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1. Osszefoglalas

2. Bevezetés

A modern technikak gyors fejl6dése miatt egy idére
hattérbe szorult a természetes gyogyszerhatéanya-
gok alkalmazasa. Napjainkban viszont ismét megnétt
a kereslet irantuk, egyre tébben prébaljak meg se-
gitséguikkel visszanyerni, illetve fenntartani egészsé-
glket. A modern, nemrég felfedezett ,,csodaszerek”
tovabbra sem tudjak visszaszoritani az olyan, mar
jol bevalt, a hagyomanyos orvoslasban évezredek
6ta alkalmazott gyogyhatasu készitményeket, mint a
méz és a kiilénb6z6 gydgynoveények.

Nagyon sok mézel§ gydgyndvényt ismerlink, azon-
ban sok olyan egészségre jotékony hatassal bird
gyogynovény is van, amelyekbdl nem lehet mézet
késziteni, viszont a hatasuk miatt elészeretettel fo-
gyasztjuk azokat. A gyogynovényekrdl és azok alkal-
mazasardl szamos kézikdnyv fellelhetd, amelyek tu-
domanyos részletességgel ismertetik az egyes nové-
nyek alkalmazasi médjat és annak hatasat [1],[2],[3].

Egy berettydujfalui méhészetben felmerlilt az az Gtlet,
hogy gyogyndvénykivonatokat etetnek be a méhcsa-
ladok egészségének feljavitasara. Ezzel a vart mellett
még mas hatast is elértek, hiszen egyrészt a méhek
egészségesebbek és erésebbek lettek, masrészt pe-
dig a beetetett gydgyndvényre jellemzd izl és szinl
terméket kaptak, ami alapjan jogosan feltételezhet-
ték, hogy a késztermék tartalmazza a gyégynévény

' FOODLAB Kift.

komponenseit is. Ezzel a mddszerrel természetes
uton tudtak kombinalni a méz és a gyogyndvény jo-
tékony hatasat [4],[5],[6].

Az egyik ilyen beetetésre kertilé gydgyndvény a bors-
menta volt, amely a legnépszerlibb és legsokolda-
[Ubban alkalmazott gyégy-és élelmiszerndvények
kozé tartozik. Mind az élelmiszeriparban, mind a gyo-
gyaszatban a levelét hasznaljak fel, amelynek az il-
[6olajtartalma 1-3 %, legfébb hatéanyagai a mentol
(és annak szarmazékai), kiilonb6zé flavonoidok, és
rozmaringsav-szarmazékok. Hatadsmechanizmusat
preklinikai és humanklinikai vizsgalatok soran egya-
rant felderitették. Nagyszerlien alkalmazhaté epe- és
bélpanaszok enyhitésére, mivel relaxalja a bélrend-
szer simaizmait. Ezen tul megfazasos tiineteket ke-
zelnek vele. Bérgydgyaszatban helyi érzéstelenit6-
ként is hasznaljak, mivel j6 hisit6, érzéstelenitd [3].

A beetetéshez megfeleld receptek alapjan elkészitett
borsmenta levél kivonattal dusitott cukorszirupot al-
kalmaztak a méhészek [5]. Fontos leszdgezni, hogy
az igy eléallitott termék mézként nem forgalmazhato,
hanem ,TOBBMINTMEZ” fantazianévvel taldlkozha-
tunk ezzel a mézédes gyogyhatasu készitménnyel.

Vizsgalataink célja az volt, hogy bebizonyitsuk: a
gyogynoveények illé komponensei valdban kimutatha-
toak a kész mézben, igy kdzvetve az is bizonyithato,
hogy a gydégyndvény hatéanyagért felelés kompo-
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nensei is behordasra kerlltek. A vizsgalatok két fela-
datot céloztak: egyrészt az illo6 komponensek azono-
sitasat, amelyet gazkromatograf-témegspektromet-
rias méréssel végeztlink, masrészt a kromatografias
ujjlenyomat készitését, amelyhez gazkromatografias
elemzést alkalmaztunk [7]. A mézmintaban és annak
gb6zterében jelen 1év6 illékony és fél-illékony szerves
vegyulletek jelentésen hozzajarulnak a méz izéhez,
meghatarozzak, hogy mely ndvénytdl szarmaznak,
és milyen kezelési modnak vetették alda azokat. Az
aromaanyagok segitségével meghatarozhatjuk, hogy
a gyogynovény, a belble készlilt szirup és az abbdl
készllt méz milyen hasonlésagot mutatnak.

