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1 Einleitung

1.1 Abstract

Aufgrund des starken Anstiegs an antibiotikaresistenten Bakterienarten werden
naturliche Stoffe zur Behandlung von Infektionen immer wichtiger. Medizinischer Honig,
insbesondere Manuka Honig, wird aufgrund seiner nattrlichen antibakteriellen Wirkung,
ausgehend vom Molekul Methylglyoxal (MGO), bereits als Arzneimittel verwendet. Bislang
wurde die antiseptische Wirkung herkdmmlicher (Schweizer) Honige nur wenig erforscht,
weshalb nicht bekannt ist, ob inldndische Produkte mit Manuka Honig vergleichbare
Eigenschaften aufweisen. Ziel dieser Arbeit ist es, die Ursachen fur eine allfallige
antibakterielle Wirkung von ausgewahlten, lokalen Honigsorten zu identifizieren und
ferner experimentell zu prifen, ob in einem Schweizer Honig die von MGO ausgehende
Wirkung und die in den meisten Honigen vorkommende peroxide Aktivitdt kombiniert
werden kdnnen. Um die Mechanismen hinter der antibakteriellen Wirkung einzelner
Honigsorten zu ermitteln, wurden mitverschiedenen lokalen Honigen Agardiffusionstests
durchgefuhrt. Ausserdem wurde in einem Langzeitexperiment versucht, die MGO-
Produktion in Schweizer Honig kunstlich anzuregen. Sortenreiner Rapshonig sowie ein
Blitenhonig, dessen Pollen von verschiedenen Pflanzenarten stammen (Hard Honig),
erwiesen sich als effizient gegen das Testbakterium. Die vom Hard Honig ausgehende
Wirkung basiert auf dem im Honig enthaltenen Wasserstoffperoxid. Die Ursache fur die
Wirkung von Rapshonig konnte nicht identifiziert werden. Innerhalb einer Zeitspanne von
sechs Wochen konnte in Raps- sowie Hard Honig die Herstellung von MGO kunstlich
angeregt werden. Wahrend die Konzentration von MGO im Hard Honig nach drei Wochen
wieder zu sinken begann, stieg diese in Rapshonig weiter an. Somit ist ein moglicher
Synergismus verschiedener Wirkmechanismen in einem lokalen Honig prinzipiell
realisierbar und kénnte sowohl aus 6konomischer als auch 6kologischer Sicht sinnvoll
sein.
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1.2 Disclaimer

Die Experimente in dieser Arbeit wurden teilweise am Labor der Kantonsschule Hohe
Promenade durchgefuhrt. Dabei wurde moglichst steril gearbeitet, es besteht jedoch
keine Garantie auf vollstandige Sterilitat.

Fur die Versuche in dieser Arbeit stand ausschliesslich das grampositive Bakterium
Bacillus subtilis zur Verfigung. In den meisten Studien wurde jedoch das gramnegative
Bakterium Escherichia coli sowie das grampositive Bakterium Staphylococcus aureus
verwendet. Sowohl die Interpretationen als auch die Diskussion beziehen sich auf die
selbst ausgeflUhrten Experimente mit B. subtilis, wahrend die Theorie haufig auf
Ergebnissen aus Versuchen mit E. coli und S. aureus basiert. Unterschiede in der
Reaktion der Bakterien auf die verwendeten Honige sowie in der Interpretation der
Ergebnisse sind daher nicht auszuschliessen.

Seite | 2



2 Theorie

2.1 Geschichte und Zusammensetzung von Honig
Allgemeines tiber Honig

Honig ist eine natirliche Substanz, die schon seit mehreren Jahrhunderten als Stssmittel
und Lebensmittelkonservierungsmittel dient und bereits zur Zeit der Alten Agypter zu
therapeutischen Zwecken verwendet wurde. Die medizinische Anwendung von Honig
reichte damals schon von Wundauflagen bis hin zur Behandlung von Atemwegs-
erkrankungen (1). Die Westliche Honigbiene (Apis mellifera) sammelt entweder Honigtau
oder Blutennektar und transportiert diese Ressourcen zu ihrem Bienenstock, wo sie dann
zu Honig umgewandelt werden (2). Dieser Prozess umfasst sowohl die enzymatische
Umwandlung und Konzentration der Zucker als auch die Dehydrierung beziehungsweise
das Trocknen des Honigs (3). Honig kann aus uber 200 verschiedenen Stoffen bestehen,
wobei die Zusammensetzung jedes Honigs individuell ist und von einer Vielzahl Faktoren
abhangt (2). Sowohl die Art(en) der Blume, aus der der Nektar gewonnen wird, als auch
die geografische Lage, das Klima, die Jahreszeit und die Bienen, die in der
Honigproduktion involviert sind, haben einen Einfluss darauf, wie sich der Honig am Ende
zusammensetzt, welche Farbe und welchen Geschmack er hat. Auch wahrend der
Verarbeitung und der Lagerung des Honigs kann sich seine Zusammensetzung weiter
verandern (3).

Zusammensetzung von Honig

Die Uber 200 Stoffe im Honig lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen.
Grosstenteils besteht Honig aus verschiedenen Zuckerarten. In 100 g eines
herkdmmlichen Honigs machen die Kohlenhydrate insgesamt ca. % der Masse aus. Dabei
ist die Zuckersorte Fruktose am meisten vertreten, gefolgt von der Glukose, der Maltose
und der Saccharose. Der hohe Anteil an Kohlenhydraten ist auch der Grund fur die starke
Viskositat von Honig. Der Wasseranteil macht ungefahr 20% der gesamten Masse aus,
wahrend die Gesamtmasse der anderen Substanzen wie Aminosauren, Proteine, Enzyme,
Mineralien und Vitamine bei ca. 1 g liegt (3). Im Honig sind ebenfalls Flavonoide,
Phenolsauren und Antioxidanten enthalten (2).

Die im Honig beinhaltenen Enzyme stammen hauptsachlich aus Pollen, dem Nektar und
den Bienen selbst. Letztere fugen die Enzyme wahrend der Umwandlung des Nektars in
Honig aus ihrem eigenen Magen hinzu. Drei der wichtigsten Enzyme im Honig sind die
Alpha-Glukose Oxidase, die Katalase sowie die Invertase. Alpha-Glucose-Oxidase wird
dem Honig aus der Futtersaftdrise des Bienenmagens hinzugefligt (4), wahrend die
Katalase grosstenteils aus Pollenkdrnern stammt (5). Die beiden Enzyme spielen eine
zentrale Rolle in der Herstellung von Wasserstoffperoxid (H20,). Die Alpha-Glucose-
Oxidase ist verantwortlich fur die Produktion von H.O,, wahrend die Katalase als deren
Gegenspieler fungiert, indem sie das Wasserstoffperoxid wieder abbaut (4). Die Invertase
aus dem Honig wird dem Nektar von der Biene selbst in Form von Sekreten aus der
Speicheldrlise hinzugegeben. Das Enzym ist mehrheitlich an der Umwandlung von
Saccharose in Fruktose und Glukose beteiligt (6).
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Die detaillierte Analyse der Bestandteile aller in dieser Arbeit verwendeten Honigsorten
wurde den zeitlichen und technischen Rahmen sprengen, weshalb von den eingangs
erwahnten Inhaltsstoffen ausgegangen wird.

2.2 Antibakterielle Wirkung von Honig
Aktueller Stand

Aufgrund der zunehmenden Resistenz von Bakterien gegen Antibiotika werden nattrlich
vorkommende Stoffe mit antibakterieller Wirkung immer wichtiger in der Medizin und der
Arzneimittelentwicklung. Es hat sich gezeigt, dass einige Krauter, Pflanzenextrakte, Ole
und Honige gegen eine Reihe von bakteriellen Infektionen und Entziindungszustande
wirksam sind. Viele dieser Substanzen zeigen ahnliche Wirkungsmechanismen wie
Antibiotika indem sie teilweise die Zellwand der Bakterien beschadigen und die
Proteinsynthese innerhalb der Krankheitserreger einschranken (7). Man hofft deshalb,
dass solche natlrlichen Stoffe zuklnftig Antibiotika in ihrer antibakteriellen Wirkung
verstarken konnen, indem sie in Kombination mit herkdbmmlichen Medikamenten
verwendet werden, oder, dass sie als Alternative gegen resistente Bakterien verwendet
werden koénnen. Die Wirksamkeit von Honig ist besonders in den Bereichen der
Wundheilung und der Behandlung von Verbrennungsverletzungen bekannt (7). Deshalb
sind bereits viele Salben und Gele auf Honigbasis auf dem Markt erhéaltlich. Ein bekanntes
Beispiel ist der medizinische Medihoney™. Er wird von Fachpersonen als praktikable
Alternative zu herkdmmlichen Wundversorgungsprodukten empfohlen, besonders dann,
wenn Antibiotikaresistenzen eine Herausforderung darstellen (1).

Studien bestéatigen, dass Honig sowohl gegen grampositive als auch gegen gramnegative
Bakterien wirkt. Der hauptsachliche Unterschied zwischen den beiden Bakterientypen
besteht darin, dass letztere zusatzlich zur inneren Zellmembran noch eine aussere
Membran besitzen (vgl. Abbildung 1) (8). Man geht davon aus, dass gramnegative
Bakterien deshalb oft weniger empfindlich auf antibakterielle Stoffe wie Honig reagieren
als grampositive (3).
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Gram-negative cell wall Gram-positive cell wall

Abbildung 1: Unterschiedliche Struktur der Zellwand eines gramnegativen (links) und eines grampositiven
Bakteriums (rechts) (38).

Beim gramnegativen Bakterium erkennt man die Zellmembran (unten) sowie die dussere
Zellwand (oben). Das grampositive Bakterium hat hingegen nur eine Zellmembran
(unten) und eine mehrlagige Schicht an Mehrfachzuckern und Aminosauren
(Peptidoglycan).
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Antibakterielle Stoffe

In vielen Honigen gibt es nicht nur einen einzigen Stoff, der flr die antibakterielle Aktivitat
verantwortlich ist. Es ist vielmehr ein Zusammenspiel verschiedener Faktoren, die ihm
schlussendlich seine Wirkung verleihen. Die bekanntesten Ursachen fur die
antibakterielle Aktivitat sind der tiefe Wassergehalt und die damit einhergehende hohe
Osmolaritat des Honigs, der hohe Zuckeranteil, der tiefe pH-Wert, das im Honig
entstehende H.,O, sowie diverse nicht-peroxide Stoffe wie beispielsweise das Molekul
Methylglyoxal (MGQO) aber auch Phenolsauren und Flavonoide (7).

Nicht-peroxide
Stoffe

Phenolsduren :
und Geringer

Flavonoide ' Wasseranteil
. _af
Wasserstoffperoxid Tiefer pH

Hoher
Zuckeranteil

Abbildung 2: Mégliche Ursachen fir die antibakterielle Wirkung von Honig (39).

Besonders im Bereich der nicht-peroxiden antimikrobiellen Stoffe ist die Forschung noch
nicht so weit fortgeschritten, dass man einem spezifischen Honig einen konkreten Stoff
zuordnen kann. Die Schwierigkeit bei der Erforschung von Honig liegt darin, dass er
aufgrund seiner Matrix (Zusammensetzung und Struktur) schwer zu analysieren ist (vgl.
Kapitel 2.1). Ausserdem unterscheidet sich seine Komposition stark von Art zu Art,
weshalb Aussagen, die auf einen bestimmten Honig zutreffen, nicht zwingend fur andere
Honige stimmen mussen.

2.2.1 Entstehung und Wirkung von MGO
Struktur von MGO

Beim Molekul MGO handelt es sich um einen antibakteriellen Wirkstoff, der fur den
Manuka Honig typisch und nicht zuletzt flr dessen wirtschaftlichen Erfolg verantwortlich
ist (vgl. Kapitel 2.3).

MGO ist eine a, B-Dicarbonylverbindung, die zwei funktionelle Gruppen besitzt: eine
Ketongruppe und eine Aldehydgruppe (vgl. Abbildung 3). Sowohl die Keton- als auch die
Aldehydgruppe weisen eine hohe Reaktivitat auf, wobei diese bei letzterer starker ist. Die
Dicarbonylgruppe von Methylglyoxal kann leicht mit Aminogruppen von Proteinen und mit
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Nukleinsduren (DNA und RNA) reagieren (9). Diese Reaktion wird als Maillard Reaktion
bezeichnet.

Methylglyoxal Dihydroxyacetone
HsC 0
H HO\)J\/OH
L S—
o)
Keton Keton
Aldehyd Hydroxygruppe
Carbonylverbindung

Abbildung 3: Struktur der beiden in Manuka Honig enthaltenen
Molektile MGO und DHA (43)

Entstehung von MGO

Das im Honig anwesende MGO entsteht nach einer nicht-enzymatischen Maillard
Reaktion aus dem Vorgangermolekul Dihydroxyaceton (DHA). DHA ist ein simples
Molekul, das sich aus einer Ketongruppe sowie zwei Hydroxygruppen zusammensetzt
(vgl. Abbildung 3). Aufgrund seiner hohen Reaktivitdt kann es viele verschiedene
Reaktionen eingehen (10). Im Manuka Honig erfolgt die Umwandlung von DHA zu MGO
wahrend der ersten 12-24 Monate nach der Ernte des Honigs. In dieser Zeit nimmt das
aus dem Blutennektar von Leptospermum scoparium stammende DHA im Honig ab und
das MGO zu (711). In der Literatur werden zwei verschiedene mogliche Umwand-
lungsreaktionen beschrieben (12).

Die erste Theorie besagt, dass unter aus-
schliesslich sauren Bedingungen DHA

dehydriert und damit in MGO umgewandelt "O/ﬁ]/\'“" = HO/\lAD

Dehydroxyacetons (DHA) Glyceraldetuyde

wird. Unter basischen Umstanden hingegen 0 oH
resultiert aus der Isomerisierung von DHA

das Moleklul Glycerinaldehyd. In Puffer- ,,m\ /?n
l6sungen wie Phosphat- oder Acetat- Methylglyoal (MGO)
l6sungen, die sowohl saure als auch U/\rrc"’
basische Bedingungen ermdglichen, kdnnen

. . [n]
beide Reaktionen parallel ablaufen, sodass Abbildune 4 Erster méslicher Entsteh
. ] ung > Ers ermog/c er entste ungsprozess
sowohl MGO als auch Glycerinaldehyd von MGO aus DHA in Manuka Honig (17).

entstehen konnen.
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Eine zweite  Modglichkeit der

Dihydroxyscetone (DHA) Enediol Glyceraldehyde Entstehung von MGO st die
/\H/\ — /\Ff\ — /\/\ folgende: Sowohl DHA als auch
Ho Glycerinaldehyd bilden ein voruber-

gehendes Endiol (ein Molekul, das

s eine Hydroxygruppe enthalt, die an
e ein Kohlenstoffatom gebunden ist,
das wiederum eine Doppelbindung
/\ﬂ/ zum nachsten Kohlenstoffatom hat
(13)). Aus diesem Molekll entsteht

Abbildung 5: Zweiter méglicher Entstehungsprozessvon MGO  nach dem Dehydrierungsprozess
aus DHA uber ein Endiol als Zwischenprodukt (72). das Molekil MGO.

o

Die beiden Aminosauren Lysin und Arginin, die im Manuka Honig enthalten sind, kdnnen
als Katalysatoren in der Umwandlungsreaktion von DHA zu MGO agieren.

Wirkung von MGO auf S. aureus Bakterien

Die antibakterielle Wirkung von MGO lasst sich auf dessen Fahigkeit zurickfuhren,
Proteine durch Quervernetzung zu deaktivieren (12). Die Quervernetzung bezeichnet eine
physikalische oder chemische Bindung, die reaktive Gruppen oder Moleklle wie
beispielsweise MGO innerhalb eines Systems durch unterschiedlich starke
Wechselwirkungen miteinander verknupft, etwa durch kovalente oder ionische
Bindungen sowie Wasserstoffbricken (14).

Die antiseptische Wirkung von MGO variiert zwischen verschiedenen Bakterienarten. So
ist bekannt, dass MGO Pseudomonas aeruginosa durch Zelllyse (Aufbrechen der
Zellmembran bzw. der Zellwand) abtoten kann, S. aureus Bakterien hemmt es dagegen
bei ihrer Zellteilung (vgl. Abbildung 6). Unter normalen Bedingungen duplizieren
Bakterienzellen ihre Chromosomen wahrend der letzten Phase der Zellteilung und es
bildet sich ein proteinreicher Ring (das Septum), der quer durch die sich teilende Zelle
verlauft. Die beiden Tochterzellen bleiben zunadchst noch miteinander verbunden. Erst,
wenn das Enzym Endolysin die Septenstruktur zwischen den Tochterzellen abbaut,
konnen diese sich vollstandig voneinander trennen (2). MGO hindert jedoch das Enzym
an dessen Wirkung, weshalb sich das Bakterium nach der erfolgreichen Duplizierung
seiner Erbsubstanz nicht teilen kann.

