APPLIKATIONEN

Moderne Lebensmittelanalytik |

unter die Lupe genommen

Einsatz spektroskopischer und chromatographischer Methoden

Spektroskopie umfasst eine Klasse experimenteller Verfahren, die
untersuchen, wie eine Probe Energie in Form von Lichtquanten
aufnehmen oder abgeben kann. Jedes Spektrum, egal welcher Art,
entsteht dabei durch Wechselwirkung der zu untersuchenden Materie
mit elektromagnetischer Strahlung, wobei die Wellenlingenbereiche
von Radiowellen bis zur Gammastrahlung reichen. Materie kann
Energie aufnehmen (Strahlungsabsorption) oder Energie abgeben
(Strahlungsemmision), wobei sich deren eigener energetischer
Zustand entsprechend dndert. Ziel der Spektroskopie ist es, aus dem
erzielten Spektrum Riickschliisse auf die Probe zu ziehen, zum Beispiel
auf deren innere Struktur, stoffliche Zusammensetzung oder Dynamik.

Die Massenspektrometrie, die im strengen Sinne keine spektro-
skopische Methode darstellt, soll hier mit behandelt werden.

Kernresonanzspektroskopie
(NMR, nuclear magnetic resonance,
kernmagnetische Resonanz)

Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie lassen sich
Ubergénge von Atomkernen zwischen Zustan-
den mit verschiedener Orientierung ihrer ma-
gnetischen Momente (die proportional zum Ei-
gendrehimpuls ~ sind, der von  der
Kernspinquantenzahl oder vereinfacht vom
Kernspin abhangt) in einem &uBeren Magnetfeld
beobachten. Das fiir Ubergange zwischen den
energetisch unterschiedlichen Orientierungen
erforderliche Energiequantum ist abhangig von
(i) dem auBeren Magnetfeld und (ii) der Wech-
selwirkung der Elektronenhiille des eigenen
Atoms und den Elektronen des gesamten Mole-
kiils. Die erhaltenen Signale werden teilweise
weiter aufgespalten durch die Wechselwir-
kungen nichtaquivalenter Kerne untereinander.
Da die exakte Lage der Resonanzlinien und ihre
Feinstruktur also durch die chemische Umge-
bung der Kerne beeinflusst werden, hat die
Kernresonanzspektroskopie grote Bedeutung
als analytisches Werkzeug in der Chemie und Bi-
ologie und vielen anderen Gebieten.
Hauptanwendung der NMR-Spektroskopie in
der Lebensmittelchemie ist zweifelsohne noch
immer die Strukturaufklarung von organischen
Verbindungen, jedoch wird die NMR-Spektros-
kopie zunehmend auch fiir rein analytische Zwe-
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cke, wie z.B. die Herkunftsbestimmung oder die
Authentizitatsiiberpriifung von Lebensmitteln,
eingesetzt. Fir die Strukturaufklarung orga-
nischer Molekiile wird die zweidimensionale
NMR-Spektroskopie routinemaBig verwendet,
auch die dreidimensionale NMR-Spektroskopie
findet haufig Anwendung, v.a. im Bereich der
Proteinchemie. Bei Anwendung inverser Experi-
mente, die seit Ende der 1970er Jahre als Varian-
te der heteronuclearen Korrelationsexperimente
eingesetzt werden und heute den Standard dar-
stellen, werden in H,X (v.a. H,C)-Korrelationsex-
perimenten die Protonen detektiert, was zu
einem Empfindlichkeitsgewinn, einhergehend
mit einer drastisch reduzierten Messzeit, fiihrt.
Ein weiterer Gewinn an Empfindlichkeit wird seit
Anfang der 2000er Jahre durch die Verwendung
so genannter CryoProbes erreicht. Hierbei wird
das Signal/Rausch Verhaltnis durch Absenkung
der Temperatur der Empféngerspulen um den
Faktor drei bis vier erhdht. Dadurch wird die
Messzeit bis zu einem Faktor von 16 verkiirzt,
bzw. die bendtigte Probenkonzentration kann
um den Faktor vier reduziert werden. Ebenso
wird durch die Erhdhung der magnetischen Feld-
starken in den modernen NMR-Geraten (bis zu
21,1 Tesla, was einer Protonenmessfrequenz von
900 MHz entspricht) die Empfindlichkeit erhéht.
Auch geringe Probenmengen sollten daher Le-
bensmittelchemiker nicht davon abschrecken,
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die Strukturen ihrer Analyten mittels NMR zu be-
schreiben und nicht nur auf haufig mehrdeutige
Ergebnisse aus der Massenspektrometrie zu-
rickzugreifen.



