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Seit Jahrtausenden ist ,Honig” ein Inbegriff fiir ein naturbelassenes und gesundes
Lebensmittel. Dementsprechend erfreut sich Honig auch bei Konsumenten steter Beliebtheit
— gerade in Zeiten, in denen biologische Lebensmittel und eine gesunde Lebensweise
aktueller sind als je zuvor. Einer steigenden Nachfrage steht allerdings ein begrenztes
Angebot gegeniiber, nicht zuletzt auch bedingt durch Bienenerkrankungen. Als Folge
kommen in den internationalen Handel immer ofter Honige, die mit Zuckersirupen gestreckt
wurden und nur durch aufwendige und zeitraubende Analysen entlarvt werden konnen.

Abhilfe schaffen kann nur ein verldsslicher Schnelltest,
der hohere Testzahlen zulisst. Eine solche Methode ist die
magnetische Kernresonanz (Nuclear Magnetic Resonance,
NMR)-Spektroskopie, die bereits routineméfig zur
gerichteten und nicht gerichteten Authentizititspriifung
von Fruchtsiften und Weinen eingesetzt wird. Wir zeigen
hier, dass NMR-Spektroskopie in Verbindung mit einer
entsprechend effizienten Probenvorbereitung eine
vielversprechende Methode fiir eine Schnellanalyse der
Authentizitdt von Honigen ist.

Honig ist nach der Honigverordnung (HonigV), Anlage 1
der ,,...natursiifle Stoff, der von Honigbienen erzeugt
wird. .. “. Aufgrund seiner Bedeutung in der Geschichte
der Menschheit und seiner ungebrochenen Beliebtheit
bei Konsumenten unterliegt Honig einer sehr strengen
Reglementierung innerhalb Deutschlands und der EU.
Unter anderem heifit es in der HonigV, Anl. 2 weiter:
,Honig diirfen keine anderen Stoffe als Honig zugefiigt
werden ... Honig diirfen jedoch keine honigeigenen Stoffe
entzogen werden ...“
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Abb. 1 Absolute Reproduzierbarkeit ist eine Voraussetzung fur Lebensmittel-Profiling:
Ausschnitt (ca. 20 %) aus 72 NMR-Spekiren eines Fruchtsaftes. Selbst kleinste Signale
werden reproduzierbar wiedergefunden. Relative Konzentrationsunterschiede von Inhalts-
stoffen, die zunéchst nicht genauer bekannt sein mussen, kénnen damit die Grundlage
flr Marker fiir die AuthentizitGtspriifung bilden.
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Stark gefragt und begrenzt verfigbar

Der steigenden Nachfrage an Honig stehen aber gravie-
rende Probleme in der Produktion gegeniiber. Hier ist
vor allem die Belastung der Bienenvolker durch die
Varroa-Milbe zu nennen, die in den vergangenen Jahr-
zehnten in weiten Teilen der Welt Imkern grofSe Verluste
an Volkern bereitete [1]. Mit dem steigenden weltweiten
Lebensmittelbedarf ist eine rapide Intensivierung der
Nutzung landwirtschaftlicher Flichen verbunden,

die grofiflachige Monokulturen und den massiven
Einsatz von Insektiziden und Pestiziden einschlieflen.

Es gilt mittlerweile als wahrscheinlich, dass die Kombina-
tion von Varroa, anderen Pathogenen und Chemikalien
fiir die dramatischen Uberwinterungsverluste von teilweise
tiber 80 % verantwortlich ist, die in den vergangenen
Jahren in vielen Regionen beobachtet wurden [2].

Die Folge ist ein Unterangebot an qualitativ hoch-
wertigem Honig, wie er auch in Deutschland besonders
geschitzt wird. Die Deutschen gehdren mit einem
Pro-Kopf-Verbrauch von iiber einem Kilogramm Honig
pro Jahr zu den weltweiten Spitzenverbrauchern [3].

