichbar, da verschiedene Parameter
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Aminosaure-Derivatisierung

R4 - o Ry
)\/ O RT, 3-Picolin /”\ o
OH —_
HNT T + SN0 N -2 HCl, CO, O 'NH o|
-Hcl -Co,
L) S
N NN OH N~ 0O OV\
0 NHJYA o 0~ NH O| \[Ol/

Reaktion mit n-Propylchloroformiat*

* Nozal, Ma.J., Bernal, J.L., Toribio, M.L., Diego, J.C., Ruiz, A.,
Journal of Chrom. A, 1047 (2004), S.137-146
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100 pL
Reagenz

100 pL
Reagenz
+ Schiitteln
+2 min bei
10.000 U/min
zentrifugieren

50 uL Probe
+interner Std. 1 min Derivatisierungszeit

¢ Phasentrennung

in 100 pL
Lsg.-mittel
aufnehmen

- abnehmen und
| |8 '; bis zur Trockne}

abblasen !
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Ergebnisse Aminosaureanalytik | -
Hauptkomponentenanalytik
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Ergebnisse Aminosaureanalytik Il
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Ergebnisse Aminoséureanalytik 1]

Phenvylpropanoid-Stoffwechsel HO 20
H,N
(@]
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% \ OH
(@]
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Charakterisierung von Sortenhonigen mittels Markern

* Honigenzyme
* Analytik einfach und schnell durchfihrbar

« Aminosauren
* Analytik in Kombination mit Metaboliten durchfGhrbar

« Kombination mit weiteren Analysen (Flavonoide...)
* Problem Bezugspunkt: ,,reiner“ Sortenhonig

-> Festlegung von Grenzkriterien
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Forschungskreis der Ernahrungsindustrie e.V.
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