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Fiir die Analytik fast aller Vitamine existieren heute zuverldissige chromatographische

Verfahren. Es fehlt aber noch an Multimethoden. Emulgatoren und Enzyme bei der indus-

triellen Herstellung von Backwaren verbessern sowohl die Verarbeitungseigenschaften

als auch die Qualitdt der Endprodukte.

Vitaminanalytik

@ Noch vor einigen Jahren war die
Ansicht weit verbreitet, dass in der
westlichen Welt Vitaminmangel nur
bei Randschichten der Bevolkerung
auftrete. Seit Volkskrankheiten wie
Krebs und Herz-Kreislaufbeschwer-
den mit der mangelnden Zufuhr be-
stimmter Vitamingruppen in Verbin-
dung gebracht werden," ist diese
Substanzgruppe aber aktueller denn
je. Auch die Analytik ist inzwischen
weiterentwickelt worden, bleibt aber
anspruchsvoll.

Die besondere physiologische
Bedeutung der Vitamine — die Not-
wendigkeit fiir den Menschen, sie
mit der Nahrung aufzunehmen, so-
wie der Bedarf in geringen Mengen
— hatte seit jeher Auswirkungen auf
die Analytik: Die zu quantifizieren-
den Spuren sind zum Teil fir hoch-
empfindliche,  chemisch-analyti-
sche Verfahren zu klein, so dass
Bioassays hier immer noch eine
Rolle spielen.

Zur Bestimmung der Vitamine
eignen sich Organismen, die diese
Substanzen nicht selbst produzieren,
aber zum Wachstum benotigen.
Waurden frither zum Teil Wirbeltiere
eingesetzt, wie Htthnerkuken fur die
Vitamin K-Analyse, so sind es heute
nur noch Bakterien.

Um den Nahrwert eines Lebens-
mittels zu bestimmen, ist es erforder-
lich, alle wirksamen Formen eines Vi-
tamins zu erfassen. Vitamine konnen

als Stereoisomere oder als gebundene
Formen mit zum Teil unterschiedli-
chen physiologischen Aktivitaten vor-
kommen. Daher mussen sie getrennt
erfasst und quantifiziert werden.

Eine zusatzliche Komplikation bei
der Analytik entsteht durch syntheti-
sche Vitamine mit neuen Derivaten
und fehlender Isomerenreinheit der
synthetischen Formen, durch die sich
die Vitamerenvielfalt noch erhdht
hat. Mit der erhohten Trennleistung
von Saulenmaterialien setzen sich
HPLC-Methoden immer mehr durch,
da sich damit Vitamere besser diffe-
renzieren lassen, sich die Analysensi-
cherheit erhoht und sich die Ana-
lysenzeit verktirzt hat. Somit besitzen
diese Methoden eindeutige Vorteile
gegentiiber Bioassays.

Es ist auch heute noch analytisch
sinnvoll, Vitamine klassisch in was-
ser- und fettlosliche einzuteilen.
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Fettlosliche Vitamine

@ Um fettlosliche Vitamine in Le-
bensmitteln vollstandig zu erfassen
und von den Fetten zu trennen, wer-
den diese meistens verseift. Dies
geht aber mit thermischen und alka-
lischen Belastungen der Probe ein-
her und kann zu Vitaminverlusten
fihren.

Fiar hydrophobe Analyten hat
man in der HPLC die Wahl zwischen
einer Normalphase mit organischem
Fliefmittel oder einer Umkehr(RP)-
Phase mit wassriger mobiler Phase.
Da laufend neue RP-Phasen mit ver-
anderten Selektivitidten und besserer
Trennleistung entwickelt werden,
und organische FliefSmittel nicht
kompatibel mit den immer haufiger
eingesetzten MS-Anwendungen
sind, setzen sich RP-Phasen zuneh-
mend durch. ->
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Vitamin A chinone empfindlich nur mit Nach-

saulenreduktion und Fluoreszenz-
Neben der Stammverbindung all-  detektion nachweisbar sind.

trans-Retinol weisen einige ihrer Me-
taboliten sowie eine Reihe von Caroti-
noiden als Provitamine Vitaminaktivi-
tat auf und sind einzeln zu quantifizie-
ren. Die physiologische Aktivitat ist an
eine nicht-hydroxylierte -Ionon-
Ringstruktur ~ gebunden. Moderne
HPLC-Verfahren erfassen Retinoide
gleichzeitig mit den Carotinoiden, wo-
bei als interne Standards die nicht na-
tarlich vorkommenden B-apo-8-Ca-
rotenal oder 3,4-Didehydroretinylace-
tat dienen. Als stationdre Phasen be-
wihren sich zunehmend C30-Mate-
rialien. Unter den Carotinoiden wer-
den dabei immer noch bisher unbe-
kannte Vertreter identifiziert,z) zum
Teil durch innovative Kopplungstech-
niken wie HPLC-NMR.”