Da der Bedarf aber nur zu etwa einem Viertel aus
heimischer Produktion bestritten werden kann, zdhlt
Deutschland zu den grofiten Honigimporteuren weltweit
[4]. Damit der deutsche Honig auch weiterhin seinem
guten Ruf gerecht werden kann, werden strenge Kontrol-
len durchgefiihrt. Dies betrifft etwa die Bestimmung der
Herkunft und der Reinheit des Honigs.

Beide Qualititsparameter unterliegen seit Kurzem mit
steigender Haufigkeit Verfilschungen. So wurde in den
USA beispielsweise im vergangenen Jahr der sogenannte
,Honey-Gate"-Skandal bekannt, bei dem Honig aus China
in groffem Stil hinsichtlich seiner Herkunft umdeklariert
wurde. Dabei entstand ein kolportierter Steuerschaden
von 180 Mio. US-Dollar [5]. Um den Nachweis der
geografischen Herkunft, der iiblicherweise iiber das
Pollenspektrum gefithrt wird, zu erschweren, werden
Pollen immer haufiger aus dem Honig herausfiltriert.
Noch schwerwiegender sind Verfilschungen von Honig,
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der zu etwa 70 % aus den beiden Zuckern Glucose und
Fructose besteht, mit diversen pflanzlichen Zuckersirupen.
Dabei sind manche Zuckersirupe — etwa jene mit einem
hohen Anteil an Saccharose — vergleichsweise einfach

in Honig nachzuweisen. Fructose-Glucose-Sirupe (FGS)
allerdings, die aus den Hauptbestandteilen des Honigs
bestehen, sind bisher nur sehr schwer — beispielsweise
durch Bestimmung von Isotopenverhiltnissen mittels
Massenspektrometrie — zu erkennen [6]. FGS sind
grofStechnische Produkte fiir die Lebensmittel- und
Getrinkeindustrie, die zu einem Bruchteil des Preises
von Honig zur Verfligung stehen. Verfilschungen dieser
Art sind also besonders lukrativ. Um diesen Entwick-
lungen Einhalt zu gebieten, bedarf es neuer, robuster
Schnelltestverfahren, damit Konsumenten weltweit weiter
auf die Authentizitit von Honig vertrauen konnen.

Schnelle Authentizitatspriifung
mittels NMR-Spektroskopie

Authentizitdtspriifungen konnen etwa anhand von
geeigneten Markern erfolgen. Als Marker wird dabei

in der Regel eine Substanz bezeichnet, deren Vorhan-
densein (oder Fehlen) sich ausschliefSlich mit dem zu
untersuchenden Parameter korrelieren l4sst. So kann
beispielsweise ein erhohter Gehalt bestimmter organischer
Sauren als Indikator fiir eine Verfilschung mit Invert-
zucker dienen. Komplexere Fragen, etwa jene nach der
Provenienz von Lebensmitteln, lassen sich aber nicht
mehr anhand einer einzigen Substanz beantworten. Man
denke etwa an einen Riesling, der an zwei verschiedenen
Orten angebaut wird. Da es sich um genetisch identische
Pflanzen handelt, sind in beiden Fillen auch die gleichen
Inhaltsstoffe in Form der Stoffwechselprodukte (Metabolite)
der Pflanzen zu erwarten. Allerdings fithren Variationen
in Klima und Bodenbeschaffenheit zu relativen Konzen-
trationsunterschieden. Dementsprechend kénnen
systematische Konzentrationsunterschiede verschiedener
Metabolite zu einem Marker fiir beispielsweise die
geografische Herkunft zusammengefasst werden.

