Gaschromatographische Untersuchungen zur Frage
des Honigaromas*
Von
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Mit 1 Abbildung
{ Eingegangen am 10. Dezember 1964 )

Das Aroma von Honigen wurde gaschromatographisch unter-
sucht. Die Trennung wurde auf einer Makro-Golay-Siule (Carbo-
wax 1500 als stationéire Phase) durchgefiithrt. Als Anzeigegerdt
diente ein Flammenionisationsdetektor (FID). Es konnte gezeigt
werden, daB Phenylalanin ein Precursor des artspezifischen
Aromas von Honigen ist.

Aroma components of different honeys were investigated gas-
chromatographically, using a macro Golay column with Carbowax
1500 as stationiary phase and a flame ionisation detector. It
could be shown that phenylalanine is a precursor of the specific
aroma components of honey.

Die Anwendung einer chromatographischen Trennmethode auf die
qualitative und quantitative Mikroanalyse von gasférmigen Stoffen mit
Hilfe eines Gases als Eluierungsmittel wurde zuerst in den Jahren 1946
bis 1950 in Innsbruck durchgefiihrt. 1.2, 3

Schon damals konnte gezeigt werden, daB3

1. bei Verwendung einer Warmelsitfdhigkeitszelle als Detektor die Fliche
unter der angezeigten Zacke der aufgegebenen Substanzmenge proportional

* Herrn Professor Dr. H. Bretschneider zum 60. Geburtstag gewidmet.
1 F. Prior, Dissertat. Univ. Innsbruck, Mai 1947; E. Cremer und F. Prior,
Vortrag auf der Tagung des Vereins Osterr. Chemiker, Linz, Mai 1949; Osterr.
Chemikerztg. 51, 161 (1950), sowie Z. Elektrochem. 55, 66 (1951).

2 R. Miiller, Dissertat. Univ. Innsbruck, Mai 1950; K. Cremer und
R. Mdiller, Vortrag auf dem I. Internat. Mikrochem. Kongre8, Juli 1950;
Microchim. Acta [Wien] 36/37, 553 (1951), Z. Elektrochem. 55, 217 (1951).

3 F. Cremer, Diskussionsbemerkung Hauptversamnmlung d. Deutschen
Bunsen-Ges., Marburg 1950, Z. Elektrochem. 55, 65 (1951).
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war und ein solches Chromatogramm somit fiir die quantitative Analyse
geeignet ist,

2. sich aus den relativen Verzdgerungszeiten einer Substanz und einer
Standardsubstanz eine charakteristische Kenngrofle (Ar)* ermitteln 1iBt,
die die qualitative Analyse ermdoglicht (vgl. Abb. 1 a und 1 b),

3. die Methode besonders als Mikromethode geeignet ist (Anzeigegrenze
der ersten Apparatur war 10-3 g),

4. Trennungen und Analysen, die nach anderen Methoden Stunden oder
Tage dauern wiirden, sich quantitativ und qualitativ in einem Arbeitsgang,
der nur wenige Minuten benétigt, vollziehen lassen.

Anfang 1950 waren neben einigen anorganischen Stoffen bereits eine
Reihe organischer Verbindungen (CoHs, CoH,y, C3Hg, CoH35Cl) untersucht
worden, doch ahnten zu jener Zeit selbst die auf die Methode schwérenden
Bearbeiter nicht, in welchem MaBe 15 Jahre spéter die Gaschromatographic
in die Laboratoriumspraxis eingegangen sein wiirde. Erste in dieser Rich-
tung gegebene Anregungen fielen sogar auf skeptische Ablehnung. Man
befiirchtete irrevegsible Adsorption und Reaktion mit dem Trigermaterial,
ungentigende Reproduzierbarkeit der Werte und vor allem die Launen
der Wirmeleitfihigkeitszelle. Heute ist es gerade diese, die als Detektor
in der organischen Chemie am meisten beniitzt wird.

Die Moglichkeit der Trennung von Aromastoffen wurde auf dem ersten
DECHEMA-Kolloguium iiber Gaschromatographie im Mai 19565 bereits
diskutiert und dort von K. Fisckbeck der Vorschlag gemacht, den sehr
empfindlichen menschlichen oder auch tierischen Geruchssinn als Detektor
zu verwenden®. Diese Anzeigemethode ist jedoch fiir den Beobachter an-
strengend und quantitativ schwer auswertbar. Die Entwicklung der
Golay-Siule, durch die bei stark verringerter Aufgabemenge die Trenn-
schiirfe erhoht wurde, und die Erfindung hochempfindlicher Detektoren
(bis 10-13 g) gestattete schlieBlich eine direkte Untersuchung der Duft-
stoffe.

