Die Aufgabe der Lebensmittel-
toxikologie ist es, zu definieren, wel-
che Dosis das Ding zum Gift macht.
Angesichts der zum Teil sehr weit
greifenden Veranderungen und Ent-
wicklungen auf dem Lebensmittel-
markt ist dies eine grofSe Herausfor-
derung fur die Lebensmitteltoxiko-
logie.
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Authentizitatskon-
trolle von Lebens-
mitteln

@ Der Nachweis von Verfialschun-
gen in Lebensmitteln durch Ver-
schnitt mit nicht zugelassenen oder
nicht deklarierten Zutaten bleibt
weiterhin eine Herausforderung fur
die Lebensmittelchemie. So wird die
gesamte Bandbreite moderner spek-
troskopischer, chromatographischer
und molekularbiologischer Tech-
niken eingesetzt, um unerlaubte Zu-
sitze aufzudecken.”

Stabilisotopenanalytik

@ Die Stabilisotopenanalytik ist eine
der leistungsfihigsten Nachweis-
methoden zur Authentizitatskontrol-
le von Lebensmitteln. Sie beruht auf
dem kinetischen Isotopeneffekt bei
der Biosynthese von Naturstoffen,
der zu einer charakteristischen Isoto-
penverteilung fuhrt. Die so genannte
Isotope Ratio Mass Spectrometry
(IRMS), online gekoppelt mit der
hochauflésenden,
chromatographie (HRGC), erlaubt
heute, Isotopenverhiltnisse in Natur-

kapillaren ~ Gas-

stoffen aus komplexen Gemischen
prazise zu bestimmen. Bisher war die
HRGC-IRMS-Kopplung auf die Be-
stimmung der Isotopenverhaltnisse
von C/"*C und "N/**N beschrénkt.
Seit kurzem sind Gerate kommerziell
verfiigbar, die durch Pyrolyse bei ho-
hen Temperaturen (High-Temperatu-
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und "*0/"°0-Verhaltnisse zu bestim-
men. Es besteht somit die Moglich-
keit zur Multikomponenten-/Multi-
element-Analyse von Lebensmittel-
inhaltsstoffen.

Die Praxis hat gezeigt, dass
HRGC-IRMS-Systeme der grundli-
chen Validierung bedurfen. Hierzu
gibt es mehrere Standardsubstanzen,
deren Isotopenwerte vorher durch
einen High Temperature Conversion
Elemental Analyzer (TC-EA/IRMS)

Y Fine

ermittelt werden mussen.
Multielement-Analyse von trans-
Anethol (8"Cpps, 8"Heyow)” und
anderen Aromastoffen wurde auf
diese Weise durchgefiihrt.

Die simultane Bestimmung der
8”Hepow-Werte von Linalool und Li-
nalylacetat konnte zur Authentizi-
tatskontrolle von Lavendeldlen ein-

gesetzt werden” (Abbildung 1). Ei-
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Korrelation der

6’ HgpowWerte von
Linalool und Lina-
lylacetat aus Laven-
deldlen. Die Proben
$1-55 sind mit syn-
thetischem Ol ver-
falscht.
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Abb. 2.
Chemischer Abbau

von Resveratrol 1
zur Bestimmung
der Deuteriumver-
teilung in 4 und 5
und zur positions-
spezifischen Mes-
sung der 5" Ogpon
Werte in 6-8.

L-Tyrosin in Pflan-
zen und in Tieren
und entsprechende
5" 0syon-Werte der

para-Hydroxygrup-

e

HO

HCe

Abb. 3.
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ne erginzende enantioselektive Ana-
lyse bestatigte, dass einige Lavendel-
ole im Handel mit synthetischen Ra-
cematen von Linalool und Linalyl-
acetat versetzt waren.