Fiir diese Art von Analytik eignen sich spektroskopische
Verfahren, allen voran die NMR-Spektroskopie, eine
Technik, die 4hnlich auch in der Medizin in Form der
Kernspintomografie eingesetzt wird. Bei NMR-Spektro-
skopie wird die Reaktion einer magnetisch aktiven
Atomsorte, zum Beispiel 'H oder 'C, in einem starken
duferen Magnetfeld auf einen Radiofrequenzpuls
gemessen. Aus den resultierenden Signalen lassen sich
Schliisse auf die chemische Umgebung dieser Atome und
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damit auf die Identitét der untersuchten Substanz ziehen.
Hochauflosende NMR-Spektroskopie erlaubt dabei die
Identifizierung und in vielen Fillen auch eine Quanti-
fizierung mehrerer Stoffe in der gleichen Messung.

Damit ist die Methode prédestiniert fiir eine effiziente
Analyse von komplexen Stoffmischungen, wie Lebensmittel
sie darstellen: Im Gegensatz zu etwa chromatografischen
Verfahren ist keine zeitraubende Trennung der Kompo-
nenten einer Mischung erforderlich. Gleichzeitig kann
die Probe ohne chemische Aufbereitung gemessen werden,
das Risiko, Substanzen wihrend der Trennung zu
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Abb. 2 NMR-Spekiren eines FGS (orangefarben), eines Zuckerrlibensirups (violett),

eines Zuckerrohrsirups (rot) und von 46 reinen Honigen. 2a zeigt den Bereich der Zucker-
signale (3,0-5,5ppm chemische Verschiebung; ausgenommen den Bereich des restlichen
Wassersignals um 4,8 ppm). Deutlich sind die Unterschiede von Zuckerriiben- und Zucker-
rohrsirup sowie die Ahnlichkeit von FGS zu Honig zu erkennen. In 2b ist eine VergréBerung des
Bereiches von 0,8 bis 3,0 ppm chemischer Verschiebung zu sehen, der geringer konzentrierte
Substanzen in Honig und Zuckerriibensirup zeigt. Wahrend Zuckerruibensirup auch viele
zusdtzliche Stoffe auBer den Zuckern enthdlt, sind FGS und Zuckerrohrsirup weitgehend frei
von anderen Stoffen.
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verlieren oder zu verschleppen, ist damit minimal oder
gar ganz ausgeschlossen. Ein Alleinstellungsmerkmal

der NMR-Spektroskopie ist die Quantifizierbarkeit von
Signalen mit einer dynamischen Bandbreite von iiber
fiinf Gréfsenordnungen in Verbindung mit der sehr hohen
Reproduzierbarkeit der Methode (Abb. 1). Dadurch wird
es moglich, in einer nur wenige Minuten dauernden
Messung die Signale sehr gering konzentrierter Substanzen
(ppm-Bereich) in Gegenwart stark konzentrierter Verbin-
dungen (%-Bereich) reproduzierbar wiederzufinden.

Somit ist die NMR-Spektroskopie wie derzeit keine andere
Analysentechnik in der Lage, quantitative Inhaltsstoff-
profile von Lebensmitteln zu erstellen und diese mittels
statistischer Verfahren in gerichteter und nicht gerichteter
Weise mit Authentizitdt- und Qualititsparametern zu
korrelieren. Dabei wird in einem ersten Schritt eine
Spektrensammlung von bekannten Proben angelegt.
Mittels statistischer Verfahren kénnen dann neue,
unbekannte Proben durch Vergleich mit dieser Referenz-
datenbank klassifiziert werden. Routineméfige Anwen-
dung findet das Verfahren bereits zum Profiling von
Fruchtsiften und Weinen, wobei sich neben Authenti-
zitdtsparametern wie Sorte, Herkunft, Jahrgang und
Verarbeitung bis zu 50 weitere Qualitdtsparameter in nur
15 min Messzeit quantitativ vollautomatisch erfassen
lassen [7]. Kiirzlich haben wir am Beispiel von Fleisch
gezeigt, dass sich NMR auch zur schnellen Authentizitits-
analytik von festen Lebensmitteln eignet, indem ein
entsprechender Extrakt hergestellt wird [8]. Aber auch
Honig, der aufgrund seiner Zusammensetzung schwierig
zu untersuchen ist, kann mittels NMR-Spektroskopie

im Detail analysiert werden. Unter anderem konnten

wir bereits zeigen, dass sich neben einzelnen Zuckern
und Abbausubstanzen wie 5-Hydroxymethylfurfural
(HMF) sogar der Wassergehalt in der gleichen Messung
bestimmen l4sst [9].