Es gibt zudem Belege dafur, dass Manuka Honig fur das Schrumpfen von Bakterienzellen
verantwortlich ist und die Kondensation von Chromosomen in B. subtilis und S. aureus
Bakterien verursacht hat (15). In Studien wird die von MGO ausgehende Wirkung als
bakterizid (Bakterien totend) beschrieben (12).
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Abbildung 6: Hemmung der Zellteilung in S. aureus Bakterien aufgrund von MGO (2).

1. Die Bakterienzelle funktioniert normal weiter und bereitet sich auf die Zellteilung vor.
Die Bakterienzelle verdoppelt das genetische Material und trennt die Chromosomen auf die
gegentberliegenden Seiten der sich teilenden Zelle.

3. Die Septenbildung beginnt in der Mitte der sich teilenden Zelle. Dieses Protein bindet andere
Zellteilunsproteine.

4. Die Septenbildung ist abgeschlossen, die beiden Tochterzellen werden voneinander getrennt.

5. Das Enzym Endolysin, das fiir den Abbau der Septenstruktur benétigt wird, wird durch MGO gehemmt. Die
beiden Zellen bleiben zusammen und sterben schliesslich ab.

Aufgrund der grampositiven Zellstrukturen (vgl. Kapitel 2.2) von sowohl S. aureus als auch
B. subtilis Bakterien ist zu erwarten, dass die in der Literatur beschriebene Wirkung von
MGO auf S. aureus derjenigen auf das in dieser Arbeit verwendeten B. subtilis Bakteriums
gleicht. Die Wirkung von MGO sowie madgliche Resistenzmechanismen, die vom
Bakterium B. subtilis ausgehen, werden im Diskussionsteil dieser Arbeit genauer erlautert
(vgl. Kapitel 5).

2.2.2 Entstehung und Wirkung von Wasserstoffperoxid
Entstehung von H,0.

Das im Honig anwesende Enzym Glukoseoxidase (GOD) reagiert in einem chemischen
Prozess zusammen mit Glukose, dabei entsteht das Zwischenprodukt §-Gluconolaceton,
welches anschliessend zu Gluconsaure und Wasserstoffperoxid hydrolysiert wird (3) (vgl.
Abbildung 7).

OH H20;
OH OH OH
D s
DHDH glucose oxidase OH OH
glucose gluconic acid

Abbildung 7: Chemische Reaktion zur Entstehung von Wasserstoffperoxid (16).

Mehrere Studien gehen davon aus, dass H,O, in den meisten nicht-Manuka Honigen
hauptsachlich fur die antibakterielle Wirkung zustandig ist (3), (12). Die oben
beschriebene Oxidationsreaktion ist jedoch nur in einer wassrigen Umgebung maoglich,
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weshalb sie nur in unreifen oder verdinnten Honigen stattfinden kann. Die Reaktion ist
zudemvon einer Vielzahl Faktoren abhangig und kann durch Veranderung von Parametern
wie Hitze, Licht und Lagerung beeinflusst werden (4).

Im Manuka Honig ist zwar ebenfalls Wasserstoffperoxid enthalten, aber im Vergleich zu
anderen Honigsorten, die eine durchschnittliche H,0,-Konzentration von 1 mM
aufweisen (7), ist dessen Anteil dort sehr gering (12). Die antibakterielle Wirkung von
Wasserstoffperoxid kann durch das Enzym Katalase gehemmt werden (vgl. Kapitel 2.1).
Da Katalase vom menschlichen Gewebe haufig in Wundumgebungen freigesetzt wird,
wird dort die Aktivitat von H,O, und somit die Wirksamkeit von nicht-Manuka Honigen
entsprechend reduziert (2).

Wirkung von H.0,

Die Konzentration von Wasserstoffperoxid im Honig ist bei einigen Honigsorten direkt
proportional zu dessen antibakteriellen Aktivitat, weshalb man davon ausgeht, dass das
Molekul grosstenteils fur diesen Effekt verantwortlich ist (15). Eine genaue Erklarung far
den hemmenden Mechanismus hinter dem H,O, im Honig wurde noch nicht gefunden.
Neuste Erkenntnisse weisen jedoch darauf hin, dass eine signifikant hohe Konzentration
von Wasserstoffperoxid benotigt wird, damit dieses einen zytotoxischen Effekt auf
Bakterien haben kann (17). Die allgemein in Honigen gemessene Konzentration von
Wasserstoffperoxid (0.4 — 2.6 mM) liegt jedoch deutlich unter der Konzentration, die fur
eine antibakterielle Wirkung erforderlich ware. Dennoch zeigen Honige eine
nachweisbare antibakterielle Aktivitat. Eine Studie geht deshalb davon aus, dass
Wasserstoffperoxid nach seiner Entstehung als Folge einer Redox-Reaktion zu Hydroxid
(OH") reduziert wird und die daraus entstandenen OH™-lonen aufgrund ihrer starken
Reaktivitat fur oxidativen Schaden an Bakterienzellen sorgen. Es wird vermutet, dass das
Hydroxid mit jenen Zellbestandteilen reagiert, indem es als Oxidationsmittel fungiert,
sprich Elektronen aufnimmt, und so beispielsweise Moleklle in der DNA der
Bakterienzelle beschadigt (17). Weitere Studien berichten zudem, dass das Wachstum
von E. coli und B. subtilis Bakterien nach der Behandlung mit Honig, der eine hohe
Konzentration an Wasserstoffperoxid aufweist, gechemmt werden konnte. Zudem konnte
der Abbau von DNA in den Bakterienzellen festgestellt werden (15).
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2.2.3 Antibakterielle Wirkung durch weitere Faktoren

Cell division
affected Structural
deformation of
3

descendant cells

Peptidoglycan
inhibition

Ribosomal Pore formation
inhibition and intracellular
leakage

damage

Abbildung 8: Verschiedene in der Literatur bereits beschriebene Wirkungsmechanismen
von Honig auf Bakterien (15).

Osmolaritat

Aufgrund des hohen Zuckeranteils besonders in unverdinntem Honig wird osmotischer
Druck auf Bakterienzellen ausgeUbt. Dies hat einen Transport von Wassermolekullen aus
der Zelle zur Folge, was wiederum zu einer Dehydrierung der Bakterienzellen fuhrt.
Dehydrierte Zellen kénnen nur schwierig wachsen und sich vermehren. Sobald Honig
verdunntwird (zum Beispiel durch Flussigkeiten bei einer Infektionsstelle am Kérper) wird
die Wirkung des Honigs auf die Bakterien geschwacht (7).

Hoher Zuckergehalt

Glukose und Fruktose im Honig werden durch das Enzym Invertase von Mehrfachzuckern
in Einfachzucker umgewandelt. Zusammen mit anderen Zuckerarten machen sie mit 75%
einen sehr grossen Anteil im Honig aus (vgl. Kapitel 2.1). Der hohe Zuckergehalt stort
mikrobelle Zellfunktionen, da Zucker in Prozesse der Nahrstoff- und Wasseraufnahme
eines Mikroorganismus eingreifen kann (1).

Tiefer pH-Wert

Der pH-Wertvon Honig liegt mit 3.2-4.5 im sauren Bereich. Dieser ist auf die Anwesenheit
organischer Sauren zurtckzufuhren. Vor allem Gluconsaure, die aus der Reaktion von
Glukose und Glukoseoxidase hervorgeht (vgl. Kapitel 2.2.2), ist fur den sauren pH
verantwortlich. Die meisten Bakterien bevorzugen ein neutrales Milieu (pH-Wert
zwischen 6.5 und 7.5). In einer sauren Umgebung wie dem Honig wird ihr Wachstum
hingegen gehemmt (7).
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Phenolische Verbindungen

Phenolische Verbindungen sind chemische Substanzen, die in ihrer Molekulstruktur
mindestens eine Phenolgruppe (auch Hydroxybenzol genannt) enthalten. Bei den Stoffen
handelt es sich oft um sekundare Pflanzenstoffe (18). Im Gegensatz zu primaren
Pflanzenstoffen wie Chlorophyll, Aminosauren und einfachen Kohlenhydraten sind
sekundare Pflanzenstoffe nicht an existenziellen Prozessen in der Pflanze wie der
Nahrstoffaufnahme, der Zellatmung, dem Stofftransport oder der Zellentwicklung
beteiligt (3). Im Honig kommen sowohl Phenolsduren als auch Flavonoide vor. Beide
gehoren zur Gruppe der phenolischen Verbindungen, unterscheiden sich jedoch in ihrer
Struktur voneinander. Phenolsauren sind kleinere, weniger komplexe Moleklle mit
mindestens einer Hydroxygruppe, wahrend Flavonoide stets aus drei Phenolringen
bestehen.

Wahrend der Honigherstellung vermischen Bienen ihre Kdrperfllissigkeiten mit Bluten-
nektar und mit Sekreten aus Pflanzen, die teilweise phenolische Verbindungen enthalten.
Auf diese Weise gelangen diese Stoffe in den Honig (18).

Einige phenolische Verbindungen im Honig wie Pinocembrin und Serum Acid sollten
antibakteriell wirken, indem sie als Antioxidantien freie Radikale (sehr reaktive Molekdle)
neutralisieren (15). Andere Studien gehen davon aus, dass Phenolsduren und Flavonoide
Schaden an der Zellmembran von Bakterien verursachen kdnnen und maglicherweise in
den bakteriellen Stoffwechsel eingreifen (1). Die genauen Wirkmechanismen dieser
Stoffgruppe sind jedoch noch nicht vollstandig erforscht (15).
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Abbildung 9: Haufigste Phenolséduren (links) und Flavonoide (rechts), die in
Honigen vorkommen (3).
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2.3 Manuka Honig: Okonomische Aspekte

Manuka Honig ist ein sortenreiner Honig aus Neuseeland, der
von der Bienenart Apis mellifera produziert wird und aus dem
Nektar der in Neuseeland einheimischen Pflanze
Leptospermum scoparium entsteht. Manuka Honig ist fur : ={e% ]

seine starke antibakterielle Wirkung bekannt, die Manuka

Health
hauptsachlich auf den hohen Gehalt an Methylglyoxal (38-
0 y i MANUKA :
725 mg/kg) (2) zurickzufuhren ist. Der globale Marktwert von HONEY
Manuka Honig im Jahr 2024 lag laut verschiedenen &2500
Einschétzungen zwischen 400 und 750 Mio. US Dollar (19), = =y

(20). Das wachsende Interesse an natdrlichen Abbildung 10: Produktbild
Gesundheitsprodukten, die zunehmende Verwendung von  Manuka Honig MGO 400+ (40)
Manuka Honig in Kosmetika sowie dessen Einsatz in der

Behandlung antibiotikaresistenter Infektionen sind Grlinde daflr, dass die Nachfrage
nach Manuka Honig in den kommenden Jahren voraussichtlich noch weiter ansteigen
wird (20), (19). Experten gehen deshalb davon aus, dass der Marktwert bis zum Jahr 2033
auf 1°230.51 Mio. US Dollar ansteigen wird (20).

Gerade weil der neuseelandische Honig so beliebt ist, wurden verschiedene Systeme
erarbeitet, um dessen Qualitat, Authentizitat und Wirkstarke zu Uberprufen. Eines der
haufigsten Klassifizierungssystem ist der Unique Manuka Factor (UMF®), dessen Werte
zwischen 5+ und 25+ variieren. Der UMF® ist ein global anerkannter Index, der von der
Konzentration vier verschiedener fur Manuka Honig typischer Moleklile abhangt: MGO,
DHA, Leptosperin und 5-Hydroxymethylfurfural (21). Je hdher der Wert, desto teurer der
Honig. Manuka Honig kann 6 bis 25 mal so teuer sein wie ein herkdmmlicher Honig (22).
Wahrend man flr 250 g eines Qualitatshonigs bei einem lokalen Imker ca. 10 CHF bezahlt,
kostet die gleiche Menge eines zertifizierten Manuka Honigs (400 mg MGO pro kg) 70 CHF.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Folgende Materialien wurden flr die dieser Arbeit zugrundeliegenden Laborexperimente
verwendet:

M: Manuka Honig: Manuka Health New Zealand, MGO 400, 250 g

R: Raps Honig: Les Miels Suisses, 500 g

H: Winterthurer Frihlingsernte (2025): Hard Honig, 250 g

U: Schweizer Alphonig (2023): Berg & Tal, 500 g

W: Wilermer Sommerhonig (2024): 250 g

Agar: Carl Roth AE93.1

Bacillus Subtilis (BGA-)Sporensuspension: Merck 1.10649.0001

Destilliertes Wasser: Labor KSHP

Phosphat Puffer (pH 6.5): Labor KSHP

Methylglyoxal-Lésung (MGO): 40%, Sigma-Aldrich, Co., 3050 Spruce Street, St.
Louis, MO 63103, USA

Katalase von Rinderleber: 2000-5000 units/mg, Sigma-Aldrich, Co., 3050 Spruce
Street, St. Louis, MO 63103, USA

Wasserstoffperoxid (H20z): 35%, Carl Roth

Acetonitrile (MeCN) UCL-MS: Biosolve chimie, France, 20 rue Roger Husson,
57260 Dieuze

0-(2,3,4,5,6-Pentafluorbenzyl) -hydroxylamin-hydrochlorid (PFBHA), 98%,
Sigma-Aldrich, 3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103, USA

Anisol, Sigma-Aldrich, 3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103, USA
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3.2 Methoden

3.2.1 Praparation Probelosungen und Agarplatten
Honige

Insgesamt wurden fur die Experimente funf verschiedene Honigsorten aus unter-
schiedlicher geografischer Herkunft verwendet: Manuka Honig (M), Raps Honig (R), Hard
Honig (H), Wilermer Honig (W) und Alphonig (U). Alle Honige bis auf den Manuka Honig
stammen aus der Schweiz. Der Hard- sowie der Wilermer Honig sind zudem mit dem
goldenen Siegel ausgezeichnet und wurden somit gemass den Vorschriften des
Schweizer Honigreglements (23) produziert. Der Manuka Honig wurde in einer Apotheke,
der Rapshonig in einem Delikatessenladen und die Ubrigen Honige direkt bei lokalen
Imkern gekauft. Sie wurden geschlossen bei Raumtemperatur aufbewahrt, ein
gelegentlicher Kontakt mit Tageslicht kann dabei nicht ausgeschlossen werden.

Honig-Stammlosungen (SL)

Fur die Honiglosungen wurde der Honig jeweils mit einem Holzspatel aus dem Glas in ein
Reagenzglas oder in ein Eppendorf Gefass geflillt und mit Wasser gelost (Konzentration:
3.7 g/ml). Das Lésen wurde mit einer Eppendorf Pipette (1000 pl) durchgefuhrt. Die
Honiglosungen wurden mit dem Vortex Ruhrgerat homogenisiert, mit Parafilm abgedeckt
oderin einem geschlossenen Eppendorf Gefass bei Raumtemperatur bis zur Verwendung
aufbewahrt. Losungen, die alter als zwei Tage waren, wurden nicht mehr fur Experimente
mit Agarplatten verwendet. Fur einige Versuche wurde die Stammlosung weiter verdunnt,
indem noch zusatzlich destilliertes Wasser dazugegeben wurde, sodass 1:2, 1:5und 1:10
Losungen entstanden. Diese wurden ebenfalls gevortext und bis zur weiteren
Verwendung geschlossen bei Raumtemperatur aufbewahrt.

pH-Wert

Far die Bestimmung des pH-Werts der einzelnen Honiglosungen wurde ein elektrisches
pH-Messgerat verwendet (827 pH lab, Metrohm, swiss made). Die Spitze des Instruments
wurde vor Gebrauch mit destilliertem Wasser abgespullt und anschliessend in die
Honiglésung eingetaucht. Der pH-Wert wurde gelesen und notiert, sobald sich dieser
stabilisiert hatte.

MGO-Lésung

Zur Herstellung einer 1 M MGO-Lésung wurden zu 1.59 mleiner 40% MGO-Ldsung (6.3 M)
mit einer Eppendorf Pipette 10 ml destilliertes Wasser hinzugegeben. Anschliessend
wurde die Losung gevortext und bis zur weiteren Verwendung geschlossen und im
Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt.
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DHA-L6sung

Um eine 10 M Stammlésung von DHA herzustellen, wurden 0.9 g des DHA-Feststoffs mit
einer Feinwaage abgewogen und mit 1 ml destilliertem Wasser vermischt. Zur
Homogenisierung der Losung wurde das Vortex Ruhrgerat verwendet. Die DHA-L6sung
wurde ebenfalls bis zum Gebrauch geschlossen und im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt.

Katalase

Fur die Herstellung der Katalase-Stammlosung wurden 5 mg Katalase in 1 ml
Phosphatpuffer mit pH-Wert 7 gelést und anschliessend gevortext. Bevor die Losung fur
die Agardiffusionstests verwendet wurde, wurde sie fur ca. 10 min bei 30 °C aufbewahrt.

HzOz-LéSU ng

Fur die Herstellung einer 1 M Wasserstoffperoxid-Losung wurden mit einer Eppendorf
Pipette 1.02 ml einer 35% H,0,-Losung in 10 ml destilliertem Wasser gelost. Die Losung
wurde bis zum Gebrauch bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt. Die Stammlosung wurde in
einigen Experimenten weiter verdinnt, indem ihr noch zusatzlich destilliertes Wasser
beigegeben wurde, woraufhin 100 mM, 10 mM und 1 mM Wasserstoffperoxid-Losungen
entstanden.