Vitamine D, E und K

Fiir die Bestimmung der Calcife-
role und Tocopherole ist die RP-
HPLC mit UV-Detektion das Stan-
dardverfahren, wahrend die Phyllo-

Als interne Standards eignen sich
Ergocalciferol fir Vitamin D, Dime-
thyltocol fiir die Tocopherole sowie
Vitamin K| (55, fiir die Phyllochinone.
Standards
spielen bisher eine untergeordnete

Stabilisotopenmarkierte

Rolle, eine erste Anwendung ist fur
a-Tocopherol beschrieben.” Eine Sta-
bilisotopenverdunnungsanalyse (Si-
va) fur Vitamin Ky in Plasma
durch GC-MS” durfte in Lebensmit-
teln kaum anwendbar sein, da das an
der aciden 2-Methyl-Position mar-
kierte  [Ds]-Phyllochinon  (Abbil-
dung 1 B) in wassrigen Elutionsmit-
teln einem Deuterium-Protium-Aus-
tausch unterliegt.

Wasserlésliche Vitamine

@ Diese Substanzen eignen sich be-
sonders fir eine Analyse durch RP-
HPLC. Multimethoden existieren fur
die Vitamine By, B,, By, Folsdure und
Niacin in Nahrungserginzungsmit-
teln oder angereicherten Lebensmit-

teln. Fir die nativ in Lebensmitteln
vorkommenden Vitamine ist diese
Methode jedoch wenig geeignet, da
konjugierte Formen mit Vitaminakti-
vitat erst durch spezifische Enzyme
gespalten werden mussen. Mit einer
Kombination aus a-Amylase, Papain
und saurer Phosphatase lassen sich
jedoch Konjugate der Vitamine By, B,

und By gleichzeitig erfassen.”

Vitamine B, und B,

Die empfindliche Analyse von
Thiamin  erfolgt  fluorimetrisch
durch Vor- oder Nachsiulenderivati-
sierung zu Thiochrom. Der Einsatz
interner Standards hat sich hierbei
nicht bewahrt.

Aufgrund seiner Fluoreszenz
wird Riboflavin bevorzugt durch
HPLC mit Fluoreszenzdetektion
(FD) quantifiziert. Seit neuestem
lasst es sich simultan mit seinen
Konjugaten  Flavinmononukleotid
(FMN) und Flavinadenindinukleo-
tid (FAD) durch HPLC auf einer
Amidphase ohne Verwendung eines

7
Ionenpaarreagenzes erfassen. )

Vitamin B,

Pyridoxal und seine Vitamere sind
aufgrund ihrer Eigenfluoreszenz gut
durch HPLC-FD bestimmbar. Die
physiologisch aktiven Phosphatester
mussen entweder durch Phosphata-
sen gespalten werden oder lassen sich
durch Nachsaulenderivatisierung mit
Hydrogensulfit neben den unver-

. e 8
esterten Vitameren quantlflzleren. )

Folate

Diese Substanzgruppe steht der-
zeit im Fokus der Diskussion um die
Vitaminanreicherung von Lebens-
mitteln. Wahrend es beispielsweise
in Nordamerika gesetzlich vor-
geschrieben ist, Weizenmehl mit Fo-
lat anzureichern, ist in Deutschland
die Supplementierung freiwillig. Ne-
ben Kklassischen, vitaminangerei-
cherten Produkten wie Saften, Mol-
keprodukten oder SiifSigkeiten wer-
den zunehmend Margarine, Speise-
salz und Backmischungen mit Fol-
saure versetzt.
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Fur die Analytik der syntheti-
schen Folsdure stehen geeignete Me-
thoden zur Verfugung. Die in Le-
bensmitteln nattrlich vorkommen-
den Vitamere hingegen sind immer
noch eine analytische Herausforde-
rung. Im Vergleich zur syntheti-
schen Folsdure sind sie deutlich in-
stabiler gegen Licht und Oxidation,
sie kommen nur in Spurenkonzen-
trationen vor, zusitzlich macht die
Vitamerenvielfalt der Analytik zu
schaffen.

Um die Variabilitat hinsichtlich der
Anzahl an Glutamatresten zu verrin-
gern, ist es ublich, die Folate durch
Konjugasen enzymatisch zu Mono-
glutamaten abzubauen. AnschliefSend
werden die Proben tiber Anionenaus-
tauschchromatographie oder Affini-
tatschromatographie tber Folat bin-
dendes Protein (FBP) gereinigt. Die
Monoglutamate sind nach HPLC-
Trennung durch Fluoreszenzdetekti-
on oder Massenspektrometrie erfass-
bar, wobei zunehmend stabilisotopen-
markierte Analoge der Monoglutama-
te als interne Standards dienen.”