Schnelle, exakte Messungen
erfordern schnelle,
exakte Probenvorbereitung

Bei Messzeiten von etwa 15 min kdnnen an einem
NMR-Spektrometer pro Jahr etwa 20.000 Proben analysiert
werden. Bedingt durch die hohe Reproduzierbarkeit

der Messungen, welche die mafigebliche Grundlage fiir
die Authentizitdtspriifung durch Klassifizierung mittels
statistischer Methoden ist, steigt auch der Aufwand fiir

die Probenvorbereitung im Labor. Durch die geforderte
Prizision — jede Ungenauigkeit bei der Handhabung
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der Probe wiirde unmittelbar die Genauigkeit der Messung
verringern und damit vor allem Signale geringer konzent-
rierter Substanzen im Rauschen verschwinden lassen —
und in Abh4ngigkeit von der Konsistenz der Probe wird
der Aufwand erheblich.

Dies gilt insbesondere auch fiir Honig. Um im Rahmen
der verfiigharen dynamischen Bandbreite reproduzierbare
Spektren zu erhalten, miissen Grammmengen von Honig
auf ein Milligramm genau in einem definierten Volumen
gelost werden. Im Prinzip konnte dies rasch in einem
Mafkolben erfolgen, wire da nicht die zih-pastose
Konsistenz von Honig, die vor allem bei kleinen Mengen
den Einwiegevorgang schwierig und zeitaufwendig
gestaltet. Die Automation dieser Vorgdnge ist daher aus
zweierlei Griinden unabdingbar:
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Abb. 3 Test der PLS-Analysen fir FGS-Verfdlschungen von Honig (in % w/w). Insgesamt
wurden vier unabhdngige Tests, dargestellt in verschiedenen Farben, durchgefuhrt.

3a zeigt die Auffragung der tatsdchlichen Werte gegen die mit PLS gefundenen Werfe.

Die BestimmtheitsmaBe (R?) fiir die gefundenen Korrelationen liegen zwischen 0,95 und
0,99. Die Trendlinien fur die einzelnen Tests sind als farbige Linien dargestellt, die Diagonale
als gestrichelte schwarze Linie. In 3b wird die Abweichungen (in % w/w) der mittels PLS
ermittelien FGS-Konzentrationen von den wahren Werfen gezeigt. Der Mittelwert der Abwei-
chungen aus 24 PLS-Analysen liegt bei —0,18 % (schwarze Linie), der mittlere quadratische
Fehler der PLS-Vorhersage (RMSEP; gestrichelte Linien) betragt 1,8 %.
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Prozesse lassen sich so zum einen beschleunigen, zum
anderen werden Vorginge reproduzierbarer und sicherer,
beispielsweise durch das Eliminieren der personlichen
Varianz bei manuellen Pipettiervorgingen und durch die
Vermeidung von Verwechslungen. Speziell fiir die
Beschleunigung des Einwiegevorganges hat die ALNuMed
GmbH auf das Quantos™-System von Mettler-Toledo
zuriickgegriffen und eine semi-automatische Proben-
vorbereitung geschaffen. Anstatt milligrammgenau eine
definierte Menge Honig in einem volumetrischen Gef4f
vorzulegen, wird eine ungefihre Zielmenge in einem
verschlieSbaren Gefif§ eingewogen. Das Quantos-System
stellt dabei {iber eine Anzeige sicher, dass eine bestimmte
Mindestmenge an Einwaage vorhanden ist, sodass das fiir
die spdtere NMR-Analyse erforderliche Volumen erreicht
wird. Automatisch wird nun die Einwaage auf bis zu fiinf
Stellen exakt ermittelt. Anhand der Stoffeigenschaften
von Honig und dem verwendeten Losungsmittel wird nun
die Menge an Losungsmittel, die fiir die Herstellung einer
entsprechenden volumetrischen Losung erforderlich ist,
errechnet und vollautomatisch gravimetrisch gesteuert
zudosiert. Dieses Vorgehen erlaubt eine Halbierung der
Zeit fiir die Probenpréparation. Vor allem bei hohem
Probenaufkommen zeigt der automatisierte Prozess seine
Vorteile: Proben werden mithilfe eines Barcode-Lesers
zunidchst identifiziert. Systemparameter wie Datum,
Temperatur etc. werden im Laborinformationssystem
genauso automatisch abgelegt wie simtliche Wagepara-
meter. Fehlerquellen wie Probenverwechslungen und
Zahlendreher werden dadurch systematisch minimiert.