Die Authentizitaskontrolle von
Tequila gelang durch die Bestim-
mung der 8" Cppg- und 51805M0W-
Werte. Dazu wurde die HRGC-
IRMS, bei der eine PLoT-Sdule (Po-
rous Layer Open Tubular) verwen-
det wurde, mit der Festphasen-Mi-
kroextraktion SPME, Solid Phase
Microextraction) gekoppelt. Mit die-
ser Methode ist es moglich, Ver-
schnitt von Spirituosen bei minima-
lem Aufwand fur die Probenauf-
bereitung sicher zu bestimmen, da
sich diese Isotopenwerte bei Cs- und
C,/CAM-Pflanzen deutlich unter-

Kohlenstoff tiber den Calvin-Zyklus,
C4-Pflanzen tiber den Hatch-Slack-
Weg und CAM-Pflanzen (Crassula-
cean Acid Metabolism) tiber eine Va-
riante des Hatch-Slack-Wegs.
Isotopenwerte von schwerflich-
tigen Verbindungen, die durch eine
HRGC-IRMS-Analyse nicht be-
stimmbar sind, konnen im Elemen-
tal Analyzer (EA) im Verbrennungs-
modus (8°Cppg) oder im Pyrolyse-
modus (8 Hgyow 8 Osviow) gemes-
sen werden. Allerdings muss die
entsprechende Verbindung in rei-
ner Form aus dem Lebensmittel in
Milligramm-Mengen  diskriminie-
rungsfrei, also ohne den Isotopen-
wert zu verdndern, isoliert werden.
Fur Koffein aus Guarana-Produk-
ten (Paullinia cupana) wurde dies

pe. scheiden: Cs-Pflanzen fixieren den erreicht. Die Bestimmung der
T Bfigrgnn:
L-Tyrasin

COOH = Hn_@_/\':m“ B0y = 430 %

.
ey HH;
@—/\cw L-Phanylalanin
1 0 i Oy
w—— B+ PEP
NH
0 em Hzd i ’ Tiore:
m—@—"‘cm L-Tyrosin
B0y = + %

8" Cppp- und SISOSMOW—Werte er-

laubte es, natiirliches Guarana-Kof-

fein von synthetischem Koffein zu
. 5)

unterscheiden.

Positionsspezifische Isotopen-
werte

@ Durch diskriminierungsfreie Iso-
lierung eines Lebensmittelinhalts-
stoffs und definierten chemischen
Abbau erhilt man auch positions-
spezifische Isotopenwerte. So wur-
den die 8"OqowWerte der ver-
gleichsweise komplexen, bioaktiven
Verbindungen Resveratrol, 4-O-Me-
thylresveratrol-Glucosid und Rapo-
nitin nach Ozonolyse und weiteren
Reaktionsschritten  stellungsspezi-
fisch bestimmt (Abbildung 2).9

Die D/H-Isotopenverhiltnisse der
Abbauprodukte Anisaldehyd und
3,5-Dimethoxybenzaldehyd wurden
stellungsspezifisch mit SNIF-NMR
(Site-specific ~ Natural
NMR)
Durch einfache chemische Abbaure-

Isotope
Fractionation ermittelt.
aktionen war es dabei moglich, stel-
lungsspezifische Isotopenwerte in
strukturell komplexen Lebensmit-
telinhaltsstoffen zu bestimmen.

Die intramolekulare Verteilung der
Isotopenwerte lasst sich anhand des
jeweiligen Biosynthesewegs nachvoll-
ziehen und in begrenztem Maf$ vo-
raussagen. So erlaubt der SISOSMOW
Wert der para-Hydroxygruppe von
L-Tyrosin Ruckschlisse auf die Her-
kunft des Stoffes:” Tierisches Tyrosin
wird tiber eine Monooxygenierung
von Phenylalanin mit atmosphiri-
schem Sauerstoff gebildet (8"*Oqow.
Wert der p-OH-Gruppe ca. +6 %o),
pflanzliches Tyrosin hingegen stammt
aus dem ShikimatStoffwechsel (§'°Ox.
mov-Wert  der p-OH-Gruppe ca.
+30 %o) (Abbildung 3). Inwieweit die-
se Methode geeignet ist, zu bestim-
men, ob ein Protein tierischer oder
pflanzlicher Herkunft ist (Stichwort:
Tiermehlverfiitterung), bleibt aller-
dings abzuwarten.