Az ill6 komponensek meghatarozasa torténhet géz-
tér (head space, HS) elemzéssel, vagy szilard-fazisu
mikroextrakcids (solid phase micro extraction, SPME)
modszerrel. Ez utébbi eljaras alkalmas arra is, hogy az
ill6 komponensek Osszetétele alapjan a méz eredete
is megadhaté legyen [8]. A nem illékony komponen-
seket szilard fazisu extrakciot kdvetéen folyadékkro-
matografias modszerrel lehet elemezni [9]. Jelen vizs-
galatok csak az illé komponensek elemzését céloztak.

3. Anyag és modszer
3.1. Mintael6készités

Az SPME mintael6készités kézi eszkdzzel tortént.

Az alkalmazott SPME szal: 85 pm poliakrilat szal.
Extrakcids id8: 1 6ra

Extrakciés hémérséklet: 50°C

Deszorpcios hémeérséklet: 200°C (a gazkroma-
tograf injektoraban)

e Deszorpcios id6: 30 masodperc

Az SPME mintavételezéshez a méz és szirup minta-
kat jol zarhatd, szeptummal ellatott edényekbe mér-
tuk be, amelyekbdl a szeptumon keresztul végeztik
az extrakciot.

A géazkromatografias elemzések Hewlett-Packard
gyartmanyu 5890 Series Il tipusu készlléken tortén-
tek. A gazkromatograf split-splitless injektorral és
langionizacios detektorral volt felszerelve. Az elem-
zési korilmeények a kdvetkezdk voltak:

o Kolonna: HP-5 all6fazisu kapillaris oszlop, 25 m x
0,25 mm x 0,25um

Viv8gaz: nitrogén (1 mL/perc, 40°C), alland6é nyomas
Elemzési hémérséklet: 40°C 2 percig, ezt kovets-
en 5°C/perc felftités 200°C-ig

Teljes elemzési id&: 44 perc

Injektor hdmérséklet:200°C

Injektor liner: toltet nélkuli szilanizalt liner

FID hémérséklet: 300°C

A gazkromatograf vezérlését, az adatgyUjtést és az
eredmények kiértékelését Agilent Chemstation rev.10
programmal végeztik.

A GC-MS elemzések Hewlett-Packard gyartmanyu
5890 Series Il tipusu gazkromatograf — 5971A tipusu

tdmegspektrométeren torténtek. A gazkromatograf
split-splitless injektorral és langionizacios detektorral
volt felszerelve. A gazkromatografias elemzési korul-
mények az elébbiekkel azonosak, kivéve:

e Vivégaz: hélium (1 mL/perc, 40°C), allandé injek-
tor nyomas

A tdmegspektrométer paraméterei:

e Transzfer line hédmérséklet: 280°C
e lonizacio: 70eV
e Tomegtartomany: 10-500 AMU

A gazkromatograf-tdmegspektrométer vezérlését, az
adatgydjtést és az eredmények kiértékelését Hew-
lett-Packard GC-MS Chemstation rev.3 programmal
végeztik. A komponensek azonositasat a tdmeg-
spektrumok felhaszndlasaval NIST és Wiley adat-
bazisok segitségével végeztik. Az azonositashoz a
retencids indexeket is felhasznaltuk, az indexeket
kézikdnyvekben megtalalhaté adatok alapjan azono-
sitottuk [10], [11].

4. Eredmények

A GC-MS elemzések soran az egyes mintak kom-
ponenseinek azonositasat végeztik, meghataroztuk
azokat a komponenseket, amelyek a borsmentara
jellemzék. A TIC (total ion chromatogram) eredmé-
nyek felhaszndldsaval az azonositott normal lancu
zsirsavak etilésztereinek ismert retencidés indexei
alapjan minden komponens retenciés indexét kisza-
moltuk. Az index adatok segitségével a kézikdnyvek-
ben lévé adatokkal &sszevetve az azonositasokat
meg lehetett erdsiteni, illetve bizonytalan esetekben
az azonositas megtorténhetett (1. tablazat).