Seit einigen Jahren beschiftigen wir uns auf Anregung von Herrn
Dr. H. Duisberg, Direktor des Instituts {tir Honigforschung in Bremen,
mit, der gaschromatographischen Analyse der Honigaromen?. Dérrscheidt
und Friedrich® konnten 1962 in einer iiber Honig entnommenen Gas-
probe 31 Komponenten trennen, aber keine davon mit Sicherheit identifi-
zieren,

* Vgl. auch E. Oremer und H. Nonn, Mh. Chem. 95, 910 (1964), sowie
E. Cremer und H. L. Gruber, J. Gas Chromatogr. 3, 8 (1965).

* Vortrag E. Cremer, ref. in E. Cremer und L. Roselius, Angew. Chem.
70, 42 (1958).

¢ L. Roselius, Dissertat. Univ. Innsbruck, Juli 1957, S.32; s. a.: Die
Pyramide 6, 3 (1958).

" W. Dérrscheidt, Dissertat. Univ. Innsbruck, April 1961.

8 W. Dorrscheidt und K. Friedrich, J. Chromatogr. 7, 13 (1962).
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Wir benutzten zur Trennung der Honigaromastoffe eine Makro-
Golay-Sdule, 100 m lang, 1 mm i. D. mit Carbowax 1500 als stationédrer
Phase, bei 50°C und 11 ml/min Ny fiir die niedrig siedenden, bei 136°C
und 32 ml/min N, fiir die hochsiedenden Komponenten. Als Anzeige-
gerdt diente ein Flammenionisationsdetektor. Mit dieser Anordnung
lieflen sich 120 Komponenten trennen, von denen wir iiber die Hélfte
identifizieren konnten®. Das von Merz!0 gefundene und als die charak-
teristische Substanz fiir das Honigaroma angegebene Hydroxymethyl-
furfurol konnte von uns bisher nicht nachgewiesen werden.

Zwei Aroma-Arten sind deutlich voneinander zu unterscheiden: der
artspezifische Typengeruch und der trachtspezifische Spitzengeruch®.
Fiir den Typengeruch scheinen neben Estern als Haupttriger des Aromas
noch Alkohole mitzuentscheiden. Das Gesamtaroma wird durch Ester,
Aldehyde, Ketone, Alkohole und vielleicht auch durch freie Sauren abge-
rundet. Den Hauptanteil in den Chromatogrammen der Aromen stellen
die Alkohole dar. Allgemein werden diese von ihren Oxydationsprodukten,
den Ketonen und Aldehyden, sowie von entsprechenden Estern begleitet.
Diese sind, verglichen mit den Alkoholen, ausschlieBlich in sehr kleinen
Konzentrationen vorhanden, sodal sie gaschromatographisch nicht
immer angezeigt werden kdénnen.

Die art- und trachtspezifischen Aromakomponenten kénnen als ur-
spriingliche Bestandteile der Bliiten von den Bienen eingesammelt werden
und auch durch Gédrung des Honigs entstehen. Hierbei kommt sowohl
alkoholische als auch Aminosduregéirung in Betracht und es kann aus der
gaschromatographischen Analyse der Gérungsprodukte, die im Aroma auf-
treten, auf die im Honig enthaltenen Vorldufer geschlossen werden. Die
Abb. 1a und 1 b zeigen die Aromazusammensetzung eines Mexico-Honigs
im Siedebereich bis zu 130°C vor und nach der Lagerungszeit von einem
Jahr. Es waren wihrend dieser Zeit — neben einer Reihe anderer Kompo-
nenten — vier Alkohole entstanden, die Produkte der Aminosduregirung
sind: Propanol-(1), 3-Methylbutanol-(1), 2-Methylbutanol-(1) und Pen-
tanol-(1).

