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Hydroxymethyl-furiurol in Honig

1. Mitteilung:
Quantitative Bestimmung und Umwandlung des Hydroxymethyl-furfurols

Von E. Romann und M. Staub

(Aus dem kantonalen Laboratorium Ziirich)

Veranlassung zu dieser Arbeit gab der Umstand, dass auslandische Honige
aus tropischen und subtropischen Gegenden hohere Gehalte an Hydroxymethyl-
furfurol (HMF) aufweisen als inlindische Honige. Es stellt sich dabei die I'rage,
ob ein hoherer Gehalt an HMF auf klimatische Verhéltnisse, auf die Behandlung
des Honigs oder auf einen allfdlligen Zusatz von Invertzucker zurtickzufiithren
ist.

Zunachst unterzogen wir die Methode zur Bestimmung des HMF einer
kritischen Priiffung, wobei einige recht interessante Beobachtungen gemacht
wurden, die fiir die Beurteilung von Honigen berticksichtigt werden miussen.

Bildung und Vorkommen des 5-Hydroxymethyl-furfurols

HMF ist eine langsam in natiirlichen und kiinstlichen sauren Losungen und
Konzentraten von Zuckern sich bildende Begleitsubstanz. Die Menge des dabei
vorkommenden HMF ist von den entsprechenden Lagerungs- und Behandlungs-
bedingungen abhangig. Im besonderen sind an der Bildung von HMF Hexosen
wie Glucose, Fructose, Mannose und Sorbose ') beteiligt. Ketohexosen wiederum
zeigen dabei eine erhohte Reaktionsfahigkeit und ergeben eine grossere Aus-
beute an HMF als Aldohexosen 2)27). Die Bildung des HMF aus Hexosen wird
als eine sdurekatalysierte Enolisierungs-Dehydratisierungsreaktion angesehen,
die bei der Fructose direkt unter Erhaltung des Furanoseringes?) iiber das
Enol IT (Schema I) verlauft, wiahrend bei der Glucose das Endiol I als erstes
Zwischenprodukt betrachtet wird #). Obwohl auch andere Mechanismen disku-
tierbar sind ®), bleibt die Tatsache, dass aus 2,5-Anhydro-furanosen mit verd.
Mineralsdure dusserst leicht Furfurole gebildet werden?). In Invertzuckermi-
schungen stammt das eventuell vorhandene HMF hauptsachlich von der Fruc-
tose.

Zur Wirkung der Sdaure mag entgegengehalten werden, dass die sdurefreie,
reine wasserige Losung von Glucose in 5stindiger Behandlung bei 100 Grad
ebenfalls HMF bildet 11)27). Bei dieser Temperatur ist jedoch eine, die Reaktion
verursachende Spur von Wasserstoffprotonen, die durch geringe Enolisierung
oder Hydratisierung der Aldehydgruppe entstehen kénnen, nicht ausgeschlossen.

Praparativ lasst sich HMF in 54prozentiger Ausbeute aus Glucose gewin-
nen *). Im folgenden seien einige uns interessierende Vorkommen des HMF in
reinen Zuckerlosungen, natiirlichen Konzentraten und in Bienenhonig vermerkt.

44



—
CHOH
j CHOH HO OH
HCOH | N
‘ COH
HOCH | e }
[ (CHOH)s
HCOH | & N\
‘ CH:20H HOCHz= CHOH
B ———= 2
| r
CH:=0H
D-Glucose I 1T
|
CHiOH //// |
|
HOCllﬂ Y
HOCH et
| 0
i ]
I
HC
| HOCH: ©”  'CHO
CH:0H
D-Fructose HMF

Schema 1

Vollstindig reine Zuckerlosungen haben ein UV-Spektrum mit sehr geringer
Absorption zwischen 240 und 300 my. Langere Zeit gelagerte Zucker, kaufliche
Saccharose und natiirliche Fruchtkonzentrate sind jedoch meistens mit ihren
Abbauprodukten verunreinigt, die im UV erkennbar sind. Die Entstehung von
HMF in schwach sauren Losungen von reinen Zuckern lasst erkennen, dass die
Menge des gebildeten HMF und die hdufig damit verbundene Braunung einer-
seits mit steigendem pH, anderseits mit zunehmender Temperatur wachst. 6 9)!!)
27). Glucose und Fructose sind in Losung bei einem pH von 3-4 relativ bestandig,
wobei auch die Zersetzung zu HMF ein Minimum erreicht 1?)3°)24)27). Ebenso ist
die Bildungsgeschwindigkeit des HMF bei der Verwendung von organischen
Séduren davon abhidngig, welche Sdaure eingesetzt wird. So ergibt die Losung von
Fructose beim Erwdrmen mit Oxalsaure die grosste Anreicherung an HMFE,
wahrend dies bei der Glucose mit Weinsdaure der Fall ist b). In Uebereinstim-
mung mit diesen Befunden an reinen Zuckern stehen auch die Untersuchungen
mit natiirlichen Fruchtkonzentraten 23)13)25-28) wobei festgestellt wurde, dass an-
wesende Metallionen die Bildung von HMF nicht beeinflussen, wohl aber die
Braunung. Ebenso ist der Gehalt der Kunsthonige an HMF recht gross ), sofern
sie z.B. aus Saccharose durch Erwarmen mit wenig Mineralsaure hergestellt
wurden. Endlich sei auf den uns besonders interessierenden Bienenhonig hinge-
wiesen, der je nach Behandlung und je nach Alter ) iiberhaupt kein oder nur
geringe Mengen HMF enthalt 6-8)15)25), Darauf werden wir spater eintreten.
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Chemische Eigenschaften des 5-Hydroxymethyl-furfurols