1. tablazat: A borsmenta szirup és méz néhany
specifikus komponense
Table 1: Some specific components
of peppermint honey and syrup

Komponen

Cgngn:nts‘ CAS Index
1,8-Cineole 470-82-6 1030
Phenylethyl alcohol 60-12-8 1111
Neomenthol 491-01-0 1178
L-Menthol 89-78-1 1188
a-Neo-iso-menthol 491-02-1 1198
Isomenthol 490-99-3 1202
a-Terpineol 10482-56-1 1206
Piperiton 89-91-6 1268
Thymol 89-83-8 1306
Eugenol 97-53-0 1369
B-Damascenone 23726-93-4 1397
Viridiflorol 552-02-3 1603

A kapott tomegspektrumok segitségével az altalano-
san ismert mentol szarmazékok mellett néhany olyan
komponenst is kimutattunk, amelyekkel ritkan talal-
kozunk gyégyndévényekben. llyen vegyllet példaul a
viridiflorol, amelynek témegspektruma az 1. abran
lathato.
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1. Summary

Apiarists let prepare by bees honey products containing
medicinal drugs. Our aim was to prove that the active
ingredients originated from the herbs are also present in
the honey products. To fulfill that task we developed a
method analyzing the volatile components of the syrup
and honey prepared using the leaves of peppermint
(Mentha x piperita). That method involves a sample
preparation by SPME followed by GC and GC-MS
analysis. The analyses and the data evaluations proved
that the volatile components of the herb containing syrups
were transferred to honeys by bees. As the characteristic
components of certain herbs could be identified also
in the honey product it is obvious that the components
responsible for the medicinal effects (if they are not
identical with the volatile components) are also transferred
to honey.

2. Introduction

The use of the natural medicine ingredients was
suppressed for a while because the development of the
modern techniques. However, nowadays the demand
increases; more and more people try to recover and keep
their health with the help of those natural medicines.
The novel recently discovered panaceas still cannot
overshadow those medicinal drugs which are used
for thousands of years by the traditional medicine like
different honeys and herbals.

There are lots of medicinal plants as nectar source but
there are several other useful herbals which cannot serve
as nectar source. There are lots of handbooks known
about medicinal plants and their use which contains
detailed scientific description of the different plants and
their effect [1], [2], [3].

Apiarists at Berettydujfalu have got an idea to feed the bees
with extracts of medicinal plants to improve their health.
They reached more benefit as they planed because the
bees became healthier and stronger and they produced a
honey with similar taste and colour to the herbal was feed.
Therefore it is obvious that the components responsible
for the medicinal effects are also transferred to honey.
With this procedure they could combine the beneficial
effects of honey and herbs on natural way [4],[5],[6].

One of the used herbals was peppermint which is a very
famous and versatile medicinal and food plant. The leaves
are used in food industry and medicine as well. The leaves
contains 1-3 % essential oils, the main components are
menthol (and its derivatives), different flavonoids, and
rosemary acid derivatives. The mechanism of its effect
is confirmed by preclinical and human clinical studies,
as well. Since it relaxes the smooth muscle of intestinal
tract it is very suitable to relieve bile and intestinal
problems. Besides, it is useful for catarrhal symptoms. In
dermatology it is used as local analgesic because it has
anaesthetic and refrigerant effect [3].

To feeding the bees the beekeepers prepared syrup
enriched with the extract of peppermint according to
appropriate recipes [5]. Therefore it is important that the
trade of this product as honey is not allowed but those
honey products are labelled as “MORETHANHONEY” (in
Hungarian: ,TOBBMINTMEZ").

The aim of our studies was to prove that the volatile
components originated from the herbs are also present

in the honey products thus it is indirectly demonstrable
that the active ingredients are also present. There
were two tasks in our research: on one hand to identify
the volatile components with gas chromatography-
mass spectrometry and on the other hand to create a
chromatographic fingerprint with gas chromatography [7].
The volatile and semivolatile organic compounds present
in honey and in its headspace are responsible for the
taste of the honey they show the origin and the kind of the
treatment. By means of the analysis of volatile component
compositions we can determine the similarity of the herbs,
the syrup was made from herbs, and the final produced
honey.

The analysis of the volatile components is possible by
headspace or by solid phase microextraction (SPME)
methods. The last one is also suitable to define the
botanical origin of the honey based on the volatile
components composition [8]. The analysis of the non
volatile components can be made by solid phase
extraction followed by liquid chromatographic analysis [9].
The aim of the present study was the analysis only of the
volatile components.