Honiglésungen mit DHA

Um eine mogliche Herstellung von MGO aus dem kunstlich beigegebenen DHA auf
Bakterienplatten nachweisen zu kdnnen, wurden drei weitere Honiglésungen in Wasser
angemischt. Die Vorgehensweise war die gleiche wie die unter Kapitel 3.2.3
beschriebene, statt 3.7 g/ml wurden jedoch 37 g/ml Honig verwendet. Uber eine
Zeitspanne vonvier Wochen wurden mit einer Eppendorf Pipette 200 ul jeder Honigldsung
entnommen und ebenfalls bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

Giessen der Agarplatten

Fur die Herstellung der Agarplatten wurden 18.5 g Agar in 500 ml kochendem Wasser
aufgeldost. Nachdem die Flussigkeit auf 50 °C abgekuhlt war, wurde pro Liter Nahrboden
1 ml B. subtilis Sporensuspension unter Umrthren zugesetzt. Daraufhin wurden jeweils
15 mldes Nahrbodens in Petrischalen ausgegossen. Zur langerfristigen, sterilen Lagerung
wurden die Agarplatten in Kunststofffolie eingewickelt und bei 4 °C flr bis zu zwei Wochen
im Kihlschrank aufbewahrt.

3.2.2 Agardiffusionstests

Die antibakterielle Wirkung der einzelnen Honige und der weiteren Moleklle, die in
Versuchen verwendet wurden (DHA, MGO, H,0,), wurde anhand von Agardiffusionstests,
auch Hemmhoftests genannt, analysiert. Die Experimente wurden jeweils innerhalb einer
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Zeitspanne von zwei Wochen nach dem Giessen der Platten durchgefuhrt. Um Lécher in
den Nahrboden der Agarplatten zu stanzen, wurde die Rulckseite einer Glaspipette
verwendet. Zur Sterilisierung wurde diese zuvor mit Ethanol abgesplult und Uber dem
Bunsenbrenner erhitzt. Es wurden jeweils 40 pl des zu analysierenden Stoffes anhand von
Eppendorf Pipetten in die Locher geflllt. Die Platten wurden anschliessend entweder bei
Raumtemperatur (RT) oder bei 30 °C im Inkubator gelagert, wobei die Aufbewahrungs-
dauer je nach Experiment zwischen 24 h und 240 h variierte.

3.2.3 Praparation Probenlésungen HPLC-Chromatografie
Honiglosungen mit DHA fir HPLC-Analyse

Fur das Langzeitexperiment wurden insgesamt sechs Tubes vorbereitet. Von den
Honigsorten H, R und M wurde jeweils mit einem Holzspatel zwei Mal 3.7 g aus dem Glas
in einen Falcon Tube geflllt. Die Honige wurden auf zwei verschiedene Arten gelost. In
drei Tubes wurde mit einer Eppendorf Pipette 10 ml destilliertes Wasser hinzugegeben,
wahrend die Ubrigen drei Honige in 10 ml Phosphat Puffer (pH 6.5, 50 mM) gelost wurden.
Alle Lésungen wurden mit dem Vortex Ruhrgerat homogenisiert. Zu diesem Zeitpunkt
wurde eine erste Probe von 100 pl entnommen. Anschliessend wurde alle Praparaten 100
pl von einer 10 M DHA-L6sung hinzugegeben. Nach der Zugabe von DHA wurden die
Lésungen funf Mal geschuttelt, anschliessend wurde aus jedem Tube eine zweite Probe
von 100 pl genommen. Die sechs Tubes wurden geschlossen bei 30 °C aufbewahrt und
Uber eine Zeitspanne von sechs Wochen wurde wochentlich aus jedem Praparat eine 100
plL Probe entnommen. Die entnommenen Substanzproben wurden bis zur HPLC-Analyse
im Gefrierschrank bei -20 °C aufbewahrt.

Analyse mit HPLC: Vorbereitung der Honigproben sowie der Blank Probe

Damit die Honigproben fur HPLC-Chromatografie verwendet werden konnten, mussten
sie davor derivatisiert werden (24). Dazu wurden jeweils 50 pl der in H,O oder
Phosphatpuffer gelosten Proben gevortext und mit einer Eppendorf Pipette in Glas-Vials
gefullt. Anschliessend wurde der Derivatisierungsreagenz vorbereitet. Dazu wurden 200
mg des Reagenz (PFBHA) in 15 ml Zitronensaure (0.1 M) geldst, der pH-Wert wurde mit
einer 1 M NaOH-Losung auf 4.0 fixiert. Daraufhin wurde die Losung gevortext und mithilfe
eines Ultraschall Gerats weiter homogenisiert. Danach wurden jeder Honigprobe 250 pl
des Derivatisierungsreagenz mit einer Multipipette hinzugegeben. Die Proben wurden
gevortext und fur 75 min bei RT stehengelassen, damit die Derivatisierung stattfinden
konnte. Daraufhin wurden in jede Honigprobe mit einer Multipipette 350 pl einer
Verdunnungslosung (H.O/MeCN 1:3 mit 260 pl AnisoU/ml) und 350 pl MeCN
hinzugegeben. Anisol wurde spater als interner Standard verwendet. Da die Flussigkeit
(besonders beim Hard Honig) trotz vortexen noch trub war, wurden alle Proben durch eine
Spritze, an die ein 0.45 ym PTFE-Filter angebracht war, filtriert und in neue Vials gefullt.

Die Nullprobe wurde auf identische Weise vorbereitet, statt der Honigproben wurde
jedoch 50 pl H,O verwendet.
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Abbildung 11: Derivatisierungsprozess von MGO mit Derivatisierungsmolekil PFBHA (411)

3.2.4 Durchfuhrung HPLC-Chromatografie
Analyse mit HPLC: Kalibrierstandards

Fur die Kalibrierung wurden MGO- sowie DHA-Standards vorbereitet. Dazu wurden mit
einer Feinwaage 10.35 mg einer 40% MGO-L6sung eingewogen. Zu 250 pl dieser SL
wurden 750 ul destilliertes Wasser hinzugegeben, woraufhin eine Arbeitslosung (WS1)
entstand. Anschliessend wurden zu 40 pyl der WS1-Lésung 960 pul H.O hinzugegeben
(WS2). Nachfolgend wurden WS1 und WS2 und H,O verschieden kombiniert, sodass
MGO-Konzentrationen von 5.0 pg/mL(STD 1), 50 ug/ml (STD 2), 400 pg/mL(STD 3) und 800
pg/mL (STD 4) erreicht wurden.

Fur die DHA-Verdinnungsreihe wurde eine ahnliche Vorgehensweise angewandt. 10.63
mg DHA-Pulver wurde in 1 ml H,O aufgelost (SL). 200 ul dieser SL wurden mit 800 pl H,O
weiter verdinnt (WS1). 100 pl der WS1-Lésung wurden mit 900 pl H,O weiter verdinnt
(WS2). Erneut wurden WS1, WS2 und H,O so kombiniert, dass schliesslich vier DHA-
Standards mit der jeweiligen Konzentration von 20 pg/ml (STD 1), 150 pyg/ml (STD 2), 500
pg/mL (STD 3) und 1500 pg/ml (STD 4) fur die HPLC-Analyse zur Verfugung standen.

Die MGO- und DHA-Standards wurden auf die gleiche Weise wie die Honigproben
derivatisiert.

Chromatographische Bedingungen HPLC

Die Proben wurden mit einem HPLC-Messgerat (Thermo Scientific UltiMate 3000) an der
Universitat Zarich (UZH) analysiert (vgl. Abbildung 13). Es wurde eine Waters Acquity BEH
C18-Saule (100 mm x 2.1 mm, Partikelgrosse 1.7 um) verwendet (vgl. Abbildung 12). Die
Durchflussrate lag bei 0.3 mlU/min, das Volumen der Probeninjektion betrug 2 yl und alle
Messungen wurden bei 60 °C durchgefuhrt. Die mobile Phase A (MPA) war destilliertes
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Wasser, die mobile Phase B (MPB) 100% MeCN. Das
Gradientenprogramm war 75% MPA / 25% MPB (1 min),
100% MPB (1-10 min) und 75% MPA / 25% MPB (10-14
min). Gemessen wurde mit einem UV_VIS-Detektor bei
einer Wellenlange von 263-266 nm (DHA), 268-272 nm
(Anisol) und 243-246 nm (MGO).

g YLCO3E

Abbildung 12: HPLC-Messgerat Thermo Abbildung 13: HPLC-Séule Waters Acquity BEH C18 (100 x2.1) (43)
Scientific UltiMate 3000 (43)

Datenerhebung und Analyse

Um die Kalibrierkurve zur Quantifizierung der Analyten zu erstellen, wurden die
vorbereiteten DHA- und MGO-Standards mit Anisol als interner Standard (ISTD)
verwendet. Dazu wurde nach der HPLC-Messung mit Excel eine Eichgerade erstellt: Das
Verhaltnis der Peakflache (Analyt/ISTD) wurde berechnet und gegen die bereits bekannte
Konzentration des Analyten aufgetragen. Anschliessend wurde das Verhéltnis der Flache
des Analyten zur Flidche des internen Standards fur jede Honigprobe berechnet und
schliesslich konnte an der Regressionsgerade die entsprechende Konzentration des zu
analysierenden Stoffes abgelesen werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse Agarplatten

4.1.1 Agardiffusionstests: Nachweis der antibakteriellen Aktivitat von
Honig

Ergebnisse Experiment | (1.7.2025)

Die verdunnten Honigsorten wurden fir mehrere Stunden bei konstanter Temperatur
inkubiert. Nach 10 h erkennt man ein erhohtes Bakterienwachstum um U und W, wahrend
sich um R und H nur wenige Bakterien akkumuliert haben. Im Bereich um M hat sich ein
klarer Hemmhof gebildet. Nach 48 h hat die Dichte der Bakterien um U, W und H weiter
zugenommen. Im umliegenden
Bereich von R sind weiterhin nur
wenige Bakterien zu erkennen.
Ein erhdhtes Bakterien-
wachstum lasst sich ebenfalls
um M erkennen, der Hemmhof
ist deutlich kleiner geworden:
Die antibakterielle Wirkung von
M lasst mit der Zeit nach.

Abbildung 14: Agarplatte nach 10 h und 24 h Inkubation. U SL (links), M
SL (oben), H SL (rechts), W SL (unten), R SL (Mitte) (43)

Ergebnisse Experiment Il (3.7.2025)

Eine Agarplatte mit Honigldsungen (Konzentration 3.7 g/ml) wurde aufgesetzt und
mehrere Stunden bei 30 °C inkubiert. Bereits nach 17 h zeichnet sich um M deutlich ein
Hemmbhof ab. Dieser bleibt auch nach 18 h weiter bestehen. Die Dichte der Bakterien, die
sich in der Grenzzone des gehemmten Bereiches befinden, nimmt mit der Zeit jedoch zu.

Abbildung 15: Agarplatte nach 17 h, 18 h und 96 h Inkubation. H SL (links), R SL (oben), U SL (rechts), W SL
(unten), M SL (Mitte) (43)
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Das Wachstum um W und U verstarkt sich, in den Bereichen um H und R sind weiterhin
nurwenige Kolonien erkennbar. Um H zeigt sich nach 18 h ebenfalls ein kleiner Hemmbhof.
Nach 96 h hat die Bakteriendichte besonders um M, U und W zugenommen, im Vergleich
dazu sind um H und R weniger Kolonien zu erkennen.

Ergebnisse Experiment 111 (18.8.2025)

Die Honig SL wurden auf einer Agarplatte fur 48 h inkubiert. Der zunachst gut erkennbare
Hemmbhof um M ist nach langerer Inkubationszeit nicht mehr klar abgegrenzt. Im Gegen-
satz dazu ist nach 48 h um H eindeutig ein Hemmhof feststellbar.

0/

Abbildung 16: Agarplatte nach 24 h und 48 h Inkubation. H SL (links), R SL (oben), M
SL (rechts) (43)

Ergebnisse Experiment IV (2.9.2025)

Es wurde eine H,O,-Verdiinnungsreihe (0.1 M, 0.01 M, 0.005
M, 0.001 M) auf einer Agarplatte angesetzt. Nach 24 h hat
sich ausschliesslich um die 0.1 M Ldésung ein Hemmhof
gebildet, bei den anderen Konzentrationen war kein
Hemmbhof erkennbar.

Abbildung 17: Agarplatte nach 24 h Inkubation. 0.1 M H20: (oben), 0.01 M H20:
(links), 0.005 M H20: (Mitte), 0.007 M H20: (rechts) (43)

Seite | 21



4.1.2 Katalaseaktivitat Assays: Wirkungsmechanismus ausgesuchter
Honigsorten

Ergebnisse Experiment V (2.9.2025)

Zur SL der Honigsorten H und R wurde jeweils eine Katalase-Ldsung (1:10 Kat-Honig)
beigegeben. Nach 24 h zeigen weder die SL von H und R noch die mit Katalase
angereicherten Honiglosungen eine Wirkung. Nach weiteren 24 h bildet sich um H + Kat
eine Bakterienschicht, die sich optisch von den umliegenden Kolonien abhebt. Statt der

: = gepunkteten Bakterienver-
teilung ist eine gleichmassige,
komplett deckende Schicht
erkennbar, ungefahr in der
Grosse des Hemmbhofs, der sich
bei einem vorherigen Experi-
ment um H gebildet hat (vgl.
Ergebnisse  Experiment Il
i 18.8.2025). Die H SL, die R SL

Abbildung 18: Agarplatte nach 24 h und 48 h Inkubation. H + Kat (oben und R + Kat zeigen nach 48 h
links), H SL (oben rechts), R + Kat (unten links), R SL (unten rechts) (43) keine Aktivitat.

4.1.3 Synergismus Untersuchung verschiedener Wirkungsmechanismen
Ergebnisse Experiment VI (8.9.2025)

Es wurden verschiedene Kombinationen der H SL und MGO sowie Katalase auf eine Platte
aufgetragen: (1) H SL, (2) MGO, (3) H SL + MGO, (4) H SL + Katalase (1:10 Kat-Honig), (5).
H SL + MGO + Katalase (1:10 Kat-Honig). Nach 19 h und 48 h Inkubation istum (2), (3) und
(5) eine gehemmte Zone erkennbar. (1) zeigt nach dieser Zeit keine Aktivitat auf das B.
subtilis Bakterium. Nach 48 h
erkennt man um H SL + Katalase
ausserdem eine leicht schmier-
ige Bakterienkultur, die sich von
der ubrigen gepunkteten
Bakterienkolonisation abhebt.

Die Hemmhofe nach 48 h haben
folgende Durchmesser:
S e (2): 13 mm
Abbildung 19: Agarplatte nach 19 h und 48 h Inkubation. H SL (oben

links), H SL +0.01 M MGO (oben rechts), H SL + Kat 1:10 (Mitte), 0.01 M (9): 14 mm
MGO (unten links), HSL + 0.01 M MGO + Kat 1:10 (unten rechts) (43) (3); 15 mm

Ergebnisse Experiment Vil (4.11.2025)

Dasselbe Experiment wurde ein zweites Mal auf die identische Art und Weise
durchgefuhrt, mit dem einzigen Unterschied, dass die Agarplatte wahrend einer
Zeitspanne von insgesamt 10 Tagen bei 30° C inkubiert worden ist. Nach 24 h zeigen sich
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erneut Hemmhofe um (2), (3) und (5). Diese sind bei (2) und (5) gleich gross, wahrend der
Hemmbhof um die Probe (3) um 1 mm grosser ist. Nach 48 h Inkubation sind besonders

die weissen, schmierigen Bakterienkulturen um (4) auffallig, die die gepunkteten
Bakterienkulturen (sichtbar nach 24 h) ersetzt haben.

OB

s

Abbildung 20: Agarplatte nach 24 h, 48 h und 240 h Inkubation. H SL (oben), HSL + 0.01 M MGO (links), H SL +
Kat (Mitte), 0.01 M MGO (rechts), HSL + 0.01 M MGO + Kat 1:10 (unten) (43)

Die Hemmhofe um die Proben (2), (3) und (5) sind nach 48 h weniger deutlich sichtbar als

noch 24 h zuvor. Nach 240 h breitet sich das schmierige Bakterienwachstum auch um die
nicht mit Katalase angereicherte H SL (1) aus.
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4.2 Ergebnisse HPLC-Chromatografie

In einem Langzeitexperiment wurde MGO in die gelésten Honige M, H und R gegeben.
Anschliessend wurden Uber einen Zeitraum von sechs Wochen Proben der Losungen
entnommen. Die qualitative und quantitative Analyse der einzelnen Honiglosungen
erfolgte an der UZH mittels HPLC.
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Abbildung 21: HPLC-Spektrum der wéssrigen Proben des Hard Honigs Woche 1, Woche 4 und Woche 6 (414)

4.2.1 Qualitativer und Quantitativer Nachweis von DHA
Hard Honig

Vor der Beigabe von DHA in die SL von H (0.37 g/ml) ist weder in der wassrigen noch in der
phosphathaltigen Losung DHA detektiert worden (0).

