Phenylacetaldehyd in Honig — eine Funktion des Phenylalaningehaltes und der

Lagerbedingungen?

Zusammenfassung

In Ausgabe 4/2004 der Stiftung Warentest wurden einige Honige sen-
sorisch abgewertet, wobei dies mit einem ,,erhdhten” Gehalt an Phenyl-
acetaldehyd begriindet wurde. Da diese Substanz als Bienenvertreibungs-
mittel eingesetzt werden kann, um die Honigernte zu erleichtern, wurden
die Gehalte als unerlaubte Riickstdnde interpretiert. Das Vorhandensein
von Phenylacetaldehyd kann jedoch verschiedene Ursachen haben. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von Phenyl-
acetaldehyd im Honig vor allem vom Gehalt der Aminosaure Phenylalanin
sowie von duBeren Faktoren wie Temperatur und Licht beeinflusst wird.
Eine Abwertung eines Honigs nur auf Grundlage des Phenylacetaldehyd-
gehaltes ohne Kenntnis des Phenylalaningehaltes ist daher wissenschaft-
lich nicht haltbar.

Summary

In issue 4/2004, Stiftung Warentest devalued some honey samples due
to an “increased” phenylacetaldehyde content. Phenylacetaldehyde can
be used as a bee repellent to make harvesting of honey easier. Frequently,
the positive results of this substance in honey are due to different
sources. This research project intends to prove that the final content of
phenylacetaldehyde depends on the amino acid phenylalanine and further
factors like temperature and light. Storage tests with specific honey sam-
ples were carried out under different conditions over some weeks, and
the concentrations of phenylacetaldehyde were determined at intervals.
Our results revealed that the findings presented by Stiftung Warentest,
in which the phenylacetaldehyde contents of the honey samples were
shown to be between 1.0-2.6 mg/kg, do not seem to be based on sound
scientific method, especially since they completely ignored the phenylala-
nine contents of the honeys.

Keywords: Honig, Phenylacetaldehyd, Phenylalanin, Bienenvertreibungs-
mittel / Honey, phenylacetaldehyde, phenylalanine, bee repellent

Einleitung

Phenylacetaldehyd ist ein natiirlicher Aromabestandteil
des Honigs, der aus der Aminosdure Phenylalanin auf zwei
verschiedenen Wegen gebildet werden kann'?. Beim enzy-
matischen Abbau erfolgt zuniachst eine Transaminierung
des Phenylalanins zu Phenylbrenztraubensidure mit Hilfe
der Phenylalanin-Amino-Transferase, anschliefend wird
die Phenylbrenztraubensaure durch die Phenylpyruvat-De-
carboxylase in das Phenylacetaldehyd tbergefithrt. Letzte-
res kann dann entweder zu Phenylessigsdure oxidiert (durch
Aldehyd-Dehydrogenase) oder zu Phenylethanol reduziert
werden (durch Alkohol-Dehydrogenase) (s. Abb. 1).
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Abb. 1 Bildungsmechanismus von Phenylacetaldehyd mit Hilfe von Enzymen