Gerade im Hinblick auf Honige, die normalerweise keinen oder nur einen
geringen Gehalt an HMF aufweisen, scheint es unseres Erachtens durchaus
wichtig, Reaktionen und Umwandlungen des HMF selbst in Betracht zu ziehen.
Die Bildungsgeschwindigkeit des HMF in Honigen bei Zimmertemperatur ist
sehr langsam. Die Menge des wirklich gebildeten HMF kann aber unter nor-
malen Verhiltnissen grosser als der analytisch erfassbare Anteil sein, wenn
mogliche Abbaureaktionen in vergleichbarer Reaktionsgeschwindigkeit zur Ent-
stehung ablaufen. Bei der grossen Instabilitat der ungesattigten Aldehyde lassen
sich folgende Reaktionen des im Honig gebildeten HMF in Erwiagung ziehen.

1. Reaktionen, die zu hohermokularen Produkten fiihren

a) Maillard-Reaktion

Dieser Reaktionstypus ist in ausfihrlicher Abhandlung von G. P. Ellis %)
bearbeitet worden. Man versteht darunter die Kondensationsreaktion freier
Aminogruppen von Aminosauren, Peptiden und Proteinen mit den glucosidi-
schen Zentren der Zucker. Aus dem Schema II ist die Moglichkeit ersichtlich,
dass an Stelle der Zucker das reaktionsfahigere HMF treten und damit abgebaut
werden kann. Die Maillardreaktion (oft auch nichtenzymatische Braunung ge-
nannt) ist vielfach von komplexen Reaktionen unter Bildung von braunen Pig-
menten und Polymeren gefolgt 2*). Deshalb steht die Braunfarbung der Honige
oft in direktem Zusammenhang mit dem Gehalt an Aminosduren und Proteinen.
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J. E. Schade, G. L. Marsh und ]. E. Eckert '5) fanden in ihren eingehenden
Untersuchungen tiber die Abnahme der Diastaseaktivitat und die Zunahme des
HMF-Gehaltes beim Erwidrmen von Honigen, dass eine wesentliche Zunahme
des HMF erst dann eintrat, wenn die Diastaseaktivitat schon stark abgenommen
hatte. Auf Grund weiterer Ergebnisse vertreten sie die Ansicht, die Bildung des
HMF beim Erwarmen sei umso grosser, je héher der urspriingliche Gehalt an
HMF gewesen sei. Wenn dieses letztere Postulat richtig ist, dann konnen die
beiden Befunde durchaus dahin gedeutet werden, dass vor allem beim Erwarmen
von Honigen ein erster Anteil des gebildeten HMF fir die Absittigung der
reaktivsten Zentren gewisser Inhaltsstoffe, inklusive der Diastase, verbraucht
wird. Fir die Diastase ist es dann wahrscheinlich gleichbedeutend mit Inakti-
vierung. Eine Aktivierung der HMF-Bildung durch bereits vonhandenes HMF
ist aber kaum wahrscheinlich.

Interessanterweise sei hier noch die Darstellung von kinstlichem Honig-
geruch erwdhnt, der durch Kochen der Lésungen von Glucose, Fructose und
Galactose mit Phenylalanin oder Tyrosin erhalten wird 7).

b) Aldol-Kondensation, Polymerisation

Entsprechend der Maillard-Reaktion kann HMF Aldolkondensationen ein-
gehen. Lasst man anderseits reines HMF dem Lichte oder der Luft ausgesetzt,
so stellt man bald Polymerisation unter Braunfarbung fest. Die Braunung von
Zuckern, (Caramelisierung, nichtenzymatische Braunung), vorab in sauren Me-
dien, ist in letzter Zeit haufig untersucht worden. Sie beruht meistens auf der
primaren Bildung von HMF, das dann in sekundarer Reaktion mit sich selbst
oder mit Zuckern braune Kondensations-Polymerisationsprodukte bildet.