Wasser: Nachdem das Molekul hinzugegeben worden ist, steigt die Konzentration von
DHA in H,O zu ihrem maximalen Wert von 794 pg/ml an (1). Innerhalb der ersten funf
Wochen nach der Beigabe ist ein signifikanter Ruckgang der DHA-Konzentration
erkennbar, mit Ausnahme von (3), dort scheint die Konzentration weniger stark
abzunehmen. Nach Zeitpunkt (5) sinkt der Stoffgehalt von DHA nur noch minimverglichen
zu den vorherigen Wochen. Die Differenz zwischen Anfangs- und Endkonzentration (1 - 6)
betragt 696 pug/ml.
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Phosphatpuffer: Ein ahnlicher Verlauf
ldsst sich auch bei den in
Phosphatpuffer gelédsten Honigproben
feststellen. Die maximale Konzen-
tration ist direkt nach der Zugabe von
DHA gemessen worden (1) und betragt
782 pg/ml. Zwischen Zeitpunkt (2) und
(5) verringert sich der DHA-Gehalt

DHA in Hard Honig

Wasser Phosphatpuffer

1000.000
800.000
600.000

400.000

Konzentration {pg/ml)

200.000

0.000

beinahe linear. Nach Woche (5) nimmt 0 1 2 3 4 5 6
dieser kaum noch ab. Die Differenz Wochen
zwischen Anfangs- und Endkonzen-

- > Abbildung 22: Konzentrationsverlauf DHA in Hard Honig iber
tration (1 - 6) betragt 690 pg/ml. sechs Wochen (43)

Im Vergleich zu den in Wasser gelosten Proben ist die Abnahme des besagten Molekdls
im Phosphatpuffer besonders wahrend der Wochen (2) bis (5) starker. Zum Zeitpunkt (6)
sind die Konzentrationen jedoch beinahe wieder identisch.

Manuka Honig

Sowohl die in H,O als auch die in Phosphatpuffer gelésten Honigproben von M weisen
schon vor der Beigabe von DHA einen kleinen Anteil des Molekuls auf. Bei der wassrigen
Probe betragt dieser 161 pg/mlund bei der phosphathaltigen Probe 124 pg/mLl.

Wasser: Nach der Zugabe von DHA erhdht sich der Gehalt des Molekuls und erreicht mit
1170 pg/ml seine maximale Konzentration (1). Anders als bei H wird das Molekul in M nur
sehr gering abgebaut, der Konzentrationsverlauf ist sehr konstant. Zum Zeitpunkt (4) und
(6) isteine im Vergleich zu dervorigen Probe minimal hdhere Konzentration erkennbar. Die
Differenz zwischen Anfangs- und Endkonzentration (1 - 6) betragt 229 ug/ml.

Phosphatpuffer: Der Konzentrations-
verlauf von DHA in den phosphathaltigen
Honigproben verhalt sich ahnlich zu dem
der wassrigen Proben. Die maximale
Konzentration von 1009 pg/ml wird zum
Zeitpunkt (1) erreicht. Nach der anfang-
lichen Abnahme ist zum Zeitpunkt (3) und 10000
(4) eine leichte Zunahme des Stoffes 0.000
verglichen zur vorigen Probe ersichtlich.
Daraufhin nimmt die DHA-Konzentration

erneut ab. Die Differenz zwischen 325;[::2582;./'012;2:7trjtionsverlaufDHA in Manuka Honig
Anfangs- und Endkonzentration (1 - 6)

betragt 301 pg/ml.

DHA in Manuka Honig

Wasser == Phosphatpuffer
1400.000
1200.000
1000.000
800.000

ml)

600,000
400.000

Konzentration (ug/

Wochen

Im Vergleich zu den in Wasser gelosten Honigen baut sich DHA, wie es auch schon bei H
der Fall war, starker im Phosphatpuffer ab. Besonders in den Proben nach Zeitpunkt (5)
und (6) ist ein deutlicher Unterschied zwischen den zwei Losungsmitteln erkennbar. Die
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Konzentration in der letzten gemessenen Probe (6) ist im Phosphatpuffer verglichen zu
Wasser um 232 pg/ml geringer.

Rapshonig

Im Honig R lag die Anfangskonzentration von DHA bei 0 pg/ml (0). Die Konzentration steigt
mit der Beigabe des Molekuls zu ihrem Maximalwert an (1).

Wasser: Der Konzentrationsverlauf von DHA in den in H,O geldsten Honigproben gleicht
demjenigen der wassrigen Honigproben von H. Nach der Anfangskonzentration von 888
pg/mlLnimmt der Anteil des Molekdls bis zum Ende (6) beinahe linear ab. Nach Zeitpunkt
(5) ist die Abnahme der DHA-Konzentration nur noch minim. Die Differenz zwischen
Anfangs- und Endkonzentration (1 - 6) betragt 627 pg/ml.

Phosphatpuffer: Die Reduktion des DHA-
Molekuls in den phosphathaltigen Proben

von R verhalt sich dhnlich zur Konzen- 1000.000
trationsabnahme in den wassrigen
Proben. Nachdem die héchste Konzen-
tration von 873 pg/ml (1) erreicht wurde,
nimmt diese kontinuierlich ab. Bis zum
Zeitpunkt (4) verringert sich der Gehalt 0.000
jedoch weniger stark als danach. Der Wochen
Konzentrationsunterschied zwischen (5) Abbildung 24: Konzentrationsverlauf von DHA in Rapshonig
und (6) ist geringer als derjenige von (4) bersechs Wochen (43)

und (5). Die Differenz zwischen Anfangs-

und Endkonzentration (1 - 6) betragt 737

pg/ml.

DHA in Rapshanig

Wasser Phosphatpuffer

800.000
600.000
400.000

200.000

Konzentration (ug/ml)

Innerhalb der ersten vier Wochen verhalt sich die Abnahme des Molekiils in beiden
Lésungsmitteln sehr ahnlich. Nach Zeitpunkt (4) ist im Phosphatpuffer jedoch ein
deutlich starkerer Abbau von DHA erkennbar, was dazu fuhrt, dass die
Endkonzentrationen 123 pg/mlvoneinander abweichen.
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4.2.2 Qualitativer und Quantitativer Nachweis von MGO
Hard Honig

Bereits vor der Beigabe von DHA wurde im Honig H eine geringe MGO-Konzentration von
1.81 pg/ml gemessen.

Wasser: Von (1) zu (2) steigt der Gehalt von MGO deutlich um 3.68 pg/mlan und auch von
(2) zu (3) ist eine Zunahme von 5.44 pg/ml gemessen worden. Die hdchste Konzentration
des Molekils (11.1 pg/ml) wird zum Zeitpunkt (3) erreicht. Danach nimmt der Anteil an
MGO wieder ab. Die starkste Abnahme erfolgt zwischen Zeitpunkt (4) und (5). Zwischen
Woche (5) und (6) hat sich die Konzentration kaum verandert, sie betragt zum Schluss
6.08 ug/ml.

Phosphatpuffer: Der Konzentrations-
verlauf in Phosphatpuffer verhalt sich
ahnlich zu demjenigen in den
wassrigen Proben von H. Wahrend der
ersten drei Wochen ist ebenfalls eine
deutliche Zunahme von MGO
erkennbar. Die maximale Konzentra- 5000

tionvon 8.63 pg/mlwird zum Zeitpunkt o000 1 , , \ . .
(8) erreicht. In den zwei darauf- Wochen

folgenden Wochen (4) und (5) nimmt

die MGO-Konzentration linear ab. Z\:f;,l:wogciéan(onjentrat/onsverlaufMGOmHardHon/guber
Nach Zeitpunkt (5) ist wieder eine

leichte Zunahme von 0.111 pg/ml

feststellbar.

MGO in Hard Honig

Wasser Phosphatpuffer
12.000
10.000
8.000
6.000
4.000

Konzentration (pg/ml)

In der Zeitspanne zwischen (1) und (2) verhalt sich die MGO-Produktion in beiden
Lésungen gleich. Auch die maximale Konzentration wird in beiden Fallen zum Zeitpunkt
(3) erreicht, wobei diese bei in der wassrigen Losung um 2.47 pg/ml hoher ist. In den
Wochen danach ist sowohl in H,O als auch im Phosphatpuffer ein Abbau des MGO-
Molekuls erkennbar, die Endkonzentration in Wasser bleibt jedoch um 1.66 pg/ml hoher
als im Phosphatpuffer.

Manuka Honig

Im Honig M wurde bereits vor der Zugabe von DHA eine hohe MGO-Konzentration
gemessen. Diese betrug in der wassrigen Losung 514 pg/ml und in der phosphathaltigen
Losung 407 pg/ml.

Wasser: Trotz der Beigabe von DHA wurde in den in Wasser gelésten Honigproben von M
kein Anstieg von MGO gemessen. Der Gehalt des Moleklls nimmt uber die Zeit
kontinuierlich ab, sodass die Differenz zwischen Anfangs- und Endkonzentration (0 - 6)
136 pg/ml betragt. Ein besonders starker Abbau des Molekuls ist zwischen Zeitpunkt (4)
und (5) erfolgt.
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Phosphatpuffer: Auch im Phosphat-

puffer ist Uber die Zeit ein
kontinuierlicher Abbau von MGO zu £00.000
beobachten. Ab Zeitpunkt (4) ist eine £ oo
besonders starke Abnahme der 300:“00 o— °

Konzentration erkennbar. Die Differenz £ 500,000 \s\
zwischen Anfangs- und Endkonzen- 100.000
tration betragt 228 pug/ml. o060

MGO in Manuka Honig

Wasser =—@=Phosphatpuffer

(

S
=1
(=]
=1
=1
=1

Konzentration (pg,

"] 1 2 3 4 5 3
i i . . . Wochen
Verglichen mit den wassrigen Honig-

proben nimmt die MGO-Konzentration Abbildung 26: Konzentrationsverlauf MGO in Manuka Honig
im  Phosphatpuffer  starker  ab, UbersechsWochen (27)

besonders ab Zeitpunkt (4). Die Startkonzentration (0) war in der phosphathaltigen
Losung bereits um 107 ug/ml geringer als diejenige in der wassrigen Losung.

Rapshonig

Im Honig R wurde bereits zum Zeitpunkt (0) sowohl in den wassrigen als auch in den
phosphathaltigen Proben eine geringe Konzentration an MGO detektiert.

Wasser: Die Konzentration von MGO nimmt innerhalb der ersten vier Wochen (0 bis 4)
stark zu. Das Wachstum zwischen Zeitpunkt (1) und (3) verhalt sich linear. Nach Zeitpunkt
(4) flacht die Konzentrationskurve allmahlich ab, steigt jedoch weiterhin an. Die Differenz
zwischen End- und Anfangskonzentration (6 - 1) betragt 12.2 ug/ml.

Phosphatpuffer: Im Phosphatpuffer
steigt die MGO-Konzentration
besondersinden ersten drei Wochen (1 16,000
bis 3) stark an. Der maximale MGO- 14099

MGO in Rapshonig

Wasser Phosphatpuffer

(Hg/ml)

Kenzentration

12.000

Gehalt von 11.3 pg/ml wird zum 10,000
8.000

Zeitpunkt (4) erreicht. Danach sinkt die 6.000

Konzentration wieder und stabilisiert o

H H H H 0.000

sich nach Zeitpunkt (5). Die Differenz ; . , , y . )

zwischen der End- und Anfangs- Wochen

konzentration (6 - 1) betragt 7.09 pg/ml. ) , ) o

Abbildung 27: Konzentrationsverlauf MGO in Rapshonig tiber

sechs Wochen (43)

Der Konzentrationsverlauf in den wassrigen Proben des Honigs R ist der einzige, der Uber

die gesamte Zeitspanne hinweg stetig ansteigt. MGO scheint, wie auch bei H und M
bemerkt, im Phosphatpuffer weniger stabil zu sein als in Wasser.
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Vergleich

Im Vergleich zum Honig M ist die MGO-
Endkonzentration sowohl beim Honig R
als auch beim Honig H sehr gering.
Schaut man sich die wassrigen
Losungenan,istin M 28-mal mehr MGO
enthalten als in R und 62-mal mehr als
in H. Die Produktionvon MGO scheintin
den mit Wasser geldsten Proben
effizienter zu sein als in den mit
Phosphatpuffer geldsten. Die erfolg-

400.000
350.000
300.000
250.000
200.000
150.000
100.000
50.000
0.000

Konzentration (ug/ml)

MGO Konzentration im Vergleich

377.559

179.051

I 13:h5 8.658 6.081 4.418

Honigproben nach & Wochen

reichste Umwandlung von DHA in MGO  appiidung 28: Endkonzentration nach sechs Wochen der
verschiedenen Honiglésungen im Vergleich (43)

ist im Honig R in den wassrigen Proben
beobachtet worden.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, eine wirksame und aus 6konomischer sowie dkologischer Sicht
sinnvolle Alternative zum Manuka Honig im Bereich der Wundheilung zu eruieren. Hierzu
wurde die antibakterielle Wirkung funf verschiedener Schweizer Honigsorten auf B.
subtilis in vitro untersucht. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch einheimische
Honigsorten ein relevantes antibakterielles Potential besitzen, und eine madgliche
Alternative zum Manuka Honig darstellen kdnnen. In folgenden Ausfuhrungen werden
verschiedene Ansatze und Stossrichtungen dazu erlautert, die ihrerseits weiterer
Forschungsarbeit im Labor bedurfen.

Triage der analysierten Honigsorten

Der Effekt, den Manuka Honig auf Bakterienzellen hat, ist bereits bekannt und in vielen
Studien untersucht worden. Die Ergebnisse der Experimente, die in dieser Arbeit
durchgefuhrt worden sind, bestatigen diese Aussagen. Bereits nach wenigen Stunden
bildet sich um die Probe von Manuka Honig ein klarer Hemmbhof. Die Tatsache, dass um
zwei der Schweizer Honige, namentlich Rapshonigund Hard Honig (Rund H), im Vergleich
zu den ubrigen einheimischen Honigsorten ein weniger starkes Bakterienwachstum
festgestellt worden ist, deutet auf eine antibakterielle Wirkung letzterer hin.

Der Wilermer Sommerhonig (W) sowie der Alphonig (U) zeigten hingegen keine
wachstumshemmende Wirkung auf das Testbakterium. Vielmehr scheint ihr Einfluss die
Vermehrung der B. subtilis Bakterien sogar zu férdern. Eine mogliche Erklarung dafir ist,
dass die Bakterienzellen die im Honig enthaltenen Zucker und Nahrstoffe als
Energiequelle nutzen, wodurch deren Wachstum aufgrund des Uberangebots an
Ressourcen angeregt wird. Diese Honige konnen daher als nicht-inhibitorisch bzw. inaktiv
in Bezug auf das Wachstum von B. subtilis bezeichnet werden, weshalb sie nicht fur
weitere Experimente verwendet wurden. Sie kdnnen daher als mogliche Basishonige fur
weitere Forschungsarbeiten im Rahmen dieser Arbeit nicht in Betracht gezogen werden
(vgl. Ergebnisse Experimente | und Il).

Unterschiedliche Wirkungsmechanismen

Die Wirkungsweise der beiden Schweizer Honige scheint sich von derjenigen von Manuka
Honig zu unterscheiden. Im Gegensatz zu letzterem bilden sich um diese beiden
Honigsorten nach 24 Stunden namlich keine Hemmhofe. Dies kdnnte darauf
zuruckzufuhren sein, dass die gleichen inhibitorischen Stoffe in diesen Honigen in einer
geringeren Konzentration als in Manuka Honig vorhanden sind. Diese Annahme kann
jedoch durch die Ergebnisse des Bakterienwachstums nach einer Inkubationszeit von
zwei, drei und vier Tagen widerlegt werden (vgl. Ergebnisse Il). Der zu Beginn entstandene
Hemmhof um Manuka zieht sich nach dieser Zeit zurick und die Anzahl der
Bakterienkulturen um den Honig nimmt stark zu. Die Bakteriendichte um den Hard- sowie
Rapshonig bleibt hingegen auch nach gleicher Zeitdauer sehr gering. Waren in den
Schweizer Honigen die gleichen antiseptischen Substanzen in geringerer Konzentration
vorhanden, wlrde das Bakterienwachstum um diese Honige nach 96 Stunden starker
sein als beim Manuka Honig.
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Zeitlich beschriankte Wirkung von Manuka Honig

Die Tatsache, dass sich der entstandene Hemmhof um Manuka mit der Zeit wieder
zuruckzieht, deutet auf eine lediglich kurzfristige und bakteriostatische Aktivitat hin (12).
Studien gehen stark davon aus, dass diese Aktivitat durch das Molekul MGO verursacht
wird (vgl. Kapitel 2.2.1). Es scheint, dass B. subtilis die Wirkung von MGO mit der Zeit
neutralisieren kann. Folgende Wirkungsmechanismen wurden in der Literatur bereits
erlautert: Ein moglicher Mechanismus zur Entgiftung von MGO in Bakterienzellen umfasst
die Anwesenheit zweier Enzyme (Glyoxalase | & Il) in B. subtilis. Diese beiden Enzyme
agieren innerhalb des Glyoxalase-Systems und konnen MGO in D-Laktat umwandeln.
Studien bestatigen zudem, dass die drei Enzyme (YdeA, YraA und YfkM) in den Zellen von
B. Subtilis, diese Fahigkeit ebenfalls besitzen. Das Produkt D-Laktat kann in den Zellen
anschliessend weiterverarbeitet oder aus der Zelle ausgeschieden werden. Eine weitere
Form der Neutralisierung von MGO erfolgt durch das Enzym YhdN, dessen Prasenz in
Bakterienzellen von B. Subtilis ebenfalls belegt ist. Es kann MGO zu Aceton reagieren
lassen, womit es Methylglyoxal ebenfalls entgiften kann (25) (vgl. Ergebnisse Experiment

1.