Der einem Immunoassay sehr
ahnliche Bindungsassay tuber FBP
hat den Nachteil, dass FBP unter-
schiedliche Affinitaten zu den Vita-
meren zeigt. Dabei ist dieser gut fur
die Blutanalytik geeignet, da im
Plasma hauptsachlich 5-Methylte-
trahydrofolat auftritt. Bei Lebens-
mitteln ist der Bindungsassay jedoch
wenig aussagekraftig.

Niacin und Pantothensdure

Niacin, die Sammelbezeichnung
far Nicotinsdure und das entspre-
chende Amid, muss zur empfindli-
chen Fluoreszenzdetektion einer
Nachsaulenderivatisierung unterwor-
fen werden. Proteingebundenes Nia-
cin sowie Nicotinamidnucleotide
sind zuvor durch saure Hydrolyse
oder Phosphatasebehandlung zu
spalten. Eine Alternative zur HPLC-
FD ist die Bestimmung durch LC-MS-
MS. Dazu findet sich in der Literatur
eine Trennung von Niacin sowie von
sechs Metaboliten im Plasma inner-
halb von 60 Sekunden auf einer mo-
nolithischen HPLC-Phase unter Ein-

satz der deuterierten Isotopomere.'®
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Pantothensiure (Vitamin Bs) hat
den Nachteil, weder UV-Strahlung
zu absorbieren noch zu fluoreszie-
ren. Neben GC-MS-Verfahren wur-
den kurzlich LC-MS-Methoden pu-
bliziert, die als internen Standard die
homologe Homopanthensiure ein-
setzen. Aufgrund moglicher Matrix-
interferenzen bei der Electrospray-
lonisation ist es guinstiger, mit einem
isotopomeren Standard zu arbei-
ten.'”

Konjugierte Pantothensaure in
Form von Coenzym A oder Acyl-
Carrier-Protein lasst sich durch
Kombination aus Phosphatase und
Pantetheinase freisetzen. Ein kurz-
lich vorgenommener Methoden-
vergleich zeigte, dass die Ergebnis-
se der mikrobiologischen Bestim-
mung und der Siva gut tberein-
stimmen.

Vitamin B,,

Cobalamine sind aufgrund ihrer
niedrigen Gehalte in Lebensmitteln
mit den tublichen chromatographi-
schen Verfahren nicht zu erfassen.
Daher bleiben der Radioproteinbin-
dungsassay und die mikrobiologi-
sche Bestimmung der zu den Cyano-
verbindungen umgesetzten Cobala-
minen weiterhin die Mittel der
Wahl.
schreiben den Einsatz eines auf der

Neuere Publikationen be-

Proteinbindung basierenden, opti-

. 12
schen Biosensors. )
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Vitamin C

Ubliche 1-Ascorbinsiurebestim-
mungen beruhen entweder auf en-
zymatischen Umsetzungen, HPLC-
Verfahren oder einer Kombination
aus beiden. Als aussagekraftigste
Methode gilt ein HPLC-Verfahren,
das Ascorbinsidure, Isoascorbinsiu-
re sowie deren Dehydroformen
durch  Nachsaulenderivatisierung
tiber Oxidation und kombinierter
Reaktion mit ortho-Phenylendia-
min zu fluoreszierenden Chinoxali-
nen bestimmt. Eine Vielzahl von
Publikationen befasst sich mit der
elektro-analytischen Schnellbestim-
mung durch Elektroden mit modifi-
zierter Oberfliche (Ubersicht in
Lit."”). -

Michael Rychlik, Jahr-
gang 1964, studierte
Lebensmittelchemie

in Kaiserslautern und
legte
Staatsexamen in

sein  zweites

Speyer und Koblenz
ab. Er promovierte bei Werner Grosch an
der TU Miinchen und habilitierte sich
dort 2003 Uber Stabilisotopenverdiin-
nungsanalysen. Seitdem ist er als Privat-
dozent und akademischer Rat am Lehr-
stuhl fir Lebensmittelchemie der TU
Miinchen tatig und befasst sich mit der
Entwicklung von Stabilisotopenverdiin-
nungsanalysen fiir Mykotoxine, Vitami-
ne und Aromastoffe sowie deren An-
wendung in Toxikologie und Physiologie.

Abb. 2.