2. Abbau des HMF zu Laevulinsiure- Ameisenséiure

Der Abbau von Hexosen zu Laevulinsdure-Ameisensaure erfolgt nur iiber
HMF als Zwischenprodukt *¥)21). Laevulinsdure kann aus HMF direkt in 80pro-
zentiger Ausbeute gewonnen werden '8).
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In betrachtlicher Menge wird Laevulinsdure aus Hexosen mit starker Mine-
ralsaure und in der Wérme gebildet ©)21)22), Im UV 12) weist die Saure ein breites
Maximum bei 270 my. auf, mit einer schwachen molaren Extinktion ¢ von nur 25.
Gelagerte Glucose zeigt im UV ebenfalls ein schwaches Maximum bei ca. 265 muy.
Prift man die UV-Spektren von 2prozentigen wisserigen Honiglosungen, so
stellt man ebenfalls eine schwache Absorption bei 265 bis 270 my. fest, was ein
Hinweis auf Laevulinsaure sein kénnte (Abb. 1). Auf chemischem Wege haben
wir jedoch bis jetzt in Honigen keine Laevulinsdure nachweisen konnen.
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Abbildung 1

UV-Spektrum der wasserigen Analysenlésungen von Bienenhonig. Kurve 1: 2prozentige
geklarte, wisserige Honiglosung. Kurve 2: Dieselbe Losung nach 6stiindiger Extraktion
mit Aether. Kurve 3: Aetherextrakt nach Verdampfen des Aethers und Losen des Riick-
standes in Wasser.

8. Oxydation zu 5-Hydroxymethyl-brenzschleimsdure und-Umlagerung zu
5-Methyl-brenzschleimsdiure

Aldehyde lassen sich leicht zu den entsprechenden Carbonsduren oxydieren.
Lasst man HMF in verdinnten wisserigen Losungen an der Luft stehen, so wird
die Aldehydgruppe durch die Einwirkung des gelosten Sauerstoffes und der
Kohlensdaure oxydiert ?). In eigenen Versuchen liessen wir neutrale wasserige
Losungen von reinem HMF (50-100 mg HMF/1) unter Stickstoff im Dunkeln
bei 20 Grad stehen. Diese Losungen zeigten wdhrend 2 Monaten nicht die
geringste Veranderung des im UV ermittelten Gehaltes an HMF (Abb. 2, Kurve
1). Lasst man dagegen Losungen gleicher Konzentration unter gleichen Bedin-
gungen an der Luft (offener Messkolben) stehen, so verschwindet innerhalb von
30 bis 45 Tagen (Abb. 2, Kurve 2) die gesamte Menge an HMF und man erhalt
in gut 90prozentiger Ausbeute die entsprechende 5-Hydroxymethylbrenzschleim-
saure (Schema III). Die Oxydationsgeschwindigkeit scheint von der Konzentra-
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tion des HMF und der in die Losung hineindiffundierenden Menge Sauerstoff
abhangig zu sein '2)%7), wiahrend fiir die Auslésung der Reaktion eine Spur Saure,
in diesem Fall Kohlensaure, notig ist.

Des weitern liessen wir verdinnte wasserige Losungen von HMF, die mit
Citrat- oder Phosphatpuffern auf einem pH von 4-5 eingestellt worden waren,
teils an der Luft, teils unter Stickstoff stehen. In denjenigen Losungen, die mit
der Luft in Kontakt standen, verschwand im UV die Extinktion bei 284 mp.
innerhalb von 30 Tagen (Abb. 2, Kurve 3), und man erhielt das typische 5-
Hydroxymethyl-brenzschleimsaure-Spektrum. Zu unserer grossen Ueberraschung
konnte der genau gleiche Reaktionsverlauf (Abb. 2, Kurve 4) auch in solchen
Losungen festgestellt werden, die fest verschlossen unter Stickstoff aufbewahrt
worden waren. Das UV-Spektrum der Endlésung wies ebenfalls ein A max  von
251 my. auf. Dennoch hatte unter Abwesenheit von irgendwelchen oxydierenden
Reagenzien keine 5-Hydroxymethyl-brenzschleimsaure gebildet werden konnen.
Wahrscheinlich handelt es sich hier um eine saurekatalysierte, intramolekulare
«Allylumlagerung», wie sie elektronentheoretisch im Schéma IV dargestellt ist.

— e l ’ 0
| ; : | i ) , I ( =
I | H®, H:0 | /’ 11 x | ‘ 4 o
N . RS |
ock: ©° cHo HC - @ -c——oH ;c&f?\o//\"c//
\ ' | | ; [
P | |
HMF I ' T
-
)

CHs 9 COOH

5-Methyl-brenzschleimsdure

Schema IV

Darnach steht das HMF mit dem Hydrat I im Gleichgewicht, aus welchem
durch einfache Wasserabspaltung die Verbindung II entsteht. Durch Wanderung
des Wasserstoffprotons der einen Hydroxylgruppe zur Methylengruppe und
entsprechender Verschiebung der Doppelbindungen bildet sich die 5-Methyl-
brenzschleimsdure. Diese weist die gleiche Oxydationsstufe wie das urspriingliche
HMF auf.