Unterschiedliche Wirkungsmechanismen bei Schweizer Honigen

Es ist evident, dass bei den Schweizer Honigen ein anderer bakterienhemmender
Wirkmechanismus zugrunde liegt als bei Manuka Honig. Anhand weiterer Experimente
wurden die Honigsorten H und R und deren Wirkung genauer untersucht. Die Resultate
zeigen, dass die Wirkung von H erst nach 48 Stunden nachweisbar ist, feststellbar an
einem kleinen Hemmhof. Das Bakterienwachstum um den Rapshonig bleibt weiterhin
allgemein gering, eine klar gechemmte Zone ist jedoch nicht erkennbar (vgl. Ergebnisse
Experiment Ill).

Anfangs wurde angenommen, dass der Mechanismus hinter der Aktivitdt von H und
derjenigen von R der gleiche sei. Dies wurde jedoch durch die Ergebnisse des Katalase-
Experimentes widerlegt. Laut mehreren Studien (vgl. Kapitel 2.2.2) wird die inhibitorische
Wirkung herkdmmlicher Honigsorten (nicht-Manuka Honige) vor allem durch
Wasserstoffperoxid vermittelt. Dessen Entstehung in verdunntem Honig verlauft Gber
eine langere Zeitspanne (7/), was eine mogliche Ursache fur die verspatete Wirkung des
Honigs H sein kdnnte. Um die Rolle von H,O, im Hard- und Rapshonig zu untersuchen,
wurden zusatzliche Agarplatten aufgesetzt. Die Honigproben dieser Experimente wurden
mit Katalase erganzt, einem Enzym, das die Herstellung von Wasserstoffperoxid
verhindern soll (vgl. Kapitel 2.1). Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden ist um den
Hard Honig mit Katalase eine dichte Bakterienschicht zu erkennen (vgl. Ergebnisse
Experiment V), was darauf schliessen lasst, dass die Katalase die antibakterielle Wirkung
durch die Zersetzung von H,O, aufhebt. Damit bestatigen die Ergebnisse die in Studien
beschriebene Bedeutung von Wasserstoffperoxid fur die bakterienhemmende Wirkung
von Hard Honig. Im Gegensatz zu diesem scheint Rapshonig trotz der Beigabe des
Enzyms nach 48 Stunden immer noch einen Einfluss auf das Bakterienwachstum zu
haben. Aufgrund der beschrankten Ressourcen (Zeit und Material) konnte die Wirkung von
Rapshonig nicht weiter untersucht werden. Es kann jedoch angenommen werden, dass
der Effekt von nicht-peroxiden Stoffen wie Phenolsduren oder Flavonoiden ausgeht (15),

(1), (4).
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Zeitpunkt der Wasserstoffperoxid-Wirkung

Um die Aktivitat der reinen H,O,-Substanz mit derjenigen des Wasserstoffperoxids im
Honig zu vergleichen, wurde eine Wasserstoffperoxid-Losung auf eine Platte aufgetragen.
Bereits nach 24 Stunden entsteht um die H,O,-Probe mit der hdchsten Konzentration ein
kleiner Hemmhof, der die Wirksamkeit des Stoffes auf B. subtilis Bakterien bestatigt (vgl.
Ergebnisse Experiment IV). Eine mogliche Ursache flir das rasche Eintreten der Wirkung
beim reinen Stoff, im Gegensatz zur vermutlich H,O,-abhangigen Wirkung im Hard Honig
(erst nach 48 Stunden) ist die unterschiedliche Verfugbarkeit von Wasserstoffperoxid. In
der reinen Losung liegt H.O, sofort in wirksamer Konzentration vor, wahrend es im Honig
zunachst gebildet werden muss, bevor es antibakteriell wirken kann. Das Ergebnis eines
Experiments zeigt zudem, dass die vom Wasserstoffperoxid ausgehende Wirkung nur far
ca. zehn Tage anhalt (vgl. Ergebnisse Experiment VII). Nach besagter Inkubationszeit ist
namlich auch um den Honig ohne zugesetzte Katalase eine dhnliche Dichte an Bakterien
erkennbar, wie bei der Probe mit Katalase. Dies weist darauf hin, dass B. subtilis Bakterien
einen Abwehrmechanismus besitzen, der das H.O, nach einiger Zeit neutralisieren kann.
Dieser scheint wissenschaftlich noch nicht erforscht zu sein.

Kombination der Wirkmechanismen im Honig

Nachdem die antibakteriell wirksamen Komponenten im Hard- und Manuka Honig
identifiziert worden sind (H.O. bzw. MGO), stellt sich die Frage, ob sich die beiden
Wirkmechanismen miteinander kombinieren lassen. Dies ware besonders in der
Anwendung far honigbasierte Arzneimittel von Interesse. Kdnnen die schnell eintretende
Wirkung von MGO und der langanhaltende Effekt von H,O, gemeinsam genutzt werden?

Um dieser Frage genauer nachzugehen, wurde die Hemmbhofgrésse von reinem MGO mit
derjenigen einer mit MGO angereicherten Honiglésung (des Honigs H) verglichen (vgl.
Ergebnisse Experiment VI). Der Durchmesser des mit MGO kombinierten Honigs ist nach
48 Stunden 2 mm grosser als derjenige von purem MGO. Dies lasst annehmen, dass der
Honig das hinzugegebene Molekul aufnehmen kann, welches seinerseits wiederum die
antibakterielle Wirkung verstarkt. Die Ergebnisse des Versuches stutzen damit die
Aussage einer Studie (26), dass die Zugabe von MGO die Hemmwirkung eines wenig oder
nicht aktiven Honigs gegenuber Bakterien steigern kann. Eine mogliche Kombination
verschiedener bereits bekannter Wirkungsmechanismen ist demnach nicht
auszuschliessen.

Durch die Zugabe des Moleklls MGO, das bereits von sich aus antibakteriell wirksam ist,
konnte die Aktivitat von Hard Honig gesteigert werden. Studien belegen, dass auch durch
die Beigabe des Vorgangermoleklls DHA die Moglichkeit besteht, nicht-Manuka Honige
in ihrer antibakteriellen Wirkung zu verstarken (2).

Explorative Analysen zur Stimulation der MGO-Produktion in nicht-Manuka Honigen

Invorliegender Arbeit wurde deshalb untersucht, ob die natlrliche Umwandlung von DHA
in MGO (vgl. Kapitel 2.2.1) auch im Raps- sowie im Hard Honig kunstlich initiiert werden
kann, damit es in den Schweizer Honigsorten ebenfalls zur Bildung von MGO kommt.
Dazu wurde ein Langzeitexperiment aufgesetzt, das uber sechs Wochen lief (vgl. Kapitel
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3.2.3). Die Ergebnisse der mit HPLC-Chromatografie analysierten Proben zeigen, dass der
Abbau von DHA in H und R zeitlich mit der Bildung von MGO ubereinstimmt und dass die
Menge an DHA um denselben Faktor 5 abnimmt, wie MGO zunimmt (vgl. Ergebnisse in
Kapitel 4.2.1). Jedoch bleibt die MGO-Konzentration in den Schweizer Honigen verglichen
mit Manuka Honig sehr gering. Studien beschreiben, dass die Umwandlung des
Vorgangermolekuls in MGO ein langsamer Prozess ist, der in Honig bis zu 24 Monate
dauern kann (17). Aufgrund der vergleichsweise kurzen Zeitspanne des Experiments ist
daher nachvollziehbar, dass bislang nur geringe Mengen an MGO gebildet wurden.

Trotz eines nahezu identischen Abbaus von DHA in wassrigen und phosphathaltigen
Lésungen ist die Konzentration des daraus entstandenen MGO in allen getesteten
Honigsorten hoher, wenn sie in Wasser gelost wurden. Eine denkbare Erklarung hierfurist,
dass Losungen mit neutralem pH-Wert wie Phosphatpuffer, sowohl saure als auch
basische Bedingungen zulassen. Dies fuhrt dazu, dass DHA teilweise zu MGO dehydriert
(unter sauren Umstanden) und teilweise zu Glycerinaldehyd isomerisiert wird (in
basischem Milieu). In wassrigen Losungen, die mehrheitlich sauer sind, verlauft die
Reaktion dagegen primar in Richtung MGO (712). Es ist deshalb anzunehmen, dass in
phosphathaltigen Lésungen auch Glycerinaldehyd entstandenist (vgl. Kapitel 2.2.1). Dies
wurde im Rahmen der Laboranalysen flr diese Arbeit nicht gemessen.

Unerwarteterweise ist in den Blindproben des Rapshonigs und des Hard Honigs ein
kleiner Anteil von MGO detektiert worden. Verschiedene Faktoren konnten hierfur
verantwortlich sein. Da die Analyse der Stoffe in einem professionellen Labor mit
hochsensiblen Geraten durchgefihrt worden ist und die Beobachtung zudem gleich bei
zwei verschiedenen Honigen auftritt, ist ein Messfehler unwahrscheinlich. Es besteht
jedoch die Moéglichkeit, dass in der fur die HPLC verwendeten Saule noch Ruckstande der
vorhergehenden Probe zurliickgehalten wurden. Vor der HO-Probe wurden die MGO-
Standards gemessen und vor der RO-Probe die Manuka Blindprobe. Da in beiden Fallen
der vorhergehende Analyt eine hohe MGO-Konzentration aufweist, kbnnen die trotz
Saulenspulung zuruckgebliebenen Reste die nachfolgenden Messungen beeinflusst
haben. Minimalste Konzentrationen von MGO konnten deshalb in den Nullproben von H
und R nachgewiesen werden. Eine alternative, ebenfalls plausible Erklarung kdnnte sein,
dass es sich beim detektierten Molekil der Nullproben nicht um MGO handelt. Die Stoffe
in den Honigproben wurden aufgrund ihrer Polaritdt getrennt und anhand ihrer
Retentionszeit identifiziert (vgl. Kapitel 3.2.4). Es besteht deshalb die Mdglichkeit, dass
ein ahnlich polares Molekul anstelle von MGO erfasst wurde. Ausserdem wurden die
Proben nach der HPLC-Analyse wegen ihrer zu hohen Viskositat nicht noch zusatzlich
massenspektrometrisch untersucht. Dadurch war eine eindeutige ldentifizierung der
Stoffe Uber ihre Masse nicht moglich, weshalb eine inkorrekte Zuordnung der Signale
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann.

Auffallend ist die drastische Abnahme von MGO im Manuka Honig, die nach vier Wochen
auftritt, obwohl der Konzentrationsverlauf zuvor weitgehend stabil war. Zeitgleich wurde
in den Manuka-Lésungen Schimmelpilzwachstum festgestellt, was auf die nicht
vollstandig sterilen Arbeitsbedingungen zurlckzufuhren ist (vgl. Disclaimer). Es ist
deshalb denkbar, dass zwischen beiden Beobachtungen ein Zusammenhang besteht.
MGO ist aufgrund seiner Aldehydgruppe sehr reaktiv, weshalb es ab einer gewissen
Konzentration toxisch wirken kann (vgl. Kapitel 2.1.1). Um dem entgegenzuwirken, haben
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einzelne Pilze Methoden entwickelt, wie sie die Struktur von MGO verandern und es damit
neutralisieren kénnen. Einer dieser Organismen ist die Backhefe Saccharomyces
cerevisiae. Sie besitzt Gene, die fur die im Glyoxalase-System relevanten Enzyme
Glyoxalase | und Il kodieren. Die beiden Enzyme sind an der Umwandlung von MGO in D-
Laktat beteiligt. Glyoxalase | katalysiert die Umwandlung von MGO zu S-D
Lactoylgutathion, wahrend Glyoxalase Il diesen Glutathion-Thiolester zu D-Laktat und
Glutathion hydrolysiert (27). Der Schimmelpilz in den Manuka Losungen konnte nicht
identifiziert werden, weshalb genauere Aussagen Uber die Anwesenheit der Glyoxalase-
Enzyme bzw. der Gene, die deren Synthese kodieren, nicht getroffen werden kénnen. Da
aber auch die Backhefe zum Reich der Pilze gehort, ist es denkbar, dass Schimmelpilze
ebenfalls einen vergleichbaren Mechanismus zur Entgiftung von MGO besitzen, was eine
allfallige Erklarung fur die auffallige Abnahme von MGO in den von Schimmel befallenen
Manuka Proben sein kdnnte.

In den wéassrigen Proben des Raps- und Hard Honigs sowie in der phosphathaltigen Probe
von Hard Honig ist kein von Auge detektierbarer Schimmelpilz entstanden. Trotz dessen
ist in besagten Proben eine auffallige Abnahme von MGO nach drei Wochen erkennbar.
Dies konnte daran liegen, dass die neu entstandenen MGO-Moleklle nach einer gewissen
Zeit aufgrund ihrer hohen Reaktivitat (vgl. Kapitel 2.1.1) in flissigem Medium nicht mehr
als freie Molekule vorliegen, sondern sich an Zuckerreste, Proteine oder einzelhe
Aminosauren gebunden haben (28) (vgl. Abbildung 29). Bei dieser Reaktion handelt es
sich um eine sogenannte Maillard Reaktion. Die Messung der MGO-Konzentration in den
far die Arbeit verwendeten Honigproben erfolgte anhand von chromatographischer
Trennung (basierend auf der Polaritat der einzelnen Molekule) und der Identifikation der
Molekulle aufgrund ihrer spezifischen Retentionszeit (vgl. Kapitel 3.2.4). Bindet sich freies
MGO wahrend der Lagerungszeit an andere Molekule, kann es mit HPLC-Chromatografie
nicht mehr erkannt werden. Besonders in flissiger Umgebung erfolgen viele chemischen
Reaktionen, da die Mobilitat der einzelnen Stoffe dann weniger eingeschrankt ist (29).
Studien belegen, dass dieser Vorgang (Bindung von MGO an andere Molekule) auch
wahrend der Lagerung von (viskosem) Manuka Honig auftritt (28). Die Bindung freier
MGO-Molekile an andere Stoffe kdnnte somit eine plausible Erklarung fur den
betrachtlichen Fall der MGO-Konzentration nach einigen Wochen in H und R Proben sein.

Die Maillard Reaktion ist ausserdem -

eine vom Schimmelpilz unabhéangige f fios
mogliche Ursache far oben Lo @10weeks 37 °C
besprochene Abnahme von MGO in Jf‘v]i" .
Manuka Honig. A

(model)
manuka honey

LC-MS/MS
amino acid analysis

l

protein-bound
Maillard reaction products

Abbildung 29: Vereinfachte Darstellung der Bindung von MGO an
Zuckerreste uber eine langere Zeitspanne (412)
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6 Schlussfolgerung und Ausblick

Produkte der Firma Medihoney™ sind in vielen Landern bereits fir den medizinischen
Gebrauch zugelassen und werden in der Schweiz auch von Krankenkassen vergutet (30).
Medihoney™ setzt sich aus verschiedenen australischen und neuseelandischen
Honigsorten aus Leptospermum-Arten zusammen, wovon einige grosse Mengen des
Enzyms Glukoseoxidase enthalten (zustandig fur die Produktion von Wasserstoffperoxid)
und andere eine starke H,O, unabhangige (MGO basierte) antibakterielle Wirkung
entfalten (31).

Medizinischer Honig wird auch von anderen Firmen wie Advancis Medical in Produkten
wie Actilite®, Activon® und Algivon® im Schweizer Arzneimittelmarkt verwendet. Im
Bereich der Wundheilung werden Pflaster und Salben, denen medizinischer Honig
zugrunde liegt, unter anderem zur Behandlung von krebskranken Kindern eingesetzt.
Arzte bestatigen, dass dadurch deren Wundheilungsprozess um mehrere Wochen
verkurzt werden kann (32).

Auch Atemwegsinfektionen kdnnen mit Honig behandelt werden, so sind beispielsweise
zahlreiche Halspastillen auf Manuka Basis im Handel erhaltlich. Verschiedene Studien
haben die Wirkung von Honig auf Husten und Halsschmerzen untersucht. Die Ergebnisse
dieser Versuche zeigen, dass Honig eine mildernde Wirkung auf die Starke und Frequenz
des Hustens hat und dessen Dauer um ein bis zwei Tage verkurzen kann. Die getesteten
Honige zeigten sogar eine effizientere Wirkung als Standardmedikamente (oftmals
Antibiotika) (33).