Simultane Stabili-
sotopenverdiin-
nungsanalyse von
Pantothensdure
(PS) und Folséiure
(FS) in Multivita-
minsaft (LC-MS-MS-
Detektion im Se-
lective Reaction
Mode, SRM™),
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Ausblick

@ Aufler fur Vitamin B, liegen fur
die einzelnen Vitamine zuverlassige
chromatographische Verfahren vor.
Die Empfindlichkeit, wie sie fiir Bio-
verfigbarkeitsmessungen erforderlich
ist, lasst sich durch Kopplung mit der
Beschleuniger-Massenspektrometrie

enorm steigern, wie die Messung atto-

molarer Mengen von 5-Methyltetrahy-

drofolat in Blutplasma zeigt.H)

Multivitaminmethoden existieren
bisher nur fur vitaminangereicherte
Produkte, fur nichtangereicherte Le-
bensmittel sind sie mittelfristig zu er-
warten. Kombinierte Enzymbehand-
lungen, um Konjugate zu erfassen,
und simultane Sivas (Abbildung 2),
zum Beispiel fiir Folsaure und Panto-

thensaure, sind Schritte in diese Rich-

tung,"”

Michael Rychlik

Lehrstuhl ftir Lebensmittelchemie der
TU Miinchen, Garching
michael.rychlik@Irz.tu-muenchen.de
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Wirkung von Emul-
gatoren und Enzy-
men in Backwaren

@ Zusatzstoffe werden Lebensmitteln
zugesetzt, um bestimmte Effekte zu
erzielen. Bei Brot und Backwaren be-
ziehen sich diese Effekte auf die Ver-
arbeitungseigenschaften  einerseits
und die Qualitat der Endprodukte an-
dererseits. Erwtnschte Eigenschaften,
insbesondere bei der industriellen
Herstellung von Backwaren, sind ho-
he Wasseraufnahmefahigkeit des
Mebhls, geringe Klebrigkeit, gute Ma-
schinengangigkeit, gutes Gashaltever-
mogen und hohe Gartoleranz der Tei-
ge. Wichtige Qualititsparameter der
fertigen Backwaren sind gutes Aroma,
hohes Gebéckvolumen, ansprechende
Farbe und Struktur der Kruste, elasti-
sche und gleichmaflige Krume, die
nach dem Backen moglichst lange er-
halten bleiben soll. Um dies zu errei-
chen, werden verschiedene Zusatz-
stoffe meist als Bestandteil von Back-
mitteln zugegeben. Dazu gehoren Re-
doxreagenzien wie Ascorbinsiure und
Cystein ebenso wie Emulgatoren, Hy-
drokolloide und Enzyme.

Die Wirkung von
Zusatzstoffen messen

@ Um die Wirkung von Zusatzstof-
fen in Backwaren beurteilen zu kon-
nen, bedarf es empfindlicher Metho-
den, die die Effekte beim Anteigen,
die Eigenschaften der Teige und des
daraus hergestellten Gebacks objek-
tiv bestimmen. Da héiufig nur gerin-
ge Mengen an Emulgator vorliegen,
vor allem wenn Emulgatorpraparate
fraktioniert oder synthetisiert wur-
den, ist es erforderlich, mit kleinen
Mehlmengen zu arbeiten. Allerdings
mussen die Ergebnisse dieser Mikro-
versuche ohne Einschrankung auf
den Normalmafsstab tibertragbar
sein. Diese Anforderungen erfullen
Mikroversuche mit 10 g Mehl."?
Die Wirkung von Zusatzstoffen
bei der Herstellung eines Teiges wird
mit Mikrofarinographen untersucht.
Diese Geréte messen tiber ein Kraft-
Zeit-Diagramm, wie viel Wasser das

Mehl aufnehmen muss, damit der
Teig eine definierte Konsistenz be-
kommt. Zugversuche an einem Mi-
kro-Extensographen geben Auskunft
tiber die Eigenschaften des fertig ent-
wickelten Teiges. Fur Mikromengen
eignet sich auch die Messung von
Teigeigenschaften an dynamischen
Rheometern. Diese liefern physika-
lische Groflen wie dynamische Vis-
kositit oder Elastizitit, deren Bedeu-
tung fir die Backeigenschaften bisher
nicht abschliefSend geklart ist.

Die aussagekraftigsten Ergebnisse
zur Wirksamkeit von Zusatzen liefern
Backversuche, die ebenfalls im Mikro-
mafSstab moglich sind. Der wichtigste
Parameter ist dabei das Brotvolumen.
Die Krume der Mikrobrote ldsst sich
dann unmittelbar fur die Messung der
Krumenfestigkeit und des Altbacken-
werdens heranziehen. Dazu dient das
Komprimieren und Entspannen der
Krumenstucke an speziellen Mess-
geréten (,, Texture Analyser®). Die Ver-
kleisterungseigenschaften von Starke
bestimmt die Differential Scanning
Calorimetry (DSC). Auch hierfiir sind
nur kleine Materialmengen (10mg bis
100 mg Starke) erforderlich.

Emulgatoren

@ Emulgatoren dienen als grenzfla-
chenaktive Verbindungen dazu, dis-
perse Systeme zweier nicht mischba-
rer Phasen zu stabilisieren. Bei Back-
waren konnen reine Emulsionen
vorliegen, wenn die dufere Phase ei-
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