Der Einsatz der NMR-Spektroskopie zur Uber-
prifung der Authentizitdt und Herkunft wurde
2.B. in der Analytik von pflanzlichen Olen, von
Kaffee, Fruchtsaften, Wein und Bier beschrieben
[1,2]. Herkunfts- bzw. Authentizitatsbestimmun-
gen werden haufig mittels SNIF (site-specific
fractionation NMR) durchgefiihrt, mit der die in-
terne Deuteriumverteilung bestimmt werden
kann [3]. Diese Bestimmung ist fir die Authenti-
zitatspriifung von Bedeutung, da die Deuterium-
verteilung organischer Molekiile nicht statistisch
erfolgt; fiir verschiedene Lebensmittelinhaltstof-
fe lasst sie sich bis zu einem bestimmten Grad
anhand des jeweiligen Biosynthesewegs vorher-
sagen.

Massenspektrometrie
(MS, mass spectrometry)

Grundsétzlich ist die Massenspektrometrie eine
Methode zur Trennung und Messung von lonen
unterschiedlicher Masse. Dabei wird die zu un-
tersuchende Probe in das Massenspektrometer
eingebracht, verdampft und ionisiert. Fiir die lo-
nisierung konnen verschiedene physikalische
oder chemische Techniken verwendet werden. Je
nach Verfahren kommt es zu einer mehr oder
weniger starken Fragmentierung der zu analy-
sierenden Molekiile. Die entstandenen charakte-
ristischen Molekiilbruchstiicke lassen sich auf
verschiedene Arten nach ihrem Masse zu La-
dungsverhaltnis (m/z) auftrennen und detektie-
ren. Bei einem durch diese Methode erhaltenen
Massenspektrum wird, im Gegensatz zu op-
tischen Spektren, die Wellenlange durch die Gro-
Be m/z ersetzt und die Intensitdt des auf einen
Detektor fallenden lonenstrahls konzentrations-
proportional aufgenommen. Der lonisierungs-
grad ist hierbei ausschlaggebend fiir die Nach-
weisempfindlichkeit des Massenspektrometers.
Beschrankte sich der Einsatz der MS in der
Lebensmittelanalytik frither nur auf die El (elec-
tron impact, ElektronenstoBionisation)-MS, typi-
scherweise gekoppelt an einen Gaschromato-
graphen, so werden inzwischen auch HPLC (high
performance liquid chromatography)-MS Kopp-
lungen routinemaBig betrieben. Bei der EI wird
die flissige Probe in einer lonenquelle ver-
dampft, in der sie dann mit einem Strahl ther-
mischer Elektronen der kinetischen Energie von
70-100 eV (typischerweise 70 eV) beschossen
wird. Die ElektronenstoBionisation ist zu den
harten lonisationsmethoden zu zahlen, wobei
iiberschiissige Energie hierbei auf zunachst ge-
bildete einfach geladene Molekiilionen abgege-
ben wird, d.h. es kommt hier zu einer nahezu
vollstdndigen Fragmentierung der untersuchten
Substanz. Fir polare Verbindungen wird hier
schon seit langerem die Elektrosprayionisation
(ESI, electrospray ionization) als lonenquelle
bzw. Interface eingesetzt, aber auch fiir unpo-
larere Verbindungen gibt es mittlerweile Mog-