Ein anderer Bildungsweg fiir Phenylacetaldehyd aus Phenyl-
alanin ist der Strecker-Abbau. Dabei reagiert das Phenyl-
alanin mit dem aus der Maillard-Reaktion gebildeten o-Di-
keton unter Transaminierung und Decarboxylierung tber
das Aminoketon zum Phenylacetaldehyd (s. Abb. 2). Das
schwach saure Milieu des Honigs und erhohte Tempera-
turen sind Voraussetzung fur den Ablauf dieser Reaktion.
Phenylacetaldehyd kann allerdings auch von Imkern als
Bienenvertreibungsmittel eingesetzt werden, um die Bienen
von den Waben zu vertreiben und somit die Honigernte zu
erleichtern®. Dabei wird Faserstoff mit dieser Substanz be-
netzt und auf den Bienenstock gelegt, woraufhin die Bie-
nen nach wenigen Minuten in den unteren Teil des Stocks
wandern*. Da Phenylacetaldehyd auch auf den Honig tiber-
gehen kann, ist es in einem solchen Fall als Riickstand zu
betrachten.
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Abb. 2 Bildungsmechanismus von Phenylacetaldehyd innerhalb des
Strecker-Abbaus
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Dies fiihrte dazu, dass Stiftung Warentest in der Ausgabe
4/2004 einige Honige aufgrund eines ,,erhohten® Gehalts
(zwischen 1,0 und 2,6 mg/kg) beanstandet hat. Es handelte
sich bei diesen Produkten allesamt um Bliitenhonige aus
Siidamerika, manche enthielten zusitzlich Anteile mittel-
amerikanischer bzw. spanischer Herkunft. Alle beanstande-
ten Honige wurden als ,riickstandsbelastet” eingestuft und
erhielten in der Rubrik Riickstinde die Beurteilung ,,ausrei-
chend (4,5)“ statt ,sehr gut (0,5)“%.

Die aufgrund der Phenylacetaldehydgehalte vorgenom-
menen Abwertungen sind indes nicht schlissig und waren
der Grund dafiir, die Bildung des Phenylacetaldehyds noch
einmal genauer zu betrachten. Dabei sollten die Faktoren
untersucht werden, die den natirlichen Gehalt an Phenyl-
acetaldehyd beeinflussen konnen, und zwar der Gehalt an
Phenylalanin, die Lagertemperatur sowie die Lagerzeit des
Honigs. Die dabei erhaltenen Ergebnisse werden im Fol-
genden vorgestellt.

Material und Methode

Analytik der freien Aminosduren

Probenvorbereitung

10 g Honig werden genau in ein 150-ml-Becherglas einge-
wogen. AnschliefSend fiigt man 2 ml Standardlésung L-Nor-
leucin (67,5 mg/100 ml Aqua bidest.) und ca. 20 ml Aqua
bidest. zu. Mit Hilfe eines Magnetrihrers wird der Honig
gelost und die Losung unter Nachspiilen in einen 100-ml-
Standzylinder ubergefihrt, so dass das Endvolumen exakt
50 ml betrdgt. Dann werden 5 ml 10 %ige Sulfosalicylsdure
zugesetzt, umgeschiittelt und der Standzylinder iber Nacht
in einem Kiihlschrank belassen. Fin Aliquot des Uberstandes
wird bei 13000 U/min 20 min zentrifugiert und von dem
erhaltenen Uberstand ein Aliquot membranfiltriert (0,2 pm,
Sartorius). Anschlieffend wird das Filtrat mit 0,2 M Na-
Citratpuffer (pH = 2,20) im Verhiltnis 1:1 verdiinnt. Zwi-
schen 20 und 100 pl der Losungen werden dann in den
Aminosidureanalysator injiziert und chromatographiert. Die
Auswertung erfolgt tiber einen externen Standard.

Analysenparameter

Gerit: Pharmacia LKB, Alpha Plus

Harz: Kationenaustauscher (Fa. Griining,
Olching), 125 x 4,6 mm PEEK, 5 pm

Fluss: Na-Citratpuffer (16 ml/h), Ninhydrin

(11 ml/h)
Reaktionstemp.: 135 °C

Analytik Phenylacetaldebyd

Headspace-Verfahren®

5 g der Honigprobe werden in ein Headspace-Vial eingewo-
gen. Nach Zugabe von 50 pl des internen Standards (para-
Dichlorbenzol-d4, 1 ng/pl) werden 2 g Natriumchlorid so-
wie 2,5 ml destilliertes Wasser zugegeben. Das verschlossene
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Abb. 3 Massenspektrum von Phenylacetaldehyd

Vial wird fiir 2 h bei 80 °C inkubiert, wodurch der fliichtige
Phenylacetaldehyd in die Gasphase tibergefithrt wird. Von
dieser Gasphase werden 1 ml in die GC/MS injiziert (Va-
rian CD 3800, Varian Saturn 2000 GC/MS?) und auf einer
DB 5-Kapillarsdule (30 m x 0,25 mm, Filmdicke 0,25 pm)
getrennt. Die Auswertung erfolgt tiber einen externen Stan-
dard (Massenspektrum s. Abb. 3).