Die wachsende Antibiotikaresistenz von Bakterien spricht ebenfalls fur einen Einsatz von
medizinischem Honig im Arzneimittelmarkt. Ergebnisse von Studien, die die Wirkung von
Honig auf resistente Bakterien untersucht haben, zeigen namlich, dass Manuka- und Jelly
Bush Honig aus Neuseeland respektive Australien wirksam gegen Bakterien sind, die
bereits eine Antibiotikaresistenz entwickelt haben. Ausserdem passten sich die
getesteten Bakterien im Verlauf der Studie nicht an die Honige an, sodass die Wirksamkeit
der Honige erhalten blieb (34). Somit ist die Verwendung von medizinischem Honig auch
gegen MRSA-Infektionen (verursacht durch ein resistentes S. aureus Bakterium) denkbar.

In vorliegender Arbeit wurde experimentell untersucht, ob sich auch ein Schweizer
Medihoney™ erstellen liesse, der die grundlegenden antibakteriellen Mechanismen der
langfristigen H,O,-Bildung und der kurzfristigen MGO-Wirkung umfasst. Die Ergebnisse
der Experimente zeigen, dass dies grundsatzlich moglich ist. So konnte durch die Zugabe
des Vorgangermolektlls DHA die Produktion des anfanglich fehlenden MGO in lokalen
Honigen (besonders im Rapshonig) angeregt werden.

Der Einsatz von Schweizer Honig zur Wundbehandlung ist demnach madglich, erscheint
sowohl wirtschaftlich als auch okonomisch sinnvoll und konnte zudem dabei helfen, den
exzessiven Antibiotikaeinsatz zu reduzieren. Besonders das in dieser Arbeit aufgezeigte
Langzeitexperiment musste daflr allerdings noch weiter vertieft und durch Verdnderung
einzelner Parameter optimiert werden.
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Folgende Anpassungen waren denkbar:

= Veranderung des pH-Werts der verwendeten Losung (tiefer)

=  Wahleines besser geeigneten Losungsmittels (kein Phosphatpuffer)
=  Erhohung der initialen Konzentration von DHA

» Anderung der Lagerungstemperatur zu 37 °C (35)

= Einsatz eines anderen Testbakteriums (z.B. MRSA)

Seite | 36



7 Literaturverzeichnis

1. Ogwu, Matthew Chidozie und Izah, Sylvester Chibueze. Honey as a Natural
Antimicrobial. Antibiotics. 2025, Bd. 14.

2. Lloyd Roberts, Aled Edward, Brown, Helen Louise und Jenkins, Rowena Eleri. On
the antibacterial effects of manuka honey: mechanistic insights. Research and Reports
in Bilogy. 29. Oktober 2015.

3. Cianciosi, Daniela, et al. Phenolic Compounds in Honey and Their Associated
Health Benefits: A Review. Molecules. 2018, Bd. 23.

4. Naturliche antibiotische Eigenschaften des Honigs. Bogdanov, Stefan und Blumer,
Pascale. 2, Schweiz : s.n., 2001, Bd. 124.

5. Brudzynski, Katrina, et al. Re-examining the role of hydrogen peroxide in
bacteriostatic and bactericidal activities of honey. frontiers in MICROBIOLOGY. 25.
Oktober 2011, Bd. 2, 213.

6. Invertase activity in honey. Oddo, Livia Persano, Piazza, Maria Gioia und Pulcini,
Patrizio. Paris : Inra/DIB/AGIB/Elsevier, Paris, 1999, Bd. 30.

7. Albaridi, Najla A. Antibacterial Potency of Honey. International Journal of
Microbiology. 2019, Bd. 2019.

8. Qui, Haofeng, et al. The Mechanisms and the Applications of Antibacterial Polymers
in Surface Modification on Medical Devices. frontiers in Bioengineering and
Biotechnology. 11. November 2020, Bd. 2020.

9. Hoque, Tahsina S., et al. Methylglyoxal: An Emerging Signaling Molecule in Plant
Abiotic Stress Responses and Tolerance. frontiers in Plant Science. 13. September 2016,
Bd. 2016.

10. Bricotte, Léo, et al. Dihydroxyacetone: A User Guide for a Challenging Bio-Based
Synthon. Molecules. 17. Marz 2023, Bd. 28, 2724.

11. Howse, Steve. DHA and MGO: The Most Common Testing in Manuka Honey. New
Zealand Beekeeper. Februar 2019, Bd. 27, 1.

12. Feng, Youlin. Antibacterial Properties of Manuka Honey and the Role of
Methylglyoxal. Journal of Student Research. 30. November 2023, Bd. 12, 4.

13. goong.com. [Online] [Zitat vom: 4. Dezember 2025.]
https://goong.com/de/word/enediol-bedeutung--deutsch/.

14. Jayachandran, Brindha, et al. Insights on Chemical Crosslinking Strategies for
Proteins. Molecules. 2022, Bd. 27.

15. Romario-Silva, Diego, et al. Antimicrobial Activity of Honey against Oral
Microorganisms: Current Reality, Methodological Challenges and Solutions.
Microorganisms. 2022, Bd. 10.

16. Hillscher, Laura M., et al. Functional paper-based materials for diagnostics.
ChemTexts. 2021, Bd. 7, 2.

Seite | 37



17. Brudzynski, Katrina und Lannigan, Robert. Mechanism of honey bacteriostatic
action against MRSA and VRE involves hydroxyl radicals generated from honey's
hydrogen peroxide. Frontiers in Microbiology. 2012. Februar 2012, Bd. 3, 36.

18. Becerril-Sanchez, Ana L., et al. Phenolic Compounds in Honey and Their
Relationship with Antioxidant Activity, Botanical Origin, and Color. Antioxidants. 2021,
Bd. 10.

19. A., o. Fortune Business Insights. [Online] 17. November 2025. [Zitat vom: 4.
Dezember 2025.] https://www.fortunebusinessinsights.com/manuka-honey-market-
108705.

20. Imarc Group. Manuka Honey Market Size, Share, Trends and Forecast by Type,
Nature, Distribution Channel, and Region, 2025-2033. o. J.

21. Wang, Sunan, Qiu, Yi und Zhu, Fan. An updated review of functional ingredients of
Manuka honey and their value-added innovations. Food Chemistry. 2024, Bd. 440.

22. Hegazi, Nesrine M., Abd Elghani, Ghada E. und Farag, Mohamed A. The super-
food Manuka honey, a comprehensive review of its analysis and authenticity
approaches. Journal of Food Science and Technology. Juli 2022, Bd. 59, 7, S. 2527-2534.

23. API Suisse. Reglement zur Individualmarke Honig-Qualitatssiegel. Bern, Schweiz :
API Suisse, 2024.

24. Rapid and Reliable HPLC Method for the Simultaneous Determination of
Dihydroxyacetone, Methylglyoxal and 5-Hydroxymethylfurfural in Leptospermum
Honeys. Pappalardo, Matthew, Pappalardo, Linda und Brooks, Peter. s.l. : Public
Library of Science, 18. November 2016, Bd. 11.

25. Methylglyoxal resistance in Bacillus subtilis: contributions of bacillithiol-dependent
and independent pathways. Chandrangsu, Pete, et al. s.l. : John Wiley & Sons Ltd, 7.
Januar 2014, Bd. 4, S. 706-715.

26. Mavric, Elvira, et al. Identification and quantification of methylglyoxal as the
dominant antibacterial constituent of Manuka (Leptospermum scoparium) honeys from
New Zealand. Molecular Nutrition and Food Research. 2008, Bd. 52.

27. Inoue, Yoshiharu, Maeta, Kazuhiro und Nomura, Wataru. Glyoxalase system in
yeasts: structure, function, and physiology. Seminars in cell & developmental biology.
2011, Bd. 22, 3, S. 278-284.

28. Thierig, Marcus, Siegel, Eva und Henle, Thomas. Formation of Protein-Bound
Maillard Reaction Products during the Storage of Manuka Honey. Journal of Agricultural
and Food Chemistry. 2023, Bd. 41.

29. Khudyakov, Igor V. Fast Recombination of Free Radicals in Solution and
Microviscosity. Physchem. 27. Mai 2024, Bd. 4, S. 157-166.

30. Bundesamt fiir Gesundheit (BAG). Mittel- und Gegenstandeliste (MiGel). Bern,
Schweiz : Bundesamt fur Gesundheit (BAG), 2025. S. 179.

31. Medihoney. medihoney.de. [Online] ApoFit Arzneimittelvertrieb GmbH, 2022. [Zitat
vom: 6. Dezember 2025.] https://medihoney.de/wundverbandmittel/.

Seite | 38



32. European Commission (CORDIS). CORDIS. Honig effektiver als Antibiotika. [Online]
31. Juli 2006. [Zitat vom: 6. Dezember 2025.] https://cordis.europa.eu/article/id/26099-
honey-more-effective-than-drugs-for-treating-wounds-say-scientists/de.

33. IPF. Effectiveness of honey for symptomatic relief in upper resipratory tract
infections: a systematic review and meta-analysis. BMJ Evidence-Based Medicine. 25.
August 2021, Bd. 26, S. 57-64.

34. Gobel, S. apotheken.de. Honig statt Antibiotika. [Online] Deutscher Apotheker
Verlag, 4. Februar 2014. [Zitat vom: 6. Dezember 2025.]
https://www.apotheken.de/news/4982-honig-statt-
antibiotika?utm_source=article&utm_content=previous.

35. Grainger, Megan N. C., et al. Kinetics of conversion of dihydroxyacetone to
methylglyoxal in New Zealand manuka honey: Part | - Honey systems. Food chemistry.
2016, Bd. 202, S. 484-491.

36. Cooper, Rose A., et al. Absence of bacterial resistance to medical-grade mauka
honey. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious. 2010, Bd. 29, 10.

37. Novartis. Klinische Forschung. Klinische Forschung. [Online] o. J. [Zitat vom: 24.
November 2025.] https://klinischeforschung.novartis.de/gut-informiert/entwicklung-
von-medikamenten/.

38. Rohde, Manfred. The Gram-Positive Bacterial Cell Wall. Microbiol Spectrum. 2019,
Bd. 7, 3.

39. De Vito, Sofia. Antibakterielle Wirkungsmechanismen von Honig. 10. November
2025. erstellt mit BioRender.

40. Amazon.de. Amazon.de. [Online] [Zitat vom: 4. Dezember 2025.]
https://www.amazon.de/Manuka-Honig-MGO-Neuseeland-
250g/dp/B0O01O0BLOE/ref=sr_1_9?adgrpid=1202866375728716&dib=eyJ21joiMSJ9.EUD
NB1Hi-zSNtdiehiB96Ab-
MV7umiSiMZupMruTBtNAzJYamBcClJI1yn54TUuMs7sXOcutQixW10ilP1kMxgAsOk_NNG
4Myo0i5UdWXK-zBnMGHNSAt4vgScoPFIBWASLJbtO.

41. Stalder, Urs. Derivatisierung MGO. 2025.

42. Thierig, Marcus, Siegel, Eva und Henle, Thomas. Formation of Protein-Bound
Maillard Reaction Products during the Storage of Manuka Honey. Journal of Agricultural
and Food Chemistry. 18. Oktober 2023, Bd. 71, 41, S. 15261-15269.

43. De Vito, Sofia. Ergebnisse eigener Experimente. 4. Dezember 2025. erstellt mit
BioRender.

44. Stalder, Urs. HPLC-Spektrum. 2025.

Verwendung von Kiinstlicher Intelligenz: ChatGPT wurde verwendet, um die
Verstandlichkeit einiger komplexer Formulierungen zu prufen.

Seite | 39



8 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Unterschiedliche Struktur der Zellwand eines gramnegativen (links) und eines
grampositiven Bakteriums (F€CHTS) (38). wuveuiiriiiiiii ettt et e e e eeeeeeneennas 5
Abbildung 2: Mogliche Ursachen fur die antibakterielle Wirkung von Honig (39). .ceeviiiiieniininnnen. 6
Abbildung 3: Struktur der beiden in Manuka Honig enthaltenen Molekiile MGO und DHA (43).....7
Abbildung 4: Erster moglicher Entstehungsprozess von MGO aus DHA in Manuka Honig (12)...... 7
Abbildung 5: Zweiter moglicher Entstehungsprozess von MGO aus DHA uber ein Endiol als

FAYYETo] g T=Ta] o] foTo [U] o S (2 FO PRSP PP PP PRPPI 8
Abbildung 6: Hemmung der Zellteilung in S. aureus Bakterien aufgrund von MGO (2). ................ 9
Abbildung 7: Chemische Reaktion zur Entstehung von Wasserstoffperoxid (16). ..cceceeveienieniennen. 9
Abbildung 8: Verschiedene in der Literatur bereits beschriebene Wirkungsmechanismen von
HONIG AU BaKEEIIEN (15)tu ittt ettt et et e it saesaesan s e e et easnnsnnsansensansanssnnns 11
Abbildung 9: Haufigste Phenolsauren (links) und Flavonoide (rechts), die in Honigen vorkommen
(5 ) ST 12
Abbildung 10: Produktbild Manuka Honig MGO 400+ (40). ceuutiueriuerinerinerinerinereneeeneeeneeeneeeneennnnes 13
Abbildung 11: Derivatisierungsprozess von MGO mit Derivatisierungsmolekul PFBHA (417) ....... 18
Abbildung 12: HPLC-Messgerat Thermo Scientific UltiMate 3000 (43) .cvuvieniiiirinniieieeienierennenns 19
Abbildung 13: HPLC-Saule Waters Acquity BEH C18 (100 X 2.1) (43) cevueriuerineiinerineeineeeneeeneennees 19
Abbildung 14: Agarplatte nach 10 h und 24 h Inkubation. U SL (links), M SL (oben), H SL (rechts),
W SL (UNten), R SL (MITEE) (43) teruttureuetiieiiieeiie ettt et et et et et et et et et eeneeaseenseensenseensanns 20
Abbildung 15: Agarplatte nach 17 h, 18 h und 96 h Inkubation. H SL (links), R SL (oben), U SL
(rechts), W SL (UNten), M SL (MIttE) (43) ceun i ieiiiiie e e ettt et et st e ee e eneeesaeeeesensansannens 20
Abbildung 16: Agarplatte nach 24 h und 48 h Inkubation. H SL (links), R SL (oben), M SL (rechts)

G ) PP 21
Abbildung 17: Agarplatte nach 24 h Inkubation. 0.1 M H,0O, (oben), 0.01 M H,0;, (links), 0.005 M
H,0, (Mitte), 0.001 M H205 (FE€CHTS) (43) weetueiiieiiiiiiieeie ettt ettt et et eee et eeneeeeeeneeeneannaanns 21
Abbildung 18: Agarplatte nach 24 h und 48 h Inkubation. H + Kat (oben links), H SL (oben rechts),
R + Kat (unten links), R SL (UNtEN reChTS) (43) cuuiuiiiiiiiiiiiiiiii et ee e eae s e s e s e e aaaas 22

Abbildung 19: Agarplatte nach 19 h und 48 h Inkubation. H SL (oben links), HSL + 0.01 M MGO
(obenrechts), H SL + Kat 1:10 (Mitte), 0.01 M MGO (unten links), HSL + 0.01 M MGO + Kat 1:10
(010} Gl e B (=T gL ) ) IR PP 22
Abbildung 20: Agarplatte nach 24 h, 48 h und 240 h Inkubation. H SL (oben), HSL + 0.01 M MGO
(links), H SL + Kat (Mitte), 0.01 M MGO (rechts), HSL + 0.01 M MGO + Kat 1:10 (unten) (43)....... 23
Abbildung 21: HPLC-Spektrum der wassrigen Proben des Hard Honigs Woche 1, Woche 4 und

R4 Yo o =T ST A N 24
Abbildung 22: Konzentrationsverlauf DHA in Hard Honig Uber sechs Wochen (43).......cccccc....... 25
Abbildung 23: Konzentrationsverlauf DHA in Manuka Honig Uber sechs Wochen (43)................ 25
Abbildung 24: Konzentrationsverlauf von DHA in Rapshonig tiber sechs Wochen (43)............... 26
Abbildung 25: Konzentrationsverlauf MGO in Hard Honig tUber sechs Wochen (43)................... 27
Abbildung 26: Konzentrationsverlauf MGO in Manuka Honig Gber sechs Wochen (43) .............. 28
Abbildung 27: Konzentrationsverlauf MGO in Rapshonig Giber sechs Wochen (43)....ccucvenvennnnne. 28
Abbildung 28: Endkonzentration nach sechs Wochen der verschiedenen Honigldsungen im
V=14 = G o] o I G ) R PP PRPPPRN 29
Abbildung 29: Vereinfachte Darstellung der Bindung von MGO an Zuckerreste Uber eine langere
ZEITSPANNE (42) trnitiiiiiiitiie e te ettt et ttetetueteteetessesstsstnstnesussessessessensensanssnsssssnssessensensensrnns 34

Seite 1 40



9 Danksagungen

Folgenden Personen modchte ich fur ihre Unterstitzung bei meiner Maturitatsarbeit
meinen herzlichen Dank aussprechen:

Herrn Dr. Siamak Semsary, meiner Betreuungslehrperson: Fur das engagierte
Mitfiebern beim Abwarten der experimentellen Ergebnisse, die wertvolle
Unterstutzung bei der Durchfihrung und Interpretation der Experimente sowie die
fachliche Expertise im Labor und im Bereich wissenschaftlichen Arbeitens

Frau Simona Studer, meiner Korreferentin: fur das Ko-Lektorat der Arbeit und
Verbesserungsvorschlage

Frau Laurence Beauvais: Flr das Giessen der Agarplatten, das Bestellen der
Molekile MGO und DHA, den Zugang zum Labor und das Bereitstellen der
notwendigen Materialien

Herrn Prof. Dr. Laurent Bigler: Fur den Zugang zum Labor an der UZH sowie fur
die EinfUhrung in das Arbeiten in seinem Labor, flir die Bestellung des
Derivatisierungsreagenz und die Ermoglichung der HPLC-Messungen

Herrn Urs Stalder: Fur die Durchfuhrung der HPLC-Messungen an der UZH, die
Bereitstellung der Materialien, die Erklarung der HPLC und die Unterstlitzung beim
Auswerten der Messungen

Herrn Ali Parsa: Fur den Kontakt zum Labor der UZH

Meinen Eltern: Fur die Unterstutzung bei der Themenfindung, das Korrekturlesen
der Arbeit und die Hilfe bei der Gestaltung des Titelbilds

Seite | 41



10 Anhang

10.1 Ergebnisse aller durchgefuihrten Experimente

Ergebnisse Agarplatten

Ergebnisse 1.7.2025

Die verschiedenen Honigsorten
(unverdinnt) wurden fur mehrere
Stunden bei 30 °C inkubiert.