Die Ester der Phenylessigsaure
tragen zum Geschmack vieler Le-
bensmittel bei und werden in gro-
len Mengen Aromastoffformulie-
rungen zugesetzt. Um naturliche
von synthetischer Phenylessigsaure
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zu unterscheiden, wurden diese zu
Benzoesédure abgebaut. Durch SNIF-
NMR wurden die D/H-Werte der or-
tho-, meta,- und para-Wasserstoffa-
tome des Benzolrings bestimmt.”
Wiahrend Deuterium im syntheti-
schen Material statistisch verteilt ist,
zeigt die nattirliche Verbindung eine
Anreicherung an Deuterium in der
Reihenfolge para>ortho>meta. Diese
charakteristische Verteilung ergibt
sich vermutlich aus der Biosynthese
des Precursors L-Phenylalanin tiber
den Shikimat-Stoffwechsel.

Um die Herkunft von Zuckern
(Glucose, Fructose, Saccharose) mit
der SNIF-NMR-Methode zu bestim-
men, mussten diese bisher kontrol-
liert zu Ethanol vergoren werden.
Durch eine Derivatisierung der Zu-
cker wurde jedoch eine gentigend
grofSe Dispersion der chemischen
Verschiebungen der Wasserstoffato-
me am Kohlenstoff erreicht.” So

wird  Glucose als  3,6-Anhy-
dro-1,2-O-isopropyliden-a-D-gluco-
furanose  (MAGFA)  analysiert,

Fructose als 2,3,4,5-Di-O-isopro-
pyliden-B-D-fructopyranose (DAFP)
(Abbildung 4). Die stellungsspezi-
fische Isotopenanalyse dieser Ver-
bindungen aus verschiedenen C;-,
C,- und CAM-Pflanzen erlaubt es,
bis zu sieben CH-Positionen simul-
tan zu bestimmen. Die Ergebnisse
belegen einen starken Einfluss des
photosynthetischen Metabolismus
auf die Deuteriumverteilung in den
Zuckermolekiilen. Die Methode lie-
fert somit eine wertvolle Erganzung
zur etablierten Ethanol-Methode.

Ausblick

M Die hier gezeigten neueren Ent-
wicklungen demonstrieren die Ein-
satzmoglichkeiten der Stabilisotopen-
analytik in der Authentizitatskontrolle
von Lebensmitteln. Allerdings mtissen
zur  stellungsspezifischen Isotopen-
analyse, sowohl mit SNIF-NMR, als
auch nach chemischem Abbau mit
IRMS, die entsprechenden Verbindun-
gen in reiner Form aus dem Lebens-
mittel isoliert werden. Dies ist bei Mi-
norkomponenten nicht immer prakti-
kabel. Hier bietet die GC-Pyrolysis-
IRMS eine interessante Alternative. So

3 (5T
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Abb. 4.
2H-NMR-Spektren
der Glucose- und
Fructosederivate
3,6-Anhydro-
1,2-O-isopropyli-
den-o-D-glucofura-
nose (MAGFA) bzw.
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2,3,4,5-Di-O-isopro-
pyliden-p-D-fructo-
pyranose (DAFP).

5.0 ' A

kann bei einer niedrigen Pyrolysetem-
peratur das Carboxylat-Kohlenstoffa-
tom der organischen Sauren (C2 bis
C6) nach GC-Trennung als CO, abge-
spalten und anschliefSend online
mit’C/"*C-IRMS
den.'” Da sich viele organische Ver-

vermessen — wer-

bindungen durch eine kontrollierte
Pyrolyse in definierte Abbauprodukte
uberfithren lassen, wird dieser neuere
Ansatz vielleicht die stellungsspezi-
fische Isotopenanalyse von Minor-
komponenten mit IRMS ermdglichen.

Matthias Wiist, Sion/Schweiz
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