Tab. 1 Ergebnisse der Tests der PLS-Analyse von Honigen, die mit verschiedenen Sirupen
gestreckt wurden. Insgesamf standen 24 Proben mit bis zu 25 % w/w Sirupanteil zur
Verfigung. n ist die Zahl der Proben, die vorhergesagt wurden. 24-n Proben wurden fir die
Generierung der PLS-Modelle (Kalibrierung) verwendet. Fur die Tests 1 bis 4 sind der mittlere
quadratische Fehler der Kalibrierung (RMSEC, in % w/w) und der mittlere quadratische Fehler
der Vorhersage (RMSEP, in % w/w) angegeben. Fir die Kreuzvalidierung mit 10 % der Daten
ist der entsprechende RMESP-CV (in % w/w) angegeben.

Test 1

Test 2

Test 3

Test 4

Kreuzvalidierung
10%
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n=7 n=6 n=6
RMSEC: 0,41 % RMSEC: 0,32 % RMSEC: 0,19 %
RMSEP: 1,59 % RMSEP: 1,63 % RMSEP: 3,32 %

n=7 n=6 n=6
RMSEC: 0,41 % RMSEC: 0,38 % RMSEC: 0,14 %
RMSEP: 2,20 % RMSEP: 0,63 % RMSEP: 1,88 %
n=>5 n==6 n=6
RMSEC: 0,51 % RMSEC: 0,34 % RMSEC: 0,09 %
RMSEP: 0,82 % RMSEP: 0,92 % RMSEP: 2,54 %
n=>5 n==6 n==6
RMSEC: 0,35 % RMSEC: 0,29 % RMSEC: 0,24 %
RMSEP: 2,08 % RMSEP: 0,83 % RMSEP: 4,36 %

RMSEP-CV: 2,74 % RMSEP-CV: 1,61 % RMSEP-CV: 4,84 %

Die Verwendung des Quantos-Wegesystems hilft somit
bei der Auslastung des NMR-Spektrometers und steigert
insgesamt die Qualitit des Prozesses bei gleichzeitiger
Reduktion der Kosten.

Nachweis von
Zuckersirupen in Honigen

Im Rahmen einer Machbarkeitsstudie haben wir fiinf
verschiedene Honige — drei verschiedene Waldhonige,
einen Akazienhonig und einen Vielbliitenhonig — mit
jeweils drei Zuckersirupen — einem FGS, einem Zucker-
riibensirup und einem Zuckerrohrsirup — in jeweils vier
verschiedenen Konzentrationen bis zu 25 % (w/w)
verfilscht. Die Proben wurden dann mit dem Quantos-
Wigesystem automatisch vorbereitet, in Wasser gelost,
auf einem Bruker 400 MHz Food-Screener analysiert

und mittels der im AMIX-Softwarepacket implementierten
Partial-Least-Square (PLS)-Methode ausgewertet.