Diese Umlagerung von Allylaldehyd zur Saure ist pH-abhangig; denn in
einer entsprechenden, mit Salzsdure auf pH 2,6 eingestellten, wasserigen HMF -
Losung hatte die Extinktion bei 284 mu nach 80 Tagen erst um 40 Prozent ab-
genommen (Abb. 2, Kurve 5).
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Abbildung 2

Verhalten des HMF in verdiinnten, wisserigen Losungen (Extinktion bei 284 my. in
Funktion der Zeit). Kurve 1: Neutrale Losung unter Na; Kurve 2: Reines Wasser in
Kontakt mit der Luft: Kurve 8: Mit Citratpuffer, pH 5, unter N2; Kurve 4: Mit Citrat-
puffer, pH5, in Kontakt mit der Luft; Kurve 5: HCL, pH 2,6, unter No.

Die Oxydation des HMF zur 5-Hydroxymethyl-brenzschleimsaure ist deshalb
eine weitere mogliche Abbaureaktion im Honig.

Das Verhalten reiner chemischer Verbindungen sowie deren Reaktionsver-
lauf in verdiinnten Losungen sind nicht ohne starke Vorbehalte auf das kom-
plexe, experimentell oft schwer erfassbare Verhalten konzentrierter Zucker-
l6sungen ibertragbar. Trotz dem ungefdhr 14 bis 20 Prozent betragenden
Wassergehalt im Honig ist dieses Wasser infolge der grossen Anhdufung von
Hydroxylgruppen im Zucker durch Assoziation stark «gebunden» und steht
damit kaum als Losungsmittel im iiblichen Sinn zur Verfiigung. Noch schwieri-
ger wird die Beurteilung, wenn bei teilweiser Kristallisation des Honigs (Kan-
dieren) reaktive Zentren der Verbindungen im Kristallgefiige blockiert und
damit wahrscheinlich jeder Reaktion entzogen sind.

Der wirkliche Verlauf der erwiahnten Reaktionen im Honig selbst ist auch
nur im Naturprodukt direkt richtig erkennbar. Da diese Untersuchungen einige
Zeit beanspruchen, werden wir in einem spateren Zeitpunkt dariiber berichten.

Qualitative und quantitative Bestimmung der HMF im Honig
a) Qualitativ

Auf die vielen Arbeiten und Hinweise in der Literatur !3), {iber den von
]. Fiehe '39) gefundenen Nachweis von HMF mit Resorcin-Salzsaure, wollen wir
hier nicht eintreten. In eigenen Versuchen stellen wir fest, dass 5 wg reines
HMF, das in einer Porzellanschale aus aetherischer Losung nach dem Konzen-
trieren auf ca. 1 cm? eingedunstet wurde, eine eindeutige kirschrote Farbung
mit Resorcin-Salzsdure ergab.
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Die Aetherextrakte * inlindischer Honige sowie solcher Honige, denen man
kiinstlich HMF zugesetzt hatte, ergaben erst bei einem Gehalt von mindestens
0,8 bis 1 mg HMF pro 100 g Honig einen eindeutigen Fiche-Test, was auch von
andern Autoren gefunden worden ist 15). Zentralamerikanische Honige zeigten
jedoch selbst bei hoheren Gehalten an HMF oft keine einwandfreie Fiehe-
Reaktion, da diese durch betrdchtliche Mengen mitextrahierter Wachse und Oele
gestort wurde. Bei allen Honigen mit positivem Fiehe-Test liess sich in der
quantitativen Analyse eindeutig HMF bestimmen. Entgegen andern Angaben %)
ermittelten wir beim hellroten 2,4-Dinitrophenylhydrazon des HMF nach vier-
maligem Umbkristallisieren aus Chloroform-Aethanol einen scharfen Schmelz-
punkt von 223,5 bis 224 Grad. Die Analyse dieses Produktes stimmte auf die
Formel Ci2H100sN4**. Das in der Literatur angegebene Produkt von 197 bis 200
Grad ist wahrscheinlich ein Gemisch der syn- und anti-Form des Hydrazons, in
Analogie zu den gleichen Derivaten des Furfurols.

b) Quantitative Bestimmung des 5-Hydroxymethyl-furfurols

Die quantitative Erfassung des HMF in Honigen, die auf der Bildung von
Derivaten, auf papierchromatographischen 2°), oder auf kolorimetrischen Bestim-
mungen beruht ¥)'%b), ziehen wir hier nicht in Betracht, da diese Methoden fiir
die Bestimmung der uns interessierenden kleinen Anteile HMF im Honig oft
ungenau sind. Wir beschrankten uns auf UV-spektroskopische Messungen, wie
sie fur Honig schon des oftern angewandt worden waren %-8)15), Das UV-
Spektrum des HMF 12) weist ein starkes Maximum bei 284 my (¢=16 700) und
ein kleineres Maximum bei 230 my. (e =3100) auf, wahrend bei 245 my. (¢=1700)
ein Minimum festzustellen ist ***.

