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Analysis of honey — Determination of the content of saccharides fructose, glucose,

saccharose, turanose and maltose — HPLC method

Analyse de miel — Détermination de la teneur en saccharides fructose, glucose,

saccharose, turanose et maltose — Méthode de HPLC

Vorwort

Diese Norm wurde vom NormenausschuB Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte, ArbeitsausschuB “Honig-

untersuchung”, erarbeitet.
Zu den Tabellen 1 bis 5:

Die Werte fur die Wiederholgrenze und die Vergleichgrenze sind aus Ringversuchen gewonnen worden. Sie gelten mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95%. Das bedeutet, daB im Durchschnitt bei 20 Untersuchungen einmal eine Uberschreitung der

angegebenen Werte erwartet werden kann.

1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung des Gehaltes
an den Sacchariden Fructose, Glucose, Saccharose, Tura-
nose und Maltose in Honig fest. Die Norm kann auch zur
Identifizierung weiterer Saccharide und zu deren quantita-
tiver Bestimmung angewendet werden.

2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthalt durch datierte oder undatierte Verwei-
sungen Festlegungen aus anderen Publikationen. Diese nor-
mativen Verweisungen sind an den jeweiligen Stellen im Text
zitiert, und die Publikationen sind nachstehend aufgefiihrt.
Bei datierten Verweisungen gehdren spatere Anderungen
oder Uberarbeitungen dieser Publikationen nur zu dieser
Norm, falls sie durch Anderung oder Uberarbeitung eingear-
beitet sind. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Aus-
gabe der in Bezug genommenen Publikation.

DIN ISO 5725
Prézision von MeBverfahren — Ermittlung der Wiederhol-
und Vergleichprazision von festgelegten MeBverfahren
durch Ringversuche; Identisch mit ISO 5725,
Ausgabe 1986

Kahn, R.; Birett, K.
Merkblatter Gefahrlicher Arbeitsstoffe —
Landsberg/Lech: Ecomed Verlagsgesellschaft mbH. —
Losebl.-Ausg., 15. Erg.-Lfg. 12.1981. Blatt A 05 Aceton-
nitril. — ISBN 3-609-7300-5

3 Definitionen

Unter Gehalt an den Sacchariden Fructose, Glucose, Sac-
charose, Turanose und Maltose ist der mit dem in dieser
Norm festgelegten Verfahren bestimmte Gehalt an diesen
Zuckern zu verstehen. Er wird als Massenanteil in g je 100g
Honig angegeben.

4 Kurzbeschreibung

Aliquote Teile einer wéaBrigen Honigldsung werden durch
einen Membranfilter filtriert. Die Bestimmung der Zucker
erfolgt mit Hilfe der Hochleistungs-Fliissigkeitschromatogra-
phie (HPLC) und anschlieBender IR-Detektion. Die Identifi-
zierung wird anhand der Retentionszeiten, die Quan-
tifizierung nach der Methode des externen Standards Uber
die Peakflachen bzw. Peakhdhen vorgenommen.

5 Chemikalien und Lésungen

Soweit nicht anders angegeben, sind analysenreine Chemi-
kalien zu verwenden. Das Wasser muB3 destilliert oder min-
destens von entsprechender Reinheit sein.

5.1 Methanol, geeignet fir HPLC
5.2 Acetonitril, geeignet fir HPLC

GEFAHR — Bei Acetonitril handelt es sich um einen
geféhrlichen Arbeitsstoff. Es sind die Hinweise zur
Sicherheit in “Merkblatter Gefahrliche Arbeitsstoffe”
unter “Acetonitril” zu beachten.
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5.3 Elutionslésung fiir die HPLC

Es werden 80 Volumenteile Acetonitril nach 5.2 und 20 Volu-
menteile Wasser fir die HPLC gemischt.

Die Elutionslésung muB vor Verwendung entgast werden.

5.4 Standardsubstanzen
— Fructose
— Glucose
— Saccharose
— Turanose
- Maltose

Es konnen andere Standards bei entsprechender Matrix
angesetzt werden.

5.5 Herstellung der Standard-MeBlésung

Es kénnen je nach zu bestimmendem Zucker nachfolgende
Mengen Einwaage zusammen in etwa 40 ml Wasser geldst
und in einen 100-ml-MeBkolben Ubergefiihrt werden. In den
MeBkolben wurden zuvor 25ml Methanol pipettiert. Der
Kolben wird mit Wasser bis zur Marke aufgeflllt.

Fructose:  2,0000¢
Glucose: 1,5000¢g
Saccharose: 0,25009g
Turanose: 0,1500¢g
Maltose: 0,1500¢g

Diese Lésung wird mit Hilfe einer Spritze nach 6.7 und eines
vorgeschalteten Membranfilters nach 6.6 auf Probenflaschen
verteilt.

Bei der Lagerung im Klhlschrank bei 4°C ist die Standard-
MeBIdsung 4 Wochen haltbar. Bei der Lagerung bei —18°C
ist sie 6 Monate verwendbar.