lichkeiten zur lonisierung. Im Gegensatz zur El
stellt die ESI eine weiche lonisationsmethode
dar, bei der die untersuchten Substanzen nicht
bzw. nur geringfligig fragmentiert werden. Es
werden vor allem die fiir eine Molmassebestim-
mung gewdiinschten Molekiilionen wie z.B. M —
[M+nH]n+ mit n > 1 erzeugt. Neben der che-
mischen lonisierung bei Atmospharendruck
(APCI, atmospheric pressure chemical ioniza-
tion) wird auch die Photoionisation bei At-
mospharendruck eingesetzt (APPI, atmospheric
pressure photoionization) [4]. Als Alternative zur
APCI und APPI zur lonisierung von unpolaren
Verbindungen bietet sich die HPLC-Elektroche-
mie-MS an. Hierbei wird eine coulometrische
Zelle zwischen Trennséaule und das MS-Interface
integriert. Mit Hilfe dieser Methodik lassen sich
zum Beispiel polycyclische aromatische Kohlen-
wasserstoffe detektieren [5]. Auf dem Gebiet der
Lebensmittelanalytik kommen als Massen-
analysatoren in der HPLC-MS typischerweise lo-
nenfallen (Trap) oder Quadrupole (Q), seltener
Time-of-Flight-Analysatoren (TOF) oder Hybrid-
Massenspektrometer (Q-TOF, Q-Trap) zum Ein-
satz. Viele Methoden in der Lebensmittelanaly-
tik, die auf der HPLC mit UV-Detektion beruhen,
werden derzeit auf die HPLC-MS und vor allem
auf die HPLC-MS/MS (Triple-Quadrupole) umge-
stellt, um hier von der hoheren Selektivitat und
Empfindlichkeit zu profitieren. Die hohere Selek-
tivitat lasst haufig auch einen geringeren Auf-
wand in der Probenvorbereitung zu. Hierbei ist
jedoch zu beriicksichtigen, dass Matrixeffekte
die lonisierung und somit die Quantifizierung
stark beeinflussen kénnen, so dass in diesen Fal-
len idealerweise mit stabilisotopenmarkierten
Standardsubstanzen gearbeitet werden sollte.
Die HPLC-MS/MS wird heute sehr stark bei der
Entwicklung von Multimethoden zum Beispiel
auf den Gebieten der Mykotoxin- [6], Pflanzen-
schutzmittel- [7] und Tierarzneimittelanalytik
eingesetzt.

Chromatographie

Unter Chromatographie versteht man generell
die standig wiederholte Einstellung eines Gleich-
gewichtes zwischen einer ruhenden (statio-
ndren) Phase und einer bewegten (mobilen)
Phase. Das Gleichgewicht bildet sich auf Grund
verschiedener physikalisch-chemischer Effekte
aus. Eine Klassifizierung kann anhand der zu
Grunde liegenden Trennmechanismen, der ver-
wendeten apparativen Aufbauten und der Art
der stationdren und mobilen Phasen erfolgen.

Gaschromatographie
(GC, gas chromatography)

Bei der Gaschromatographie erfolgt die Auftren-
nung eines Stoffgemisches aufgrund der unter-
schiedlichen Siedepunkte der Einzelsubstanzen
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und der Wechselwirkung des zu analysierenden
Stoffes mit der stationdren Phase. Die mobile
Phase ist ein Gas.

Die Anwendung der Gaschromatographie in
der Lebensmittelanalytik ist extrem vielfaltig und
beschrankt sich nicht nur auf die Analyse von
leichtfliichtigen Substanzen (z.B. Alkoholen, Es-
tern und Aldehyden), sondern auch auf schwerer
fliichtige Verbindungen (z.B. Zucker, Sterine, lang-
kettige Fettséuren etc.), die jedoch zur Uberfiih-
rung in die Gasphase entsprechend derivatisiert
werden miissen. Neben den klassischen statio-
ndren Phasen auf Silicon- oder Polyethylenglycol-
basis spielen auch chirale stationare Phasen, z.B.
zur Bestimmung chiraler Aromastoffe im Rahmen
der Authentizitatsiiberpriifung [8] oder aber auch
zur Bestimmung der Konfiguration von Monosac-
chariden, eine groBe Rolle. Hierbei haben sich vor
allem stationdre Phasen auf Basis von modifi-
zierten Cyclodextrinen, die liber geeignete Ab-
standshalter (Spacer) an die stationdre Phase
gebunden sind, bewéhrt. Andere klassische
chirale Phasen beruhen auf der Verwendung von
Aminosaure-Derivaten (z.B. Chirasil-Val-Phasen).
Neue Ansatze zur Verkiirzung der Analysenzeit,
z.B. in der Analytik der Fettsauremethylester, bie-
ten die (Ultra-)Fast-GC oder High-Speed-GC [9].
Dabei erfolgt die Trennung an meist kurzen Sau-
len (z.B. 5 m) mit geringem Innendurchmesser
(z.B. 0,1 mm). Fiir die Fast-GC spielen die Heiz-
rate des Ofens (> 1°C/min.) und der Detektor
(muss hohe Aufnahmeraten zulassen) eine ent-
scheidende Rolle. Auf diese Art und Weise kann
die Analysenzeit bis zu 20fach verkiirzt werden.
Weitere neue Perspektiven bietet vor allem die
Kombination der Probenvorbereitung, z.B. die
SBSE (stir bar sorptive extraction), mit der GC.
Bei der SBSE erfolgt eine Verteilung der Analyten
zwischen der zu extrahierenden Probeldsung und
einem speziellen Magnetriihrstabchen, das mit
einer Glashille ummantelt ist, die wiederum mit
Polydimethylsiloxan beschichtet ist. Die Thermo-
desorption der Analyten von dem Magnetriihr-
stabchen erfolgt in einem speziellen, dem
Gaschromatographen angegliederten Thermode-
sorptionssystem.