Im UV-Spektrum von 2prozentigen wasserigen HMF-freien Honiglosungen
(Abb. 1, Kurve 1) ist meistens eine breite schwache Absorptionsbande zwischen
260 und 275 my. zu erkennen, wahrend die Kurve bei 230 bis 240 my. steil an-
steigt. Die Form dieser Absorptionskurve ist fiir alle Honige ungefahr gleich,
jedoch konnen die absoluten Extinktionswerte betrdachtlich schwanken. Enthalt
nun ein Honig HMF, so ist dessen Absorptionskurve dem Grundspektrum addi-
tiv uberlagert, was von verschiedenen Autoren 68)'%2) ausgewertet wurde. Bei
der Ueberprifung der Bestimmung nach O.Wsinkler ®) fanden wir jedoch, dass
vor allem bei der Ermittlung kleiner Mengen HMF betrichtliche Unterschiede

*10 g Honig dreimal mit je 20 ml Aether in der Reibschale wahrend 4 Minuten
verrieben. Der Aether wurde bei gelindem Erwarmen verdunstet.

** Ausgefthrt von W. Manser, organ.-chem. Institut ETH.

#%% Zu unseren eigenen Messungen wurde das rohe kdufliche HMF (Fluka AG, Buchs,
St.Gallen) auf einem Filterpapier von anhaftender Flissigkeit befreit und zweimal am
Hochvakuum destilliert. Wir erhielten im UV die oben angegebenen Werte.
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zum effektiven Gehalt auftraten und zwar deshalb, weil bei der Berechnung aus
dem Grundspektrum verschiedener HMF-freier Honige nach der Formel:
Faes E25 + Eses 0
2

bei unseren Befunden nicht null, sondern ein negativer Wert erhalten wurde.
Dadurch erhielten wir immer zu tiefe Analysenwerte. Wir versuchten deshalb
das HMF aus dem Honig zu isolieren. Versuche mit 2prozentigen Zuckerlésungen
hatten ergeben, dass kiinstlich zugesetztes HMF quantitativ durch mehrstiindiges
Extrahieren mit Aether in einem Kutscher-Steudel-Apparat zuriickgewonnen
werden konnte.

Fiir die HMF-Bestimmung im Honig bewiéhrte sich das im experimentellen
Teil ndher beschriebene Verfahren. Darnach filtrierte man zuerst die 2prozen-
tige neutralisierte * Honiglosung durch einen feinen Celit- oder Glaspulver-
filter, wobei eine vollig klare gelbliche Losung erhalten wurde. Nachdem diese
Lésung bei 284 my gemessen worden war, extrahierte man sie wiahrend 7 Stun-
den im Kutscher-Steudel-Apparat mit Aether. Die extrahierte Honiglosung
wurde von gelostem Aether befreit und nochmals bei 284 mp. gemessen. Diese
beiden bei 284 myu gemessenen Extinktionswerte vor und nach der Extraktion
sind massgebend fiir die eine der beiden unten angegebenen Berechnungen des
HMF-Gehaltes. Die aetherische Extraktionslosung befreite man durch Destil-
lation von der Hauptmenge des Losungsmittels und sog den Rest schonend am
Vakuum ab. Den Rickstand l6ste man in einem zur urspriinglich angewandten
Honiglésung aequivalenten Volumen Wasser. Die so erhaltene Losung mass
man wiederum im UV bei 244, 284 und 324 my (Abb. 1, Kurve 3).

Berechnung

Die Ermittlung des HMF-Gehaltes von Honigen beruht auf der genauen
Berechnung der wirklichen Extinktion des HMF bei dessen X max von 284 mu.
in teilweiser Anlehnung an die Methode von O.W:inkler %) und mit Hilfe der
molaren Extinktion ¢, die fiir HMF 16 700 betrigt.