Nach 10 h zeigte sich ein erhdhtes
Bakterienwachstum um U und W. Um
Honig H sind insgesamt weniger
Bakterien erkennbar als um die anderen
Honigsorten.

Nach 48 h ist die Platte grossflachig mit
Bakterienkolonien bedeckt. Verglichen
mit den anderen Honigsorten bleibt das
Bakterienwachstum um U am geringsten.

Ergebnisse Experiment | (1.7.2025)

Die verdinnten Honigsorten wurden fur
mehrere Stunden bei konstanter
Temperatur inkubiert.

Nach 10 h erkennt man ein erhohtes
Bakterienwachstum um U und W,
wahrend sich um R und H nur wenige
Bakterien akkumuliert haben. Im Bereich
um M hat sich ein klarer Hemmhof
gebildet.

Nach 48 h hat die Dichte der Bakterien
um U, Wund H weiter zugenommen. Im
umliegenden Bereich von R sind weiterhin
nur wenige Bakterien zu erkennen. Ein
erhohtes Bakterienwachstum lasst sich

Links: U Honig
Oben: M Honig
Rechts: H Honig
Unten: W Honig
Mitte: R Honig

Links: U Honig
Oben: M Honig
Rechts: H Honig
Unten: W Honig
Mitte: R Honig

Links: U SL
Oben: M SL
Rechts: H SL
Unten: WSL
Mitte: RSL
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ebenfalls um M erkennen, der Hemmbhof
ist deutlich kleiner geworden: Die
antibakterielle Wirkung von M lasst mit
der Zeit nach.

Ergebnisse 2.7.2025

Die Honigsorten wurden erneut stark
verdunnt und fur mehrere Stunden
inkubiert.

Nach 24 h hat sich das
Bakterienwachstum gleich entwickelt wie
bei den bisherigen Experimenten (vgl.
Ergebnisse 1.7.2025).

Ergebnisse Experiment Il (3.7.2025)

Eine Agarplatte mit Honiglosungen
(Konzentration 3.7 g/ml) wurde aufgesetzt
und mehrere Stunden bei 30 °C inkubiert.

Bereits nach 17 h zeichnet sichum M
deutlich ein Hemmhof ab. Dieser bleibt
auch nach 18 h weiter bestehen, die
Dichte der Bakterien, die sich in der
Grenzzone des gehemmten Bereiches
befinden, nimmt mit der Zeit jedoch zu.
Das Wachstum um W und U verstarkt
sich, in den Bereichen um H und R sind
weiterhin nur wenige Kolonien erkennbar.
Um H zeigt sich nach 18 h ebenfalls ein
kleiner Hemmbhof.

Nach 96 h hat die Bakteriendichte
besonders um M, U und W zugenommen,
im Vergleich dazu sind um Hund R
weniger Kolonien zu erkennen.

Links: U SL
Oben: MSL
Rechts: H SL
Unten: W SL
Mitte: R SL

s

Links: U SL
Oben: MSL
Rechts: H SL
Unten: WSL

Mitte: R SL

)

Links: HSL
Oben: RSL
Rechts: U SL
Unten: W SL
Mitte: M SL

Links: H SL
Oben: RSL
Rechts: U SL
Unten: WSL
Mitte: M SL
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= Links:HSL
= Oben:RSL
= Rechts: USL
= Unten: WSL

Ergebnisse 8.7.2025

Erneut wurden SL der Honige auf eine
Platte aufgetragen und inkubiert.

Nach 19 h zeigt sich um M deutlich ein
Hemmbhof, um H ist ebenfalls eine kleine
gehemmte Zone zu erkennen.

=  Mitte: M SL

= |inks: RSL
=  Mitte: M SL

Ergebnisse Experiment I11 (18.8.2025)

Die Honig SL wurden auf einer Agarplatte
far 48 h inkubiert.

Der zunachst gut erkennbare Hemmbhof
um M ist nach langerer Inkubationszeit
nicht mehr klar abgegrenzt. Im Gegensatz
dazu ist nach 48 h um H eindeutig ein
Hemmbhof feststellbar.

- Unten: H SL

.

= |inks: HSL
= Oben:RSL
=  Rechts: M SL

Links: HSL
Oben: RSL
Rechts: M SL

Ergebnisse 19.8.2025

Es wurde eine Verdunnungsreihe (1:2,
1:5,1:10und 1:20) von M fur 24 h
inkubiert.

Nach der Inkubationszeit ist um die SL
deutlich eine gehemmte Zone ersichtlich.
Auch die 1:2 Verdlinnung scheint noch

24 h
= Oben: MSL
= Obenlinks: M 1:2
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eine Wirkung auf das Bakterium zu
haben. Die starker verdinnten
Honiglésungen zeigen keine Aktivitat.
Die MIC-Konzentration von M betragt
somit 1.85 g/mL.

=  Untenlinks: M 1:5
=  Untenrechts: M 1:10
= Obenrechts: M 1:20

Ergebnisse 19.8.2025

Es wurden DHA (1 Mund 0.1 M) und MGO
(0.1 Mund 0.001 M) auf eine Agarplatte
gegeben und bei 30 °C inkubiert.

Nach 24 h ist keine von DHA ausgehende
wachstumshemmende Wirkung zu
beobachten. Im Bereich um die 0.1 M
MGO-Losung ist das Bakterium gehemmt,
die 0.001 M Losung zeigt keine Wirkung.

24 h
= QOben:DHA1TM,0.1M
= Unten: MGO 0.1 M, 0.001 M

Ergebnisse 19.8.2025

Die SL von Rund H wurden mit DHA 1 M
erganzt.

Nach 24 h ist weder um H noch um R eine
wachstumshemmende Wirkung zu
erkennen. Das Bakterium verteilt sich
regelmassig auf der gesamten Agarplatte.

24 h
= Links: R(SL) +1MDHA
= Rechts: H (SL) + 1 M DHA

Ergebnisse 20.8.2025

Es wurde DHA (1 M) in die Verdinnungen
von M dazugegeben.

Nach 24 h Inkubation zeigt keine der
beiden Verdlinnungen des Honigs M eine
Wirkung auf das Bakterienwachstum.
Auch die DHA-Kontrollen zeigen keine
Aktivitat.

24 h
= QOben: H+DHA, M+DHA
= Unten: H (1:5), M (1:5)

Ergebnisse 20.8.2025

Es wurden MGO-Verdunnungen (0.1 M,
0.01 M und 0.001 M) vorbereitet.

Nach einer Inkubationszeit von 24 h ist
um die 0.1 M Lésung deutlich ein
Hemmbhof sichtbar. Die gehemmte Zone
ist bisher die grosste, die in den
Experimenten festgestellt wurde. Die 0.01
M Losung zeigt geringe Aktivitat, die 0.001
M Losung hingegen gar keine.

24 h
= Links:0.01 M
= Mitte: 0.1 M

= Rechts: 0.001 M
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Die MIC-Konzentration von MGO liegt
somit bei 0.01 M.

Ergebnisse 2.9.2025

Das Experiment der MGO-
Verdunnungsreihe wurde wiederholt (0.1
M, 0.01 M, 0.005 M und 0.001 M)

Nach 24 h Inkubationistum die 0.1 M
Lésung und die 0.01 M Lésung erneut
eine deutlich gechemmte Zone erkennbar.
Die 0.005 M und 0.001 M Lésungen zeigen
keine wachstumshemmende Aktivitat.

= Oben: 0.1 MMGO

* Links:0.01M MGO

= Mitte: 0.006 M MGO

= Rechts: 0.001 M MGO

Ergebnisse 2.9.2025

Es wurde erneut eine Verdinnungsreihe
(1:2, 1:5, 1:10) von M vorbereitet.

Nach 24 h zeigen die SL und die 1:2
Verdunnung eine hemmende Wirkung.
Die 1:5und 1:10 Lésungen bleiben
wirkungslos (vgl. Ergebnisse 19.8.2025).

= Oben:MSL

= Rechts: M1:2
= Unten:M1:5
= Links:M1:10

Ergebnisse Experiment IV (2.9.2025)

Es wurde eine H,0,-Verdlinnungsreihe
(0.1 M,0.01M,0.005M, 0.001 M) auf
einer Agarplatte angesetzt.

Nach 24 h hat sich ausschliesslich um die
0.1 M Lésung ein Hemmhof gebildet, bei
den anderen Konzentrationen war kein
Hemmbhof erkennbar.

TN

O AmeuM
. C)ohey

= Oben: 0.1 M H,0,
= Links:0.01 M H,0,
. Mitte: 0.005 M H202

Ergebnisse ExperimentV (2.9.2025)

Zur SL der Honigsorten H und R wurde
jeweils eine Katalase-Ldsung (1:10 Kat-
Honig) beigegeben.

Nach 24 h zeigen weder die SL von H und
R noch die mit Katalase angereicherten
Honiglésungen eine Wirkung. Nach
weiteren 24 h bildet sich um H + Kat eine
Bakterienschicht, die sich optisch von
den umliegenden Kolonien abhebt. Statt

=  Rechts: 0.001 M H,0,

vt o8S

24 h
= QOben:H+Kat, HSL
= Unten: R+ Kat, RSL
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der gepunkteten Bakterienverteilung ist
eine gleichmassige, komplett deckende
Schicht erkennbar, ungefahrin der Grosse
des Hemmbhofs, der sich bei einem
vorherigen Experiment um H gebildet hat
(vgl. Ergebnisse Experiment lll,
18.8.2025). Die H SL, die R SL und R + Kat
zeigen nach 48 h keine Aktivitat.

48 h
= QOben:H+Kat, HSL
= Unten: R+ Kat, RSL

Ergebnisse 3.9.2025

Den SLvon M, Hund R wurde eine MGO-
Losung (0.01 M) dazugegeben.

Nach 24 h bei 30 °C zeigt sich um die SL
von R und H keine bakterienfreie Zone.
Um die SL der beiden Honige, die mit
MGO erganzt wurden, sowie um die
reinen MGO-Kontrollldsungen sind
Hemmbhofe zu erkennen. Die Hemmhofe
von H+MGO und R+MGO sind jedoch
nicht grosser als diejenigen von reinem
MGO.

Der Hemmhof um M konnte durch das
Hinzufigen von MGO vergrdssert werden
(von Auge sichtbar). Auch bei der 1:2
Verdinnung von M konnte eine
Vergrosserung des Hemmhofes
festgestellt werden.

= Links:RSL
= Mitte: RSL, 0.01 M MGO
=  Rechts: 0.01 M MGO

24 h
» Links:HSL
= Mitte: HSL, 0.01 MMGO
= Rechts: 0.01 M MGO

24 h

= Links:MSL
=  Mitte: MSL, 0.01 M MGO
= Rechts: 0.01 M MGO
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24 h
= |links:MSL1:2
= Mitte: MSL1:2,0.01 MMGO

Ergebnisse Experiment VI (8.9.2025)

Es wurden verschiedene Kombinationen
der H SL und MGO sowie Katalase auf
eine Platte aufgetragen:

1. HSL

2. MGO

3. HSL+MGO
4. HSL + Katalase (1:10 Kat-Honig)
5. HSL+MGO + Katalase (1:10 Kat-
Honig)

Nach 19 h und 48 h Inkubation ist um (2),
(8) und (5) eine gechemmte Zone
erkennbar. (1) zeigt nach dieser Zeit keine
Aktivitat auf das B. subtilis Bakterium.
Nach 48 h erkennt man um H SL +
Katalase ausserdem eine leicht schmier-
ige Bakterienkultur, die sich von der
ubrigen gepunkteten Bakterien-
kolonisation abhebt.

Die Hemmhofe nach 48 h haben folgende
Durchmesser:

(2): 13 mm

(5): 14 mm

(3): 15 mm

= Obenlinks: HSL

= Obenrechts: HSL+0.01 M MGO

= Mitte: HSL +Kat 1:10

= Unten links: 0.01 M MGO

= Untenrechts: HSL+0.01 M MGO
+Kat 1:10

= QObenlinks: HSL

= Obenrechts: HSL+0.01 M MGO
= Mitte: HSL +Kat 1:10

= Unten links: 0.01 M MGO

= Untenrechts:HSL+0.01 MMGO

Ergebnisse Experiment VII (4.11.2025)

Dasselbe Experiment wurde ein zweites
Mal auf die identische Art und Weise
durchgefuhrt, mit dem einzigen
Unterschied, dass die Agarplatte
wahrend einer Zeitspanne von insgesamt
10 Tagen bei 30° C inkubiert worden ist.

+Kat1:10

24 h
= Oben:HSL
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HSL

MGO (0.01 M)

HSL + MGO (0.1 M)

H SL + Katalase (1:10 Kat-Honig)
H SL + MGO (0.01 M), + Katalase
(1:10 Kat-Honig)

arobd=

Nach 24 h zeigen sich erneut Hemmhofe
um (2), (3) und (5). Diese sind bei (2) und
(5) gleich gross, wahrend der Hemmbhof
um die Probe (3) um 1 mm grdsser ist.
Nach 48 h Inkubation sind besonders die
weissen, schmierigen Bakterienkulturen
um (4) auffallig, die die gepunkteten
Bakterienkulturen (sichtbar nach 24 h)
ersetzt haben. Die Hemmhofe um die
Proben (2), (3) und (5) sind nach 48 h
weniger deutlich sichtbar als noch 24 h
zuvor. Nach 240 h breitet sich das
schmierige Bakterienwachstum auch um
die nicht mit Katalase angereicherte H SL
(1) aus.

Q@
rleo

Q"

240 h

Rechts: 0.01 M MGO

Unten: HSL+Kat1:10 +0.01 M
MGO

Links: HSL+0.01 MMGO
Mitte: H SL + Kat 1:10

~o3m W

1

/
@ )

Ul

Q P
use

G 5)

v MG

Oben: HSL

Rechts: 0.01 M MGO

Unten: HSL+Kat1:10+0.01 M
MGO

Links: HSL+0.01 M MGO
Mitte: HSL + Kat 1:10

03/ SO
&

T e

ok

O 51
ety W0

Oben: HSL

Rechts: 0.01 M MGO

Unten: HSL+Kat1:10+0.01 M
MGO

Links: HSL +0.01 M MGO
Mitte: H SL + Kat 1:10

Ergebnisse 4.11.2025

Es wurden verschiedene Verdlinnungen
der Katalase Losungen zusammen mit H
SL und R SL auf eine Agarplatte
aufgetragen. Die Wirkung der Proben
wurde nach 48 h Inkubation bei 30 °C
beobachtet:

H SL + Kat
H SL + Kat
H SL + Kat
R SL + Kat

1:10 Kat-Honig)
1:4 Kat-Honig)
1:2 Kat-Honig)
1:2 Kat-Honig)

Pod~

r

o3/

Oben links: H SL + Kat (10:1)
Oben rechts: H SL + Kat (4:1)
Unten links: H SL + Kat (2:1)

Unten rechts. RSL + Kat (2:1)
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Um (3) ist nach 48 h deutlich ein weisser,
schmieriger Bereich zu erkennen. Auch
um (1) ist ein dtinner Ring um die
hineingegebene Substanz zu erkennen,
der ebenfalls eine weisse Farbe aufzeigt.
(2) sowie (4) haben nach der
Inkubationszeit hingegen keinen
sichtbaren Effekt auf das
Bakterienwachstum.