Durch Tonenaustausch- und Papierchromatographie sind von anderer
Seite12: 13 eine Anzahl entbehrlicher und unentbehrlicher Aminoséduren in
Honigen festgestellt worden, darunter auch Phenylalanin. Dieses wird
aber -— wie :auch andere Aminosduren — nicht immer gefunden.
ATM . Riedmann, Dissertat. Univ. Innsbruck, April 1964, sowie E. Cremer
und M. Riedmann, Z. Naturforsch. 19 b, 76 (1964), und bisher unveréffent-
lichte Messungen.

10 J. H. Merz, J. Apicultural Res. 2, 1/55 (1963).

i1 Fruchtaromen‘‘, Symposium Bern; 1962, Juris-Verlag, Ziirich.

12 4 J. Virtanen und S. Kari, Acta Chem. Scand. 9, 1548 (1955).

13 8, Maeda, A. Mukai, N. Kosugi und. Y. Okada, J. Food Sci. and Technol.
9, 270 (1962).
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Isoleucin, lLeucin,

z-Aminobuttersiure, denen die vier genannten Alkohole entsprechen, kann
Phenylalanin als Precursor von Phenylithylalkohol angesehen werden.

Untersuchungen zur Frage des Honigaromas

In Analogie zu den Aminosiuren Norleucin,

H. 2/1965]

780 Y TOI0go &

(g 1RIS) 0T PUR (¢ JIUI8) €7 URUL 98d] RVIRUISKIZSQY USIAJUD IOP UWY '(T 1w J10iu) wouuideq , (7 j1u jjus
Funnagosegr OK([ ‘yi. 01 U000V I Funyoy 1wq uoygeadsjus 1 oy
Zuelsang Uepuaipoldsuo Jop 9Z88UNIOBQZI0N = Ty

TLOPAUY 19¢} "D 09 190G XeMOQIY) U Ualnuouafmy

FUnIeFRT 19p WO (g FURIAGW I0p 10A (©

O — Y V) U0}e0V Ine ua8ozoq

U598 oyopppuspurg  a0p H0[ sop Sundwilgny :sFIUOF[-00IXOTY $OUIS 3POISBRUIOIY USPUSpSIS Jrapolu iop wnapjadg seyssiydersorewony)) 1 -qav

4
LYEZVE
/4 g

£ /
S S N S
POGLI5 h £ 7

2
Uit i i —_—
Jot7yp [T -

Zrp

JOUBIAG ~ OS] == === mmm o mmm e
L=[OUBOOS —== == = = m e e e

| 1

[
RN
388
AR
LS
R
&
N
NS
.//
~

‘KIVJ'L t
EQR\‘Q\%% ]

P

% nihig o oy Ny
4

™~

Lo

S% A SN S

~

JOUEIAR OS] ===~ mmmmm mm = mmm e =

i —

| S

i f

DR e ™ N



368 E. Cremer u. a.: Untersuchungen zur Frage des Honigaromas

Abb. 1 zeigb 31 verschiedene Komponenten; davon konnten 28 identi-
fiziert werden®.

Von 22 chromatographierten Honigen enthielten 16 Phenyldthylalko-
hol und von diesen 14 auch Benzylalkohol. Die anderen 6 Honige zeigten im
Chromatogramm keine dieser Komponenten und nur in einigen Féllen einen
der Aminosduregirungsalkohole, wie Propanol-(1), Isobutanol, 3-Methyl-
butanol-(1), 2-Methylbutanol-(1), Pentanol-(1). Auch sind sie organolep-
tisch nicht als ,,Honige*zu bezeichnen und im Gesamtaroma &uferst
flach. Dies kann auf Fehlen von Aminosduren, auf Gérungshemmung
oder auf spezifischem Enzymmangel beruhen.

Bei der Oxydation von Phenyldthylalkohol entsteht Phenylessigsdure,
die teilweise mit Methanol und Athanol verestert wird. Daneben entstehen
auch Benzoesiuremethyl- und &thylester, die einen den Phenylessig-
siureestern dhnlichen Geruch haben. Das Estergemisch wird organolep-
tisch von den beiden Alkoholen Phenyldthylalkohol und Benzylalkohol
blumig abgerundet.

Herrn Robert Krimer danken wir fiir die finanzielle Unterstiitzung der
Arbeit und Herrn Dr. Herwarth Duisberg, Leiter des Institutes fiir Honig-
forschung, Bremen, fiir die freundliche Uberlassung der Honigproben.