E HMF ¢ = Mol/Liter
oy 284 E = Optische Dichte (Extinktion)
-1 8 — Molare Extinktion
1 = Schichtdicke in cm (meist = [)

Die wasserigen Losungen der Aetherextrakte verschiedenster reiner neutrali-
sierter Honige wiesen im UV keine ausgepragte Bande, sondern eine schwach
geneigte Gerade auf (Abb. 1, Kurve 3). Die Absorptionskurve des allfallig vor-
handenen HMF ist dieser Geraden additiv iberlagert. Fiir die letztere gilt die
Formel

* Ohne Neutralisation wurde mit Aether eine variable Menge von im UV absorbie-
renden Substanzen, vorab Sauren extrahiert.
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k
Esg + Ea44 _0
2

Die bei 324 my. gemessene Extinktion liegt immer auf dieser Geraden, da die
Absorption des HMF bei dieser Wellenldnge praktisch null ist. Die ermittelte
Extinktion bei 244 my. setzt sich aus derjenigen der Fremdsubstanzen und aus
der Absorption des HMF zusammen. Letztere betragt hier rund /10 der Absorp-
tion bei 284 my, womit folgende Korrektur fiir die annahernd genaue Berechnung

des Ek244 anzubringen ist:

E g4 —

g g
e E3s + E
Eaus ES44 1o By — ——= 5 244

k = korrigiert g = gemessen

Daraus ergibt sich fiir die gesuchte Extinktion des HMF bei 284 mu.:

84 T
2

k
[ HMF ES, ESs + Eau

Wie wir in mehrfachen Versuchen mit kiinstlichem Zusatz von HMF zu Honigen
ermittelten, gibt diese Methode genaue Werte bis zu Gehalten von ca. 8 mg

HMF pro 100 g Honig (Tab. 1).

Tabelle 1
mg HMF/100 g Honig Bestimmung aus Besgﬁ?;;ler:lgz B
S zugegeben HAﬁgﬁrggmkﬁ p vor Extr.— nach Extr.
e 8 FOE . | Bagy E)g4
1 0 0,24 1,30
2 1,08 115 2,20
3 1,36 1,81 3,20
4 2.04 1,84 1,82
5 3,10 2,90 3,21
6 4,08 3,82 5,1
7 4,20 4,51 4,72
8 6,80 6,35 7.40
9 8,16 6,96 8,3
10 10,8 8,5 10,4
11 13,6 12,5 14,3
12 16,4 15,4 17,4
13 15,0 14,5 16.0
14 21,6 — 21:0
15 21,2 24,2 2:751
16 32,4 29.0 33,0
17 40,8 38.4 39,9
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Bei hoheren Anteilen an HMF erhielten wir oft zu geringe Analysenwerte.
In diesem Fall fithrte eine zweite Methode zum Ziele, indem die Extinktion der
neutralisierten und klar filtrierten 2prozentigen Honiglosung vor und nach der
Extraktion (wie oben beschrieben) bei 284 my gemessen wurde. Die Differenz

der beiden Extinktionen ergab direkt das gesuchte ESME Wie aus der Tab. 1
ersichtlich ist, erzielte man bei Mengen von uber 7 mg HMF pro 100 g Honig
eine gute Uebereinstimmung mit den wirklichen Werten. Der Vorteil der Me-
thode liegt darin, dass der HMF-Gehalt nach erfolgter Extraktion und Messung
auf die eine oder auf beide Arten berechnet werden kann.

Praktischer Teil
Arbeitsweise zur Bestimmung des 5-Hydroxymethyl-furfurols in Bienenhonig

Reagenzien:

Reiner destillierter Aether

0,1 n-NaOH
Celit- oder feinstes Glaspulver.

Durchfithrung:

5 g Honig * werden genau eingewogen und in einem 250 ml Messkolben mit
ca. 200 ml destilliertem Wasser gelost. Dann neutralisiert man mit 0,1 n-NaOH
auf pH = 7 (neutrales Azolithminpapier) und fullt bis zur Marke auf. Mit eini-
gen ml dieser Honiglésung wird nun auf einer Glasfilternutsche (G4) ein kleines
Celit- oder Glaspulverfilter vorbereitet und anschliessend wird filtriert, wobei
die ersten 20 ml Filtrat zurtickgegossen werden. Das Filtrat ergibt die Lisung A.
200 ml der vollig klaren Losung A werden in einem gentigend grossen Kutscher-
Steudel-Extraktionsgefdss wahrend 7 Stunden mit Aether extrahiert, wobei man
in den Destillationskolben ca. 400 ml reiner Aether vorlegt. Im Rest der Losung
A bestimmt man im UV-Spektroskop die Extinktion bei 284 my.. (1-cm-Cuvette**,
gegen Wasser). Nach beendeter Extraktion dekantiert man die im Extraktions-
gefass iiberstehende Aetherschicht in den Destillationskolben. Von der verblei-
benden extrahierten Honiglosung werden ca. 40 ml in einem Erlenmeyerkolben
mit einem Siedesteinchen versetzt und wahrend 15 Minuten auf dem Wasserbad
bei 50 Grad unter 6fterem Umschiitteln vom gel6sten Aether befreit. Dies ergibt
die Losung B, von welcher nach dem Abkihlen ebenfalls die Extinktion bei
284 my. gemessen wird (1-cm-Cuvette). Die aetherische Extraktlosung trocknet

* Es ist durchaus moglich, nur 1 g Honig zu analysieren unter sinngemasser Vermin-
derung der tibrigen Volumina.