Ergebnisse 5.11.2025

Es wurden verschiedene Kombinationen
der H SL und MGO sowie Katalase auf
eine Platte aufgetragen und unter
verschiedenen Temperaturverhaltnissen
inkubiert. Die erste Platte wurde fur 5 h
bei 30 °C Inkubiert und anschliessend 19
h bei RT gelagert, bei der zweiten Platte
genau umgekehrt.

HSL

MGO (0.01 M)

HSL+MGO (0.1 M)

H SL + Katalase (1:10 Kat-Honig)
H SL + MGO (0.01 M), + Katalase
(1:10 Kat-Honig)

oK

Auf der ersten Platte sind nach 24 hum
(2), (3) und (5) deutlich Hemmhofe zu
erkennen. (1) und (4) zeigen wie bereits
bei den vorherigen Experimenten keine
Aktivitat.

Auf der zweiten Platte haben sich um die
gleichen Kombinationen Hemmhofe
gebildet, jedoch sind diese im Vergleich
zur obigen Platte grosser und deutlicher
sichtbar.

5hbei30°C
19 h bei RT

= Oben:HSL

= Rechts: MGO0.01 M

= Unten: HSL+Kat1:10 + MGO 0.01
M

= Links:HSL+MGOO0.01 M

= Mitte: HSL +Kat1:10

19h bei RT
5 h bei 30 °C

= Oben:HSL

= Rechts: MGO0.01 M

= Unten:HSL+Kat1:10 + MGO 0.01
M

= Links:HSL+MGOO0.01 M

= Mitte: HSL +Kat 1:10
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Ergebnisse HPLC-Chromatografie

In einem Langzeitexperiment wurde MGO in die gelésten Honige M, H und R gegeben.
Anschliessend wurden Uber einen Zeitraum von sechs Wochen Proben der Losungen
entnommen. Die qualitative und quantitative Analyse der einzelnen Honigldsungen

erfolgte an der UZH mittels HPLC-Chromatografie.

UnHPLD
RT:334-738

Ergebnisse DHA in Hard Honig DHA in Hard Honig
Vor der kinstlichen Beigabe von DHA in | = """ e
die SLvon H (0.37 g/ml) wurde wederinder | = ... iy
wassrigen noch in der phosphathaltigen | £« =
Lésung DHA detektiert (0). o
1 2 3 4 5 6
Wasser: Nachdem das Molekiil e
hinzugegeben worden ist, steigt die
Konzentration von DHA in H,O zu ihrem DHA in Hard Honig
maximalen Wert von 794 pyg/mlan (1). . preseratpatE
Innerhalb der ersten funf Wochen nach T so0o00 LI g7
der Beigabe ist ein signifikanter Rlickgang g 600,000 91,254
der DHA-Konzentration erkennbar, mit : #0000 252002
Ausnahme von (3), dort scheint die g G
Konzentration weniger stark . S ¢
abzunehmen. Nach Zeitpunkt (5) sinkt der
Stoffgehalt von DHA nur noch minim
verglichen zu den vorherigen Wochen. Die DHA1n Hard Honig
Differenz zwischen Anfangs- und S .
Endkonzentration (1 - 6) betragt 696 )
pg/ml. 5 fooo
E 00000
Phosphatpuffer: Ein ahnlicher Verlauf & QDZZ:
lasst sich auch bei den in Phosphatpuffer : e ’ ’
geldosten Honigproben feststellen. Die
maximale Konzentration ist direkt nach
der Zugabe von DHA (1) gemessen
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worden und betragt 782 pug/ml. Zwischen
Zeitpunkt (2) und (5) verringert sich der
DHA-Gehalt beinahe linear. Nach Woche
(5) nimmt dieser kaum noch ab. Die
Differenz zwischen Anfangs- und
Endkonzentration (1 - 6) betragt 690
pg/ml.

Im Vergleich zu den in Wasser geldsten
Proben ist die Abnahme des besagten
Molekils im Phosphatpuffer besonders
wahrend der Wochen (2) bis (5) starker.
Zum Zeitpunkt (6) sind die
Konzentrationen jedoch beinahe wieder
identisch.

Ergebnisse DHA in Manuka Honig

Sowohl die in H,O als auch die in
Phosphatpuffer gelésten Honigproben
von M weisen schon vor der Beigabe von
DHA einen kleinen Anteil des Molekdls
auf. Bei der wassrigen Probe betragt
dieser 161 pg/mlund bei der
phosphathaltigen Probe 124 pug/ml.

Wasser: Nach der Zugabe von DHA
erhoht sich der Gehalt des Molekuls und
erreicht mit 1170 pyg/ml seine maximale
Konzentration (1). Anders als bei H wird
das Molekilin M nur sehr gering
abgebaut, der Konzentrationsverlauf ist
sehr konstant. Zum Zeitpunkt (4) und (6)
ist eine im Vergleich zu der vorigen Probe
minimal hohere Konzentration erkennbar.
Die Differenz zwischen Anfangs- und
Endkonzentration (1 - 6) betragt 229
pg/ml.

Phosphatpuffer: Der Konzentrations-
verlauf von DHA in den phosphathaltigen
Honigproben verhalt sich dhnlich zu dem
der wassrigen Proben. Die maximale
Konzentration von 1009 pg/ml wird zum
Zeitpunkt (1) erreicht. Nach der anfang-
lichen Abnahme ist zum Zeitpunkt (3) und
(4) eine leichte Zunahme des Stoffes
verglichen zur vorigen Probe ersichtlich.
Daraufhin nimmt die DHA-Konzentration

Konzentration (ug/mil) Konzentration {pg/ml)

Konzentration (ug/ml)

1400.000
1200.000
1000.000
800.000
600.000
400,000
200.000
0.000

1200.000

1000.000

800.000

600.000

400.000

200,000

0.000

1400.000
1200.000
1000.000
800.000
600,000
400.000
200.000
0.000

DHA in Manuka Honig

Wasser

1169.440

982.939
924469 ggo7a3 o5y 240191

160.647

1 2 3 4 5 6
Wochen

DHA in Manuka Honig
—e—Phosphatpuffer

1009.407

928.477 955,824 969.488

773.792
708.203

Wochen

DHA in Manuka Honig

Wasser —@—Phosphatpuffer

1 2 3 ) 5 6
Wachen
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erneut ab. Die Differenz zwischen
Anfangs- und Endkonzentration (1 - 6)
betragt 301 pg/ml.

Im Vergleich zu den in Wasser geldsten
Honigen baut sich DHA, wie es auch
schon bei H der Fall war, starker im
Phosphatpuffer ab. Besonders in den
Proben nach Zeitpunkt (5) und (6) ist ein
deutlicher Unterschied zwischen den
zwei Lésungsmitteln erkennbar. Die
Konzentration in der letzten gemessenen
Probe (6) istim Phosphatpuffer verglichen
zu Wasser um 232 pug/ml geringer.

Ergebnisse DHA in Rapshonig

Im Honig R lag die Anfangskonzentration
von DHA bei 0 pg/mL (0). Die
Konzentration steigt mit der Beigabe des
Molekuls zu ihrem Maximalwert an (1).

Wasser: Der Konzentrationsverlauf von
DHA inden in H,O geldsten Honigproben
gleicht demjenigen der wassrigen
Honigproben von H. Nach der
Anfangskonzentration von 888 pg/ml
nimmt der Anteil des Molekdlls bis zum
Ende (6) beinahe linear ab. Nach
Zeitpunkt (5) ist die Abnahme der DHA-
Konzentration nur noch minim. Die
Differenz zwischen Anfangs- und
Endkonzentration (1 - 6) betragt 627
pg/ml.

Phosphatpuffer: Die Reduktion des DHA-
Molekuls in den phosphathaltigen Proben
von R verhalt sich ahnlich zur Konzen-
trationsabnahme in den wassrigen
Proben. Nachdem die hochste Konzen-
tration von 873 pug/ml (1) erreicht wurde,
nimmt diese kontinuierlich ab. Bis zum
Zeitpunkt (4) verringert sich der Gehalt
jedoch weniger stark als danach. Der
Konzentrationsunterschied zwischen der
(5) und (6) ist geringer als derjenige von (4)
und (5). Die Differenz zwischen Anfangs-
und Endkonzentration (1 - 6) betragt 737
pg/ml.

Konzentration (ug/ml) Konzentration (pg/ml)

Konzentration (pg/ml)

1000.000

800.000

600.000

400.000

200.000

0.000

1000.000

800.000

600.000

400.000

200.000

0.000

1000.000

800.000

600.000

400.000

200.000

0.000

DHA in Rapshonig
Wasser

886,726
804.516

638,388
524678

289,095

Waochen

DHA in Rapshonig

Phosphatpuffer

L 825.540

687.000
501,832

83,932

Wochen

DHA in Rapshonig

Wasser Phosphatpuffer

Wochen

259.615

136.753

[
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Innerhalb der ersten vier Wochen verhalt
sich die Abnahme des Moleklls sehr
ahnlich. Nach Zeitpunkt (4) hingegenistim
Phosphatpuffer ein deutlich starkerer
Abbau von DHA erkennbar, was dazu
fuhrt, dass die Endkonzentrationen 123
pg/mlvoneinander abweichen.

Ergebnisse MGO in Hard Honig

Bereits vor der Beigabe von DHA wurde im
Honig H eine geringe MGO-Konzentration
von 1.81 pg/ml gemessen.

Wasser: Von (1) zu (2) steigt der Gehalt
von MGO deutlich um 3.68 pg/mlan und
auchvon (2) zu (3) ist eine Zunahme von
5.44 yg/ml gemessen worden. Die
hochste Konzentration des Molekuls von
11.1 pg/mlwird zum Zeitpunkt (3)
erreicht. Danach nimmt der Anteil an
MGO wieder ab. Die starkste Abnahme
erfolgt zwischen Zeitpunkt (4) und (5).
Zwischen Woche (5) und (6) hat sich die
Konzentration kaum verandert, sie betragt
zum Schluss 6.08 pg/mL.

Phosphatpuffer: Der Konzentrations-
verlauf in Phosphatpuffer verhalt sich
ahnlich zu demjenigen in den wassrigen
Proben von H. Wahrend der ersten drei
Wochen ist ebenfalls eine deutliche
Zunahme von MGO erkennbar. Die
maximale Konzentration von 8.63 pg/ml
wird zum Zeitpunkt (3) erreicht. In den
zwei darauffolgenden Wochen (4) und (5)
nimmt die MGO-Konzentration linear ab.
Nach Zeitpunkt (5) ist wieder eine leichte
Zunahme von 0.111 pg/ml feststellbar.

In der Zeitspanne zwischen (1) und (2)
verhalt sich die MGO-Produktion in
beiden Losungen gleich. Auch die
maximale Konzentration wird in beiden
Fallen zum Zeitpunkt (3) erreicht, wobei
diese bei in der wassrigen Losung um
2.47 pg/mlhéherist. In den Wochen
danach ist sowohlin H,O als auch im
Phosphatpuffer ein Abbau des MGO-

Konzentration (pg/ml)

Konzentration (pg/ml)

Konzentration (pg/ml)

12.000

10.000

8.000

6.000

4.000
1.807

2.000

0.000

10.000

8.000

6.000

4.000

1.651
2.000

0.000

12.000
10.000
8.000
6.000
4.000
2.000

0.000

MGQ in Hard Honig
Wasser

11.098
10.176

5.657

1.974

1 2 3 4
Wochen

MGO in Hard Honig
Phosphatpuffer
8626

6.070 i

1533

1 2 3 4
Wochen

MGQ in Hard Honig

Wasser Phosphatpuffer

1 2 3 4
Wochen




Molekuls erkennbar, die Endkonzentration
in Wasser bleibt jedoch um 1.66 pg/ml
hdéher als im Phosphatpuffer.

Ergebnisse MGO in Manuka Honig MGQ in Manuka Honig

Wasser

600.000

Im Honig M wurde bereits vor der Zugabe T ncor TET IR e gz asesel
von DHA eine hohe MGO-Konzentration

gemessen. Diese betrug in der wassrigen
Lésung 514 pg/mlund in der

phosphathaltigen Lésung 407 pg/ml. e . . 2+ s s

Wochen

372451 377559
400.000

300.000

200.000

Konzentration (ug/ml

100.000

Wasser: Trotz der Beigabe von DHA wurde

in den in Wasser gelésten Honigproben MGO in Manuka Honig
von M kein Anstieg von MGO gemessen. o Phosphatpufer
Der Gehalt des Molekiils nimmt (iber die :
Zeit kontinuierlich ab, sodass die - e \—M
Differenz zwischen Anfangs- und e
Endkonzentration (0 - 6) 136 pg/ml 5 om0
betragt. Ein besonders starker Abbau des o 1 S s 5
Molekdls ist zwischen Zeitpunkt (4) und
(5) erfolgt.
MGO in Manuka Honig
Phosphatpuffer: Auch im Phosphatpuffer & e e et
ist Uber die Zeit ein kontinuierlicher z EEEZZZ

Abbau von MGO zu beobachten. Ab g“’”“ﬂ“
Zeitpunkt (4) ist eine besonders starke £ oo
Abnahme der Konzentration erkennbar.

Die Differenz zwischen Anfangs- und 0 . , , , . .
Endkonzentration betragt 228 pug/ml. wochen

Verglichen mit den wassrigen
Honigproben nimmt die MGO-
Konzentration im Phosphatpuffer starker
ab, besonders ab Zeitpunkt (4). Die
Startkonzentration (0) war in der
phosphathaltigen Losung bereits um 107
pg/ml geringer als diejenige in den
wassrigen Proben.

Resultate MGO in Rapshonig MGO in Rapshonig

Im Honig R wurde bereits zum Zeitpunkt = 1000 fRRESEnTEELLL
(0) sowohlin den wassrigen als auch in

den phosphathaltigen Proben eine
geringe Konzentration an MGO detektiert.

9.661

5.620

4000, 00 1837

0 1 2 3 4 5 6

Wasser: Die Konzentration von MGO Wochen
nimmt innerhalb der ersten vier Wochen
(0 bis 4) stark zu. Das Wachstum
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zwischen Zeitpunkt (1) und (3) verhalt MGO in Rapshonig

sich linear. Nach Zeitpunkt (4) flacht die Phosphatpufter
Konzentrationskurve allméahlich ab, steigt Amw 10714 =s===ch
jedoch weiterhin an. Die Differenz ' -
zwischen End- und Anfangskonzentration
(6-1) betragt 12.2 pg/ml.

11.315

8.000 6.522

1.565

Konzentration (pg/ml
>
=
g
E

0 1 2 3 4 5 6

Phosphatpuffer: Im Phosphatpuffer steigt Wochen
die MGO-Konzentration besonders in den
ersten drei Wochen (1 bis 3) stark an. Der MGO in Rapshonig
maximale MGO-Gehalt von 11.3 pg/ml Wasser  —8—Phosphatpuffer
wird zum Zeitpunkt (4) erreicht. Danach e

sinkt die Konzentration wieder und o

stabilisiert sich nach Zeitpunkt (5). Die 5000

Differenz zwischen der End- und Anfangs- 00

konzentration (6 - 1) betragt 7.09 pg/ml. 0.000

6,000

Konzentration (ug/ml)

0 1 2 3 4 5 6
Wochen

Der Konzentrationsverlaufin den
wassrigen Proben des Honigs Rist der
einzige, der Uber die gesamte Zeitspanne
hinweg stetig ansteigt. MGO scheint, wie
auch bei Hund M bemerkt, im
Phosphatpuffer weniger stabil zu sein als
in Wasser.

MGO-Konzentration im VergleiCh MGO Konzentration im Vergleich

a00.000 377259

350.000
300.000
250.000

7
200.000 175051
150.000

100.000
50.000 13.552 8.658 6.081 4.418

0.000

Im Vergleich zum Honig M ist die MGO-
Endkonzentration sowohl beim Honig R

als auch beim Honig H sehr gering.

Schaut man sich die wassrigen Losungen & & &
anistin M 28-mal mehr MGO enthalten v & & &
alsin Rund 62-mal mehr alsin H. Honigproben nach 6 Wochen
Produktion von MGO scheintindenin
Wasser geldsten Proben effizienter zu
sein als in den mit Phosphatpuffer
geldsten. Die erfolgreichste Umwandlung
von DHA in MGO istim Honig R in den
wassrigen Proben beobachtet worden.

Konzentration (ug/ml)

&
&

2
5,

&
& &

Seite | 56



10.2 Eindrucke aus dem Labor

L' .l Y 4 Labor KSHP: Vorbereiten
‘ “ay : einer Agarplatte mithilfe

einer Eppendorf Pipette

4 Ultraschallgerat fur
das Homogenisieren
von Lésungen

/

S = ‘

V'
Arbeitsplatz Labor UZH

A
Filter (oben), Multipipette (unten)

Honiglésungen (vordere Reihe), reine
Honigsorten (hintere Reihe)

Tray 01
¢ 4 Offener Autosampler eines HPLC-Gerats

wahrend der Probeninjektion
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