Analytik und Diskussion

Ergebnisse der Aminosdureanalytik

Alle Proben wurden entsprechend den aufgefithrten Bedin-
gungen analysiert. Das Chromatogramm eines Akazienho-
nigs und eines Lavendelhonigs sind in Abbildung 4 gegen-
ubergestellt. Die Ergebnisse bestitigen Literaturangaben,
dass die Gehalte einzelner freier Aminosauren in Abhiangig-
keit von der Tracht erheblich differieren konnen (Bergner
und Hahn”), Gilbert et al.y, Speer und Montag®, Cometto
et al.'%, Bernal et al.'V). Im Rahmen dieser Arbeit waren
allerdings nur die Gehalte fiir Phenylalanin von Interesse.
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Abb. 4 AS-Chromatogramm von Akazien- und Lavendelhonig
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Tab. 1 Phenylalanin- und Phenylacetaldehydgehalte (mg/kg) ausgewahlter
Honige

Honig Phenylalanin Phenylacetaldehyd zu Beginn
[mg/kg] [mg/kg]
Akazie 26,6 0,2
Tanne <5 0,1
Wildbliite 450 2,0
Lavendel 1369 2,7
14 4
0O Akazienhonig
12 O Zuckersirup
m Wildbliitenhonig
10 4
E
s *
2 4
0 500 1000
Zugabe von Phenylalanin [ppm]

Abb. 5 Dotierung der Proben mit Phenylalanin und entsprechende Messer-
gebnisse fiir Phenylacetaldehyd mit der Headspace-Methode
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Abb. 6 Einfluss der Inkubationstemperatur bei der Headspace-Methode auf
die Menge des gebildeten Phenylacetaldehyds

Die fur die einzelnen Honige ermittelten Phenylalaninge-
halte sowie die Phenylacetaldehyd-Anfangsgehalte sind in
Tabelle 1 zusammengestellt.

Besonders hervorzuheben sind die hohen Phenylalaninge-
halte fur den Wildbluten- und fir den Lavendelhonig. Bei
letzterem wird sogar der Gehalt an Prolin ubertroffen. Ein
solches Ergebnis ist aber nicht ungewohnlich, da auch schon
Hermosin et al.'"? und Cotte'? iber derart hohe Gehalte be-
richtet hatten.
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Phenylacetaldebyd

Headspace-Verfahren

Mit der Headspace-Methode®® wurden neben einem von
der Zuckerzusammensetzung honigihnlichen Sirup ver-
schiedene monoflorale Honige analysiert. Dabei zeigte sich,
dass die Phenylacetaldehydgehalte in starkem MafSe von der
jeweiligen Honigsorte abhingig sind. Lavendelhonige, die
typischerweise reich an Phenylalanin sind, wiesen beispiels-
weise immer einen sehr hohen Gehalt an Phenylacetaldehyd
auf, wohingegen die Konzentrationen fir Akazienhonige
(wenig Phenylalanin) relativ gering waren. Im Sirup wurde
erwartungsgemafs kein Phenylacetaldehyd nachgewiesen.
Um den Auswirkungen des Phenylalanins auf den Gehalt an
Phenylacetaldehyd zu dokumentieren, wurden die Proben
mit Phenylalanin dotiert. Wie erwartet, stiegen mit zuneh-
mender Phenylalaninkonzentration auch die gemessenen
Gehalte an Phenylacetaldehyd an (s. Abb. 5).

Allerdings fiel auf, dass die Inkubationstemperatur einen
Einfluss auf die Menge des gebildeten Phenylacetaldehyds
hatte (s. Abb. 6). Damit ist die gewihlte Headspace-Me-
thode zur Erfassung des Phenylacetaldehydgehaltes fir Ho-
nige nicht geeignet, da sich aus Phenylalanin wihrend der
Inkubationszeit bereits Phenylacetaldehyd bildet. Dies kann
eindeutig aus den Ergebnissen fir den mit Phenylalanin do-
tierten Sirup abgeleitet werden.

Extraktionsmethode

Daher wurde eine alternative Methode zur Bestimmung die-
ser Substanz in Anlehnung an Timmroth und Speer'® entwi-
ckelt. Der Honig wird in Wasser gelost und dann mit tBME
(tert.-Butylmethylether) bei Raumtemperatur extrahiert.
Nach Einengung des Extraktes wird dieser mit GC/MS ana-
lysiert. Durch die schonende Aufarbeitung (keine Warme-
behandlung) wird eine Bildung von Phenylacetaldehyd bei
der Probenvorbereitung verhindert (s. Abb. 7).

Die Validierungsdaten mit Wiederfindungen zwischen 80 und
90 % (s. Abb. 8) und einem Korrelationskoeffzienten von
0,997 (s. Abb. 9) belegen die Zuverlassigkeit dieser Methode.

Einfluss unterschiedlicher Lagerparameter auf den Phenyl-
acetaldebydgehalt

Mit der entwickelten Analytik sollten nun verschiedene
Parameter untersucht werden, die den Gehalt an Phenyl-
acetaldehyd beeinflussen diirften. Da die Gehalte, wie oben
gezeigt, maflgeblich vom Phenylalaningehalt des jeweiligen
Honigs abhingen, wurden zunichst nur einige wenige Ho-
nige auf ihren Phenylalaningehalt untersucht. Analysiert
wurden ein Akazienhonig aus Rumainien, ein Tannenhonig
aus Polen, ein Wildbliitenhonig aus Mexiko/Yucatan und ein
Lavendelhonig aus Frankreich. Es handelte sich damit um
Honige, die recht unterschiedliche Gehalte an Phenylalanin
aufweisen sollten (Hermosin et al.'? und Cotte et al.'?). So
fanden Coite et al. beispielsweise in Tannenhonigen einen
mittleren Gehalt an Phenylalanin von 5,5 mg/kg, hingegen
in Lavendelhonigen durchschnittlich 1152,8 mg/kg.
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Lagerungsversuche

In weitergehenden Untersuchungen sollte nun geklirt wer-
den, inwieweit ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen
dem Gehalt an Phenylacetaldehyd eines Honigs und seinem
Gehalt an Phenylalanin besteht und inwiefern sich die Kon-
zentration des Phenylacetaldehyds im Laufe einer Lagerung
in Abhingigkeit der gewihlten Bedingungen verdndert.
Dazu wurden die beiden in groflerer Menge vorliegenden
Honige, Akazie und Wildblute, sowie ein honigihnlicher
Zuckersirup in reiner Form und mit 250 mg/kg Phenylala-
nin dotiert vergleichend analysiert.

Jede der vier Proben wurde auf jeweils drei Gefifse aufge-
teilt. Je ein Gefafs wurde im Dunkeln bei Raumtemperatur
(22°C) gelagert, eines bei erhohter Temperatur (39 °C) und
eines unter UV-Licht unter Nutzung einer Pflanzenlicht-
lampe bei 22 °C. Die erhohte Temperatur und das UV-Licht
sollten dabei Bedingungen simulieren, wie sie beim Lagern
abgefullter Ware allgemein oder in wirmeren Gebieten,
auch in offenen Fassern, sowie bei lingerem Transport vor-
herrschen konnen.

In definierten Abstinden wurden iiber einen Zeitraum von
14 Wochen Proben entnommen und der Gehalt an Phenyl-
acetaldehyd mit der oben beschriebenen Extraktionsme-
thode in Doppelbestimmung analysiert

Wie zu erwarten war, konnte zu Beginn der Untersuchungen
weder im reinen noch im mit Phenylalanin dotierten Sirup
Phenylacetaldehyd nachgewiesen werden. Der Akazien-
honig enthielt hingegen 0,2 mg/kg, der Wildblitenhonig so-
gar 2,7 mg/kg. Auch hier zeigt sich, dass die Gehalte mafs-
geblich durch die unterschiedlichen Phenylalaningehalte
(Tab. 1) beeinflusst werden.

Dass Phenylalanin in Phenylacetaldehyd umgewandelt
wird, ldsst sich eindrucksvoll am dotierten Zuckersirup
belegen. War zu Beginn des Experiments noch kein Phe-
nylacetaldehyd nachzuweisen, stieg die Konzentration mit
zunehmender Lagerungszeit zunachst stetig an. Schon nach
zwei Wochen wurden Gehalte von 0,6 mg/kg (bei Raum-
temperatur) bzw. 2,8 mg/kg (bei 39 °C und unter UV-Licht)
gemessen.

In den Lagerungsversuchen konnte ferner aufgezeigt wer-
den, dass die Konzentrationen an Phenylacetaldehyd (mit
Ausnahme des reinen Zuckersirups) im Dunkeln bei Raum-
temperatur nur schwach, bei erhohter Temperatur und un-
ter UV-Einwirkung zum Teil aber erheblich verandert wer-
den (s. Abb. 10), ein deutliches Zeichen fiir enzymatische
und/oder beginnende Strecker-Reaktionen.

Sowohl der Akazienhonig als auch der Wildblitenhonig
zeigten ein dhnliches Verhalten. Bei beiden Honigen stieg
die jeweilige Konzentration an Phenylacetaldehyd zunichst
iber zwei Wochen an, um danach allerdings wieder abzu-
fallen. Daraus kann gefolgert werden, dass Folgereaktionen
ablaufen, die zu einer Verminderung des nachweisbaren
freien Phenylacetaldehyds fuhren. Diese Komponenten wer-
den zurzeit isoliert und charakterisiert.
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Abb. 7 Vergleich der Chromatogramme von Headspace- (oben) und Extrakti-
onsmethode (unten) bei einem mit Phenylalanin dotierten Zuckersirup
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Abb. 8 Wiederfindungen von Phenylacetaldehyd-Messungen mit der
Extraktionsmethode (Konzentration 1,2 mg/kg)
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Abb. 9 Linearitdt von Phenylacetaldehyd-Messungen mit der Extraktions-
methode
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A Lagerung unter
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Fazit

Die von Stiftung Warentest 2004 untersuchten Honige ha-
ben aufgrund ihrer Herkunft von der Ernte bis zur Ankunft
in Deutschland eine Lager- und Transportzeit von durch-
schnittlich zwei Monaten hinter sich'. Die Lagerung erfolgt
in Fassern bei ortsiiblichen Temperaturen, der Transport
wird dann in ungekiihlten Containern (per Schiff) durch-
gefiihrt. Anhand der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
wurde eindeutig aufgezeigt, dass Honige wahrend der La-
gerzeit und des Transports erhebliche Anderungen in ihren
Phenylacetaldehydgehalten erfahren konnen. Als ganz ent-
scheidend fiir die Phenylacetaldehydgehalte hatte sich der
natiirliche Phenylalaningehalt eines Honigs herausgestellt.
Unter Zugrundelegung der vorgestellten Ergebnisse durfte
daher die Aussage, dass Phenylacetaldehyd in den festgestell-
ten Konzentrationen (1,0-2,6 mg/kg) bei den von Stiftung
Warentest untersuchten Proben als Bienenvertreibungsmit-
tel eingesetzt wurde und somit als Riickstand anzusehen ist,
nicht getroffen werden. Dies gilt um so mehr, solange weder
die Gehalte an Phenylalanin noch die dufleren Bedingungen,
denen die Honige ausgesetzt waren, bekannt sind.
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