3. Materials and methods
3.1. Sample preparation:

The SPME sample preparation was made with manual
tool. The honey and syrupy samples were placed into
lockup sample vials equipped with septa. The extraction
was made through the septum.

e SPME fibre: 85 pm poliacrylate
e Extraction time: 1 hour

e Extraction temperature: 50°C

e Desorption time: 30 sec

e Desorption temperature:
injection port)

The GC analyses were performed on a Hewlett-Packard

made 5890 Series Il instrument equipped with split-

splitless injector and FID.

e Column:

column x 0,25 mm x 0,25um
e Carrier gas:

constant pressure)

e Temperature program: 40°C 2 min followed by
5°C/min up to 200°C

200°C (in the GC

HP-5 capillary

nitrogen (1 mL/min,

e Analysis time: 44 min
e Injector temperature: 200°C
e Injector liner: liner without packing
e FID temperature: 300°C

Agilent Chemstation rev.10 was used for system control,
data acquisition, and data evaluation.

The GC-MS measurements were made on a 5890 Series Il -
5971 mass spectrometer system. The gas chromatograph
has split-splitless injector and FID detector. The GC
parameters were the same as above but:

e Carrier gas: helium (1 mL/min,
constant pressure)
Mass spectrometric parameters:
e Transfer line temperature:
e |onization:
searchable spectra)
e Mass range: 10-500 AMU
Hewlett-Packard GC-MS Chemstation rev.3 was used
for system control, data acquisition, and data evaluation.
The components were identified using Wiley and NIST

databases and using retention indices from different
manuals [10], [11].

280°C
70eV (for library
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1. dbra: A viridiflorol azonositdsa a témegspektruma alapjan
Figure 1: The determination of the viridiflorol with its mass spectra

[7], retencids index referenciaként a mintakban jelen [évé telitett lancu zsirsav etilésztereket hasznaltuk.
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2. abra: A borsmenta méz illo komponenseinek kromatogramja (SPME-GC-FID)
Figure 2: The chromatogram of volatile components in peppermint honey (SPME-GC-FID)

ket 6sszehasonlitva hatdrozza meg a szoftver a kro- mezheték (3. abra).
matogramok hasonldsagat. A borsmenta esetében a
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méz és a szirup illé komponensei azonosak, a kom-
ponensek mennyiségi aranyaiban talalhaté eltérések
a méhek altal végzett méz érlelési folyamattal értel-
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3. abra: Borsmenta tartalmu szirup és méz illé komponenseinek 6sszehasonlitdsa
Figure 3: The compatrison of the volatile components in peppermint syrup and honey

5. Kovetkeztetések

A bemutatott mérési eredmények alatamasztjak azt a
feltételezést, hogy a méhek a gyégynévény tartalmu
sziruppal torténd etetéskor a gydgyndvények kom-
ponenseit behordjak, a keletkez6 méz (amely ter-
mészetesen tartalmazza a behordott nektar eredet(
mézet is) kimutathatéan tartalmazza a gyégynoévé-
nyek ill6 komponenseit. Ez kdzvetve bizonyitja, hogy
a gyogynovény valamennyi komponense belekeril a
mézbe, vagyis a gyégyhatasért felelés komponensek
(akar illék, akar nem) a méz alkotdéiva valnak. Az igy
eléallitott méztermék jol fogyaszthaté gydgyhatasu
készitmény, amely az eredeti gyogyndvénybdl nyer-
het6 készitményhez (tea, extrakcioé stb.) hasonléan
tartalmazza a gyégyhatasért felelés komponenseket.
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4. Results

During the GC-MS analysis we identified the components
of the different samples and determined the specific
compounds of the peppermint. We calculated the
retention indices of the components using the known
retention indices of identified straight-chain saturated fatty
acid ethyl esters from the TIC (total ion chromatogram).
The identification was confirmed by the comparison of the
data from the handbooks of indices data (Table 1).

With the help of the measured mass spectra we identified
some components besides the well-known menthol
derivatives which occur rarely in medicinal plants (e.g.
viridiflorol, Figure 1).

For the evaluation of the GC chromatograms (Figure 2)
and the determination of the indices were used the PICI
software [7]; we used the saturated fatty acids of the
samples as retention index references.

The PICI software uses the results of the gas
chromatographic analysis to create the chromatographic
fingerprints which are stored in a database. The software
compares them and determines the similarity of the
chromatograms. In the case of peppermint, the volatile
components are the same in honey and syrup samples;
there are only quantity differences because of the ageing
process made by bees (Figure 3).