Hochleistungsfliissigchromatographie
(HPLC, high performance liquid
chromatography)

Neben der GC ist die Fliissigchromatographie, i.
B. die HPLC, bei der als mobile Phase eine Fliis-
sigkeit dient, die wohl am haufigsten eingesetz-
te Trennmethode in der Lebensmittelanalytik,
wobei Trennungen auf Normalphasen in den
Hintergrund treten und die meisten Trennungen
auf Umkehrphasen (zumeist C8- und C18-Pha-
sen, aber auch Anwendung von Spezialphasen,
z.B. C30-Phasen) durchgefiihrt werden, soweit
die Polaritat der Analyten dies zuldsst. Neben
neueren Entwicklungen beziiglich der Umkehr-
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phasen, z.B. der Einfiihrung von Phenyl-Hexyl-
Phasen, die sich hervorragend zur Trennung phe-
nolischer Verbindungen eignen, und von
Umkehrphasen, die mit 100% wassrigen Elu-
enten betrieben werden konnen, ohne dass die
Phase kollabiert, war die Einfiihrung der monoli-
thischen Saulen von Bedeutung. Diese Saulen
basieren zumeist nach wie vor auf Kieselgel, je-
doch handelt es sich hier um monolithische Kie-
selgelstabe und nicht um pulverformiges Mate-
rial. Die Kieselgelstabe enthalten groBere
Durchgangsporen (ca. 2 pm) und um GrdBen-
ordnungen kleinere Mesoporen (13 nm) als ak-
tive Oberflache auf dem Kieselgelgerist. Auf-
grund des geringeren Saulendrucks konnen
hohere Flussraten angewendet werden, resultie-
rend in kirzeren Trennzeiten. Applikationen in
der Lebensmittelanalytik, z.B. in der Mykotoxin-
analytik oder in der Analytik phenolischer Ver-
bindungen aus Wein, wurden beschrieben [10].
Die Analysenzeit wird ebenfalls verkiirzt mit ei-
ner neuen Variation der HPLC, der UPLC (ultra
performance liquid chromatography). Hierbei
werden Séulen verwendet, die mit 1,7 pm klei-
nen Partikeln gepackt sind, die jedoch auch ei-
nen entsprechen hohen Druck aufbauen. Inwie-
weit sich die UPLC im Allgemeinen und in der
Lebensmittelanalytik im Speziellen [11] durch-
setzt, bleibt jedoch abzuwarten, bendtigt sie
doch auch spezielle Pumpen, da bei Driicken bis
1000 bar gearbeitet wird.
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Schlusswort

Analytische Methoden bilden die Grundlage zur
Einhaltung von Spezifikationen, QualitdtsmaBsta-
ben und rechtlicher Vorgaben im Bereich der Nah-
rungsmittel. Moderne analytische Methoden in
der Lebensmittelanalytik basieren auf unterschied-
lichen physikalischen oder chemischen Messprin-
Zipien aber auch auf der Verwendung biologischer
Materialien, wie Enzymen oder Antikdrpern. Hoch-
auflosende spektroskopische und chromatogra-
phische Techniken werden in der modernen Le-
bensmittelanalytik bevorzugt zum Nachweis von
niedermolekularen Lebensmittelinhaltsstoffen ein-
gesetzt. Makromolekulare Eigenschaften hinge-
gen, wie gentechnische Veranderungen oder auch
mikrobielle Kontaminationen, konnen am ein-
fachsten auf DNA-Ebene, mit Hilfe molekularbiolo-
gischer Verfahren, wie ,Polymerase-Kettenreakti-
on (PCR)" und ,DNA-Chip-Technologie”
nachgewiesen werden. Auch immunologische Ver-
fahren, bei denen mittels einer Antigen/Antikdrper
Reaktion die Anwesenheit einer Substanz gemes-
sen wird, gehdren seit vielen Jahren zum Stan-
dardrepertoire der Lebensmittelanalytik und wer-
den zum direkten Nachweis von Allergenen in
Lebensmitteln angewendet.
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