** Da es bei den Bestimmungen oft auf geringe Extinktionsunterschiede ankommt,
sind vorsichtigerweise die Blindwerte der mit Wasser gefillten Cuvetten untereinander
zu bestimmen und eventuelle Abweichungen bei den einzelnen Messungen zu bertick-
sichtigen.
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man mit ca. 40 g wasserfreiem Natriumsulfat, filtriert ab und entfernt durch
Destillation die Hauptmenge des Aethers. Am Schluss sollten ca. 50 ml Aether
verbleiben, die man schonend unter gelindem Erwarmen am Wasserstrahl-
vakuum absaugt. Sobald aller Aether verdampft ist, wird der Riickstand sofort
in Wasser aufgenommen und in mehreren Portionen in einen 200 ml Messkolben
tibergesptilt. Diese Losung C wird wiederum in der 1 cm-Cuvette * bei 244, 284
und 324 my gemessen.

Aus den in allen drei Losungen ermittelten Extinktionen berechnet man nun
nach den beiden im theoretischen Teil angegebenen Formeln die wirkliche, dem
HMF zukommende Extinktion.

1. Aus den 3 Messungen der wasserigen Losung C und der Extinktion (Ezsa)
der Losung A nach den Formeln auf den Seiten 52 und 53.

2. Aus der Differenz der gemessenen Extinktionswerte (Fesa) der Losungen A
und B.

Sind die beiden E%fF—Werte ermittelt, so werden die Konzentrationen der
Lésungen an HMFE aus der molaren Extinktion berechnet

Vit 1= femee= |
C —
18 EHMF — 16700

Mol
1

Aus der molaren Konzentration berechnet sich die Menge HMF pro Liter:

G = g HMF/1
Mol. Gew. von HMF = 126,1

Werden genau 5 g Honig in 250 ml Wasser gelost, so bedeuten nach obiger
Berechnung 5 G die Menge HMF in g pro 100 g Honig.

Bei Gehalten von ca. 6 bis 10 mg HMF in 100 g Honig sind beide Berech-
nungsmethoden zuldssig. Bei geringeren Mengen HMF ist nur die Berechnung 1
aus den Messwerten der Losung A und C, bei héheren Gehalten dagegen nur die
Berechnung 2 aus den Messwerten der Losungen A und B anwendbar.

Bei Kunsthonigen mit einem normalerweise wesentlich héheren Gehalt an
HMF sollen nur 1 g bis 2 g des zu untersuchenden Produktes eingewogen werden.

G =1c¢-126,1

Darstellung von 2,4-Dinitrophenylhydrazon des 5-Hydroxymethyl-furfurols

10 g 2,4-Dinitrophenylhydrazin werden in ca. 200 ml Methanol aufge-
schwemmt und mit 4,5 ml HCI conc. versetzt. Man schiittelt gut durch und lasst
tber Nacht stehen. Dann wird abfiltriert.

Etwa 100 mg HMF werden in 1 ml Methanol gelost und mit ca. 8 ml des
oben angegebenen Reagens versetzt. Man lédsst einige Stunden bei 20 Grad
stehen, filtriert ab und kristallisiert aus Chloroform-Aethanol um.

* Bei nur geringer Absorption eventuell auch in der 3-cm-Cuvette.
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4 mal umkristallisiert: hellrote Nadeln
konst. Smp. von 223,5 bis 224 Grad (korr.)

Analyse: Ci2H10O6sNa

ber.
gef.

C 47,069, H 3,309, N 18,309/,
C 46,80, H 3,649, N 18,379/,

UV-Spektrum: (Feinsprit)

Amax 220-221 mp, =16 500
Amax 301-302 mp, == 9900
Amax 392-393 my, =29 800

Uerhalten von 5-Hydroxymethyl-furfurol in verdiinnten wdisserigen Losungen

1.

In neutraler wasseriger Losung unter Stickstoff aufbewahrt.

17 mg reinstes HMF * 16st man in 250 ml neutralem ausgekochtem lonen-
austauscherwasser und bewahrt die Losung im Dunkeln unter Stickstoff bei
Zimmertemperatur in einem gut verschlossenen Kolben auf. Nach je vier
Tagen entnimmt man Proben, die nach zehnfacher Verdiinnung im UV bei
284 my. gemessen werden. Nach jeder Probeentnahme sptilt man den Kolben
sorgfaltig mit Stickstoff. Nach 60 Tagen war nicht die geringste Abnahme
der bei A max von 284 my. gemessenen Extinktion festzustellen. Dies bedeutet,
dass 5-Hydroxymethyl-furfurol in véllig neutraler wasseriger Losung unter
Sauerstoffausschluss im Dunkeln kaum eine Verdnderung erleidet.

