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Abstract

A capillary zone electrophoresis (CZE) method was developed for the simultaneous
determination of artificial sweeteners and preservatives.

The usage of CZE has the advantages of lower costs and shorter analysis time compared with
most of the HPLC methods, therefore CZE may be a good alternative to the most common
HPLC methods for determining sweeteners and preservatives in food.

The CZE method has been successfully applied to fizzy tablets, iced tea, cola drinks and whey
drinks.
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen und Formelzeichen

ADI Acceptable Daily Intake [mg kg']

AEC anion-exchange chromatography; Anionenaustauscherchromatographie

BfR Bundesinstitut fiir Risikiobewertung

BMELV Bundesministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz

CE capillary electrophoresis; Kapillarelektrophorese

CZE capillary zone electrophoresis; Kapillarzonenelektrophorese

DAD diode array detection; Dioden-Array-Detektion

EC Elektrochromatographie

ELSD evaporative light scattering detector; Lichtstreudetektor

EFSA European Food Safety Authority; Europédische Behorde fiir
Lebensmittelsicherheit

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations

FDA Food & Drug Administration; behordliche Lebensmitteliiberwachungs- und

Arzneimittelzulassungsbehdrde der Vereinigten Staaten

EOF Elektroosmotischer Fluss

JECFA Joint FAO/WHO Committee on Food Additives

HILIC hydrophilic interaction chromatography; Hydrophile
Interaktionschromatographie

HPLC high performance liquid chromatography;
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

HPTLC high performance thin layer chromatography;
Hochleistungsdiinnschichtchromatographie

IC ion chromatography; Ionenchromatographie

IEF isoelektrische Fokussierung

IPC ion-pair chromatography; lonenpaar-Chromatographie

ITP Isotachophorese

KG Korpergewicht

LFGB Lebensmittel-, Bedarfsgegenstdnde- und Futtermittelgesetzbuch

LMBG Lebensmittel- und Bedarfsgegenstindegesetz

MEKC Micellare Elektrokinetische Chromatographie

MS Massenspektrometer

NOEL no observed effect level



p.a. pro analysis

PIC ion-paired chromatography;

PHB para-Hydroxybenzoesdure

PP Polypropylen

RI refractive index; Brechungsindex

RPC reversed-phase chromatography; Umkehrphasenchromatographie
SCF Scientific Committee on Food of the European Commission
SDS sodium dodecylsulfat; Natriumdodecylsulfat

WHO World Health Organization; Weltgesundheitsorganisation

B Massenkonzentration [g1]

n dynamische Viskositit [mPa - s]

A Wellenldnge [nm]

c Stoffmengenkonzentration [mol I'']

m Masse [mg, g]

mAU milli absorption unit

P Druck [mbar]

t Zeit [s, min]

T Temperatur [°C]

U Spannung [kV]

Vv Volumen [uL, mL, L]



1 Einleitung

Fiir das Erreichen spezifischer Produkteigenschaften ist der Einsatz von
Lebensmittelzusatzstoffen teilweise unerldsslich. Diese werden dabei je nach
Verwendungszweck in verschiedene Funktionsklassen unterteilt (BMELV, 2014). Wihrend
Konservierungsstoffe bspw. der Verlangerung der Haltbarkeit von Lebensmitteln dienen, so
werden StiBungsmittel zum SiiBen von Lebensmitteln verwendet (Verordnung (EG) Nr.
1333/2008).

Durch das wachsende Bewusstsein fiir Erkrankungen wie Diabetes, Zahnkaries oder
Fettleibigkeit gewinnt der Einsatz von kalorienfreien Siistoffen zunehmend an Bedeutung
(Schuster & Gratzfeld-Hiisgen, 2009). Haufig bekannte Anwendungsgebiete sind dabei z.B.
Frucht- und Obstkonserven, Erfrischungsgetrianke aber auch Non-Food Produkte wie z.B.
Zahnpasta. Ein Grof3teil der genannten Zusatzstoffe unterliegt, je nach Lebensmittel,
spezifischen Hochstmengen, welche in der Europédischen Union (EU) durch die Verordnung
(EG) Nr. 1333/2008 geregelt sind.

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) ist derzeit die
Hauptuntersuchungsmethode zur Bestimmung von Sii3- und Konservierungsstoffen.
Aufgrund ldngerer Analysenzeiten und relativ hohem Kostenaufwand, sind schnellere und
kostengiinstigere Analysemethoden — bei gleicher Zuverldssigkeit — mehr und mehr in den
Fokus gertickt. Die Kapillarelektrophorese (CE) spielt dabei eine zunehmend wichtigere Rolle
bei der Analytik von Sii3- und Konservierungsstoffen und hat sich als addquate Alternative
zur Analytik mittels HPLC entwickelt (Lin et al., 2000; Hu et al., 2013; McCourt et al.,
2005).

Im Rahmen eines Laborpraktikums des Masterstudiengangs fiir Lebensmitteltechnologie an
der Hochschule Neubrandenburg wird die Bestimmung von Sii3- und Konservierungsstoffen
bereits mit einer etablierten HPLC-Methode durchgefiihrt. Durch entsprechende Etablierung
einer CE-Methode zur Bestimmung von Sii3- und Konservierungsstoffen wére ein
unmittelbarer Vergleich beider Methoden moglich. Daraus ergibt sich als Zielstellung fiir die
vorliegende Arbeit, die Etablierung einer CE-Methode zur Bestimmung von Siif3- und
Konservierungsstoffen, um somit im Rahmen eines Laborpraktikums einen direkten

Vergleich zwischen beiden Methoden (HPLC und CE) erhalten zu kénnen.



1.1 SiiBungsmittel in Lebensmitteln

St ist — neben sauer, bitter, salzig und umami — eine der fiinf erkannten und klassifizierten

Geschmacksarten (Lindemann, 2001). Im Zuge der menschlichen Evolution spielte Siif3e,

neben Bitterkeit, eine Schliisselrolle im Kampf ums Uberleben. Wiihrend Siie als Zeichen fiir

eine Energiequelle in Form von Kohlenhydraten stand, so rief Bitterkeit eine Abneigung

gegeniiber potentiell gefahrlichen Substanzen (wie Alkaloide oder Toxine) hervor (Meyers &

Brewer, 2008). Neben dem bekannten Kohlenhydrat Saccharose, finden heutzutage eine

Reihe weiterer SiiBungsmittel, welche nicht unbedingt zur Gruppe der Kohlenhydrate gehdren

miissen, umfangreichende Anwendung in der Lebensmittelindustrie (Nollet & Toldra, 2012).

Die in Lebensmitteln eingesetzten SiiBungsmittel lassen sich indes in zwei Hauptgruppen

unterteilen:

1.1.1 SiiBungsmittel mit Nahrwert (kalorisch) &
1.1.2 SiiBungsmittel ohne Nahrwert (non-kalorisch) (Abbildung 1)

Dabei werden nach Verordnung (EG) Nr. 1333/2008 die Stoffe als ,,SiiBungsmittel*

bezeichnet, ,,die zum Siiflen von Lebensmitteln und in Tafelsiilen verwendet werden.

Weitere Ausfithrungen dazu werden in den folgenden Unterkapiteln gegeben.

Siiungsmittel

/\

mit Nihrwert

(Fullsiifistoffe)

.

ohne Nihrwert

(hochintensiv)

A 4

3

kalorisch niedrig kalorisch natiirlich semi-synthetisch synthetisch
) 4 ¥ \ 4 \ 4 \ 4
Saccharose, Acesulfam-K,

Glucose, Fructose, Zuckeralkohole Glycyrrhizin, Saccharin,
Arabinose, Ribose, (Erythrit, Isomalt, Steviosid, Neohesperidin- Cyclamat, Aspartam,
Mannose, Xylose, Maltit, Lactit, Sorbit, Rebaudiosid A, Dihydrochalkon Neotam, Sucralose,
Isomaltulose, Mannit, Xylit) Thaumatin Dulcin (in EU nicht

Trehalose, etc. zugelassen)

Abb. 1: Klassifizierung in Lebensmitteln eingesetzter StiBungsmittel



1.1.1 SiiBungsmittel mit Nahrwert

StiBungsmittel mit Nahrwert sind in der Natur vorkommende Verbindungen, welche dem
Lebensmittel Energie und eine gewisse Fiille hinsichtlich Mundgefiihl und Textur verleiht.
Vor allem die Gruppe der kalorischen Verbindungen (siche Abb. 1), welche
umgangssprachlich auch als Zucker bezeichnet werden, umfasst gingige natiirliche
Kohlenhydrate. Diese gelten im Sinne der Verordnung (EG) Nr. 1333/2008 aber nicht als

Lebensmittelzusatzstoffe.

Die Zuckeralkohole bzw. Zuckeraustauschstoffe Sorbit (E 420), Mannit (E 421), Isomalt (E
953), Maltit (E 965), Lactit (E 966), Xylit (E 967) und Erythrit (E 968) sind ebenfalls den
Verbindungen mit Néhrwert zuzuordnen und gelten im Sinne der Verordnung (EG) Nr.
1333/2008 hingegen als Lebensmittelzusatzstoffe. Sie werden aufgrund ihres geringeren
Energiegehaltes gegeniiber Saccharose vorwiegend in kalorienreduzierten Produkten
verwendet. Die geringere Wirkung auf den Blutzuckerspiegel macht sie groftenteils auch fiir
Diabetiker geeignet. Laktit und Sorbit bspw. werden nur wenig im Mund abgebaut, weshalb
sie nur leicht kariogen sind und somit Zahnkaries vorbeugen. Negative Begleiterscheinung ist,
dass einige dieser Zuckeraustauschstoffe bei iibermafligem Verzehr abfiihrend wirken kénnen

(Belitz et al., 2008; Thieme, 2009).

1.1.2 SiiBungsmittel ohne Nidhrwert

Im Gegensatz zu den unter 1.1.1 genannten SiiBungsmitteln mit Nahrwert, sind die
sogenannten ,,Siillstoffe primir synthetischen Ursprungs und besitzen praktisch keinen
Néhrwert. Dafiir besitzen die hochintensiven Sii3stoffe eine deutlich hohere StiBkraft (Tab. 1),
als die Referenzsubstanz Saccharose (Y ebra-Biurrun, 2005). Lebensmittelrechtlich zdhlen
Sti8stoffe zu den Lebensmittelzusatzstoffen (Richtlinie 94/35/EG des Europédischen
Parlaments und des Rates vom 30.06.1994 iiber SiiBungsmittel, die in Lebensmitteln
verwendet werden diirfen). Das steigende Bewusstsein fiir die Zunahme von Erkrankungen
wie Fettleibigkeit, Diabetes und Zahnkaries lie§ Siistoffe mehr und mehr in den Fokus
riicken (Schuster & Gratzfeld-Hiisgen, 2009). Durch den Einsatz von Siilstoffen — und der
damit verbundende Austausch von Zucker (Saccharose) — konnen ,,brennwertverminderte
Lebensmittel einerseits einen Beitrag zur Bekdmpfung von Fettleibigkeit leisten. Andererseits
wirken SiiBstoffe nicht kariogen und haben keinen Einfluss auf den Insulinspiegel, weshalb

sie