6 Geréte und Hilfsmittel

Ubliches Laboratoriumsgerat, insbesondere Geréte nach 6.1
bis 6.9

6.1 Sieb aus nichtrostendem Stahl, Maschenweite 0,5 mm
6.2 Probenflaschen

6.3 Ultraschallgerit

6.4 MeBkolben, Nennvolumen 100 ml

6.5 Volipipette, Nennvolumen 25 ml

6.6 Membranfilter fir waBrige Ldsungen;
Porenweite 0,45um

6.7 Filterhalter fir Membranfilter mit geeigneter Spritze

6.8 Hochleistungs-Fliissigkeitschromatograph, beste-
hend aus Pumpe, Probenaufgabevorrichtung, IR-De-
tektor, temperierbar auf 30°C, Auswertsystem,
Séulenofen, temperierbar auf 30°C

6.9 Analytische Trennsdule aus Stahll), z.B. Durch-
messer 4,6 mm, Lange 250 mm, Fillung bestehend aus
aminmodifiziertem Siliziumdioxid

7 Probenahme

Bis zum Erscheinen einer in Vorbereitung befindlichen Norm
ist die Probenahme zu vereinbaren. Fur die Untersuchung ist
eine Laboratoriumsprobe von mindestens 200 g zu verwenden.

1) Uber Bezugsquellen gibt Auskunft: NormenausschuB
Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL) im
DIN Deutsches Institut fir Normung e.V., 10772 Berlin
(Hausanschrift: BurggrafenstraBe 6, 10787 Berlin)

8 Durchfithrung
8.1 Probenvorbereitung

8.1.1 Flissiger oder kandierter Honig ohne
Verunreinigungen

Die Laboratoriumsprobe ist durch intensives Rihren (minde-

stens 3 min) ausreichend zu homogenisieren. Dabei ist dar-

auf zu achten, daB — insbesondere bei Weiterverwendung

der Probe zur Bestimmung von Hydroxymethylfurfural (HMF) —

mdglichst wenig Luft mit untergerihrt wird.

8.1.2 Flissiger oder kandierter Honig mit
Verunreinigungen

Nach Entfernung grober Verunreinigungen wird der Honig

bei Raumtemperatur glattgerihrt und durch ein Sieb nach

6.1 gegeben. Kandierter Honig wird mit einem Spatel durch

das Sieb nach 6.1 gerUhrt.

8.1.3 Wabenhonig

Falls die Waben noch geschlossen sind, werden sie
zunichst entdeckelt. Mit Hilfe eines Siebes nach 6.1 wird der
Honig ohne Erwarmung vollstédndig von den Waben getrennt.

8.2 Herstellung der Probenlésung

Es werden 5g Honig in ein Becherglas eingewogen und
ohne Erwarmung in etwa 40 ml Wasser geldst. Die Losung
wird quantitativ in einen 100-ml-MeBkolben Ubergefiihrt, in
den zuvor 25 ml Methanol pipettiert wurde. Der Kolben wird
mit Wasser bis zur Strichmarke aufgefullt. Der Kolbeninhalt
wird Uber einen Membranfilter filtriert und in Probenflaschen
gefillt.

ANMERKUNG: Zur Haltbarkeit siehe 5.5, letzter
Absatz.

8.3 Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie
(HPLC)

Der Hochleistungs-Flussigkeitschromatograph nach 6.8 wird

in Betrieb gesetzt.

Bei Verwendung der Séule nach 6.9 und der Elutionsldsung

nach 5.3 werden die Parameter zweckentsprechend, z.B.

wie folgt dargestellt, gewahilt.
FlieBgeschwindigkeit:
Mobile Phase:

1,3 ml/min
Acetonitril/Wasser-Mischung
(80 :20 Volumenanteile)
Saulentemperatur: (80 £ 1)°C
Injektionsvolumen: 20l
In Bild 1 ist als Beispiel das HPLC-Spektrum der Standard-
MeBIésung dargestellt, das unter den in diesem Abschnitt
genannten Bedingungen gewonnen wurde.
ANMERKUNG: Wenn kein S&ulenofen zur Verfliigung
steht, ist bei Versuchsdurchfihrung bei Raumtem-
peratur eine haufige Eichung mit dem externen Stan-
dard vorzunehmen.

8.4 AQualitativer Nachweis und quantitative
Bestimmung

8.4.1 Qualitativer Nachweis

Der qualitative Nachweis der zu bestimmenden Saccharide

erfolgt durch Vergleich der absoluten Retentionszeiten in der
Probe mit denjenigen der Standardsubstanz.

8.4.2 AQuantitative Bestimmung

Die quantitative Bestimmung erfolgt nach der Methode des
externen Standards durch Integration der Peakflachen bzw.
durch Ermittlung der Peakhéhen, bezogen auf den entspre-
chenden Wert der Standardsubstanzen.

ANMERKUNG: Die MeBlésungen von Probe und
Standard sind in gleichen Volumina zu injizieren.
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