(Abb. 2, Kurve 1)

Im offenen Gefass aufbewahrt.

16,5 g reinstes HMF loste man in 250 ml dest. neutralem Wasser und liess
diese Losung im offenen Messkolben im Dunkeln bei Zimmertemperatur
stehen. Die jeweiligen Proben wurden wiederum im UV bei 284 my gemes-
sen. Nach 23 Tagen war die Extinktion auf die Halfte abgesunken, nach ca.
50 Tagen betrug sie praktisch null (Abb. II, Kurve 2). Das Kurvenbild des
UV-Spektrums der neugebildeten Substanz (A max 251 my, e=10900) war
praktisch demjenigen einer wasserigen Losung von reiner 5-Hydroxymethyl-
brenzschleimsdure (A max 251 my, e=12 100) gleich. Wie aus der molaren
Extinktion geschlossen werden kann, war also das HMF durch die in die
Losung hineindiffundierende Kohlensdaure und den Sauerstoff zu 90 Prozent
zur 5-Hydroxymethyl-brenzschleimsaure oxydiert worden.

Einen vollig ahnlichen Verlauf nahm die Umwandlung des HMF, wenn man
die Losungen, mit einem Citratpuffer (pH ca. 5,0) versetzte und sie entweder
an der Luft (Abb. II, Kurve 4) oder unter Stickstoff im Dunkeln (Abb. II,
Kurve 3) aufbewahrte.
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4. FEine Losung von 25,3 mg HMF in 250 ml Wasser wurde mit Phosphorsaure
auf einen pH von 4,6 angesduert und verschlossen unter Stickstoff im Dun-
keln aufbewahrt. Nach 15 Tagen war die Extinktion bei 284 mu auf null
gesunken.

5. Eine weitere Probe (29 mg HMF in 250 ml Wasser) sauerte man mit HCI
auf pH 2,7 und bewahrte die Losung unter Stickstoff auf. Die Extinktion bei
284 my. war nach 30 Tagen um 10 Prozent, nach 80 Tagen um 40 Prozent des
urspriinglichen Wertes gesunken (Abb. I, Kurve 5).

Zusammenfassung

Da Honige in der Regel kein oder nur wenig Hydroxymethyl-furfurol aufweisen,
wurde untersucht, welchen Einfluss Umwandlungs- und Abbaureaktionen dieses Kérpers
auf den tatsachlichen Gehalt austiben koénnten, Dabei wurden die Maillard-Reaktion,
die Aldol-Kondensation und die Polymerisation in Betracht gezogen. Der Abbau bis zur
Laevulinsaure konnte noch nicht nachgewiesen werden, wird aber noch naher geprift.

Es konnte die Oxydation des Hydroxymethyl-furfurols zu Hydroxymethyl-brenz-
schleimsdure und die Umlagerung zu 5-Methyl-brenzschleimsdure beobachtet werden.
Dieser Reaktionsverlauf muss noch naher geprift werden. Die Bildung von Hydroxy-
methyl-furfurol in Honigen ist ein recht komplizierter Vorgang.

Beschrieben wurde ferner die quantitative Extraktion von Hydroxymethyl-furfurol.
Die quantitative Bestimmung mit Hilfe der Extinktion wird unter Berticksichtigung der
storenden Stoffe bereinigt. Vorgesehen sind Versuche iiber Bildung und Abbau von
Hydroxymethyl-furfurol bei verschiedenen Temperaturen und verschiedenen pH in
Honigen, sowie tber die Abhangigkeit der Bildungsgeschwindigkeit von der urspriing-
lich vorhandenen Menge.

Résume

Les miels ne contenant, en régle générale, pas ou peu d’hydroxyméthyl-furfurol
(HMF), on a examiné l'influence que peuvent exercer les réactions de transformation et
de dégradation de ce corps sur sa teneur effective. La réaction de Maillard, la conden-
sation aldolique et la polymérisation ont été examinées. La dégradation jusqu’a l'acide
lévulique n’a pu encore étre prouvée mais fera I'objet d'un examen plus poussé.

On a observé que HMF peut s’oxyder en acide hydroxy-méthyl-pyromucique et
qu’il peut se transposer en acide 5-méthylpyromucique. Ce processus devra étre encore
examiné¢ de plus prés. La formation de HMF dans les miels représente un processus tres
complexe.

On décrit I'extraction et le dosage quantitatifs de HMF, ce dernier se faisant par la
mesure du coefficient d’extinction de ses solutions, compte tenu des impuretés génantes.

Summary

Description of a procedure for the quantitative extraction and determination of
hydroxymethylfurfurol (HMF), the latter by measure of the extinction of its solutions.

The mechanism of the transformation and degradation of HMF has been studied
and it has been found that HMF may give hydroxymethylpyromucic acid by oxydation
and 5-methylpyromucic acid by transposition.
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