5. Conclusions

The presented results of the measurements confirm the
assumption, that the components of the herb containing
syrups were transferred to the honeys by the bees. The
volatile components of the herbs are present in the
prepared honey (which contains the honey made from the
natural nectar sources, as well). It proves indirectly that all
of the components of plants are transferred to the honey,
therefore the active ingredients (volatile or non volatile)
become components of honey. The honey products
made in this way are useful medicines and contain the
compounds which are responsible for the medicinal effect
like other products (e.g. tee) made from the original herbs.

LC-MS/MS moddszerek alkalmazasa az élelmi-
szeranalitikaban (részlet)

ar. Télgyesi Adam, NEBIH

Az élelmiszer mintak dsszetétellket tekintve a leg-
komplexebb matrixok koézé tartoznak igy a mai mo-
dern élelmiszeranalitikai meghatarozasok megkdve-
telik a legpontosabb, legszelektivebb és legérzéke-
nyebb technikak alkalmazasat. A matrixoktdl a rezi-
duumok elvalasztasa sok esetben kapcsolt techni-
kak (LC-MS/MS QQQ) alkalmazasat igényili, amelyek
lehetévé teszik a célmolekulak ultranyomnyi kimu-
tatasat még a legdsszetettebb mintakban is. Ilyen
célokra 2007 novemberétdl van lehet6ségem hasz-
nalni az Agilent legelsd harmaskvadrupol rendszert
LC-MS/MS készulékét, a 6410A jelzésli modellt. A
laboratérium 2010. aprilisi NAT auditalasa soran 16
ilyen médszer kerllt akkreditalasra a készlléken, és
ez a modszerszam még néggyel bévdlt.
Amfenikolok meghatarozasa allati eredetii élel-
miszerekbdl

Az amfenikolok csoportjaba tartoznak engedélye-
zett szerek, mint tiamfenikol (TAP) és florfenikol
(FAP), mégis a legismertebb amfenikol a kléramfe-
nikol (CAP), ami tiltott (MRPL 0,3 pg/kg). Laboraté-
riumainkban a CAP sz(ir6 mérése (screening) enzim-
jelzést kompetitiv immunanalitikai médszerrel folyik
(ELISA). A screening méréssel pozitivként értékelt
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mintak megerdsitd (konfirmacios) mérésére LC-MS/
MS moddszert fejlesztettiink, mellyel 2010-ben nem-
zetkdzi korvizsgalatban (szervezd: ANSES EU-RL,
Fougeres, Franciaorszag) vettlink részt. Pisztrang
mintakbdl kellett a CAP-ot kimutatni ismét pg/kg-os
szint alatt. Az altalunk mért értékek 0,15 és 0,21 pg/
kg-nak adodtak, melyekre szamolt Z értékek -0,28
és -0,37 voltak. A pisztrang mintak tényleges CAP
koncentracidi 0,15 és 0,23 pg/kg voltak.

Osszefoglalas

A bemutatasra kertlt médszerek szemléletesen mu-
tatjak, hogy az LC-MS/MS technika milyen széles
kérben alkalmazhaté kiiléonbdz6 hatdéanyagok (szte-
roidok, antibiotikumok, mikotoxinok) meghataroza-
sara akar a legosszetettebb matrixokbol (testi flui-
dumok, szdvetek, tej, stb.) is. A pontos analizis kul-
csa egy jo el6készités és egy j6 miszer. Az Agilent
készlilék tdbb tizezer kromatogram felvétele utan is
megbizhatéan hasznalhaté a szermaradékok nyom-
nyi kimutatasara.
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Agilent Technologies

Agilent 6000 LC/MS rendszerek:

Agilent 6490 QQQ
LC/MS rendszer

Az 0] "iIFunnel Technology" idealis valasztas a kritikus gyégyszeripari, élelmiszerbiztonsagi, kor-
nyezeti, élettudomanyi, klinikai, kriminalisztikai és toxikologiai alkalmazasok teriletéen.

¢ “iFunnel Technology" az attogram (zeptomol) érzékenységért,
e Agilent Jet Stream termikus gradiens fokuszalasu ionforrassal,
* Nagyhatékonysagu hexabore mintavételi kapillaris,

* Ketlepcsos ion tlkor a nagyobb tomegfelbontas érdekeben,

s Automatizalt multi-komponens tuning moéd.
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Termékeinkrél bévebb tajékoztatast az alabbi elérhetéségeken:

Kromat Kft. = 1112 Budapest, Péterhegyi Ut 98. « Telefon: 248-2110
Fax: 319-8574 « E-mail: info@kromat.hu = www.kromat.hu