In Abbildung 2 sind die NMR-Spektren der reinen
Zuckersirupe sowie die Spektren reiner Honige dargestellt.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die Zuckersirupe
unterschiedliche Ahnlichkeiten zu den Honigen aufwei-
sen. Wihrend Zuckerrohrsirup, der fast ausschliefllich
aus Saccharose besteht, und Zuckerriibensirup, der
produktionsbedingt eine Vielzahl zusitzlicher Signale
aufweist, sich vergleichsweise deutlich von den Honig-
spektren unterscheiden, enthilt grofStechnisch hergestell-
ter FGS praktisch nur Fructose und Glucose und verfiigt
damit kaum tiber Unterscheidungsmerkmale zu Honig.

Hier schafft tatsdchlich die Anwendung der PLS-Methode
Abhilfe. Mit bekannten Proben werden dabei mathema-
tische Regressionsmodelle erstellt, anhand derer die
Eigenschaften unbekannter Proben vorhergesagt werden
konnen. Fiir diese Studie wurde fiir jeden der verwendeten
Sirupe zunichst ein eigenes Modell erstellt. Um die
Qualitit der erstellten Modelle zu priifen, wurden die
vorhandenen Proben mit bekanntem Verfilschungsgrad
(24 je Sirup) in zwei Gruppen geteilt. Die erste Gruppe,
die zwischen 70 % und 80 % der Proben enthielt,

wurde fiir die Erstellung der statistischen Modelle
verwendet, die verbleibenden Proben wurden anhand
dieser Modelle vorhergesagt und die Abweichung zwischen
Vorhersage und wahrem Wert ermittelt. Dieser Test wurde
fiir jeden Sirup vierfach durchgefiihrt. In Abbildung 3
sind beispielhaft die Ergebnisse der PLS-Analysen fiir FGS
dargestellt, wobei willkiirlich fiinf bis sieben Proben
ausgew4hlt und anhand der mit den verbleibenden

19 bzw. 17 Proben erstellten PLS-Modellen vorhergesagt
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wurden. Die gute Qualitit der Modelle ist klar erkennbar
— selbst Proben mit nur 5 % zugesetztem Fructose-
Glucose-Sirup wurden richtig erkannt.

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse fiir die vier einzelnen
Tests und eine Kreuzvalidierung mit 10 % der Daten
zusammengefasst. Fiir jeden der verwendeten Sirupe
war es moglich, bereits 5% an Zugabe verlisslich
nachzuweisen. Die vorliegende Studie lésst erwarten,
dass bei entsprechendem Ausbau der Methode routine-
méRig Verfilschungen von mindestens 10 % erkannt
werden konnen.

NMR-Spektren enthalten einen hohen Informationsgehalt
tiber Inhaltsstoffe und deren relative Konzentrationsver-
hiltnisse, die letztendlich die Aufdeckung von Sirupzusit-
zen in Honig erlauben. Damit eignet sich die NMR-
Spektroskopie hervorragend fiir einen entsprechenden
Schnelltest. Ein wichtiger Aspekt dabei ist, dass NMR in
der gleichen Messung zusitzlich die Quantifizierung von
qualititsrelevanten Inhaltsstoffen erlaubt und damit zur
Einsparung von Kosten beitragen kann. Automation,

etwa mithilfe des Quantos-Systems, trigt dazu bei,

den Prozess der Probenvorbereitung reproduzierbarer

zu gestalten und die Kosten zu senken.

m s.schwarzinger@unibt.de

Schnelle Vorbereitung von Honigproben fiir die NMR-Analytik: Statt Honig mg-

genau einzuwiegen wird dieser nur grob vorgelegt. Quantos ermittelt die exakte Einwaage
und dosiert automatisch die entsprechende Menge Lésungsmittel zu. Proben kdnnen uber
Barcodes identifiziert werden. Die Methode ist einfach, schnell und reproduzierbar:

sie spart Kosten und erhdht die Qualitat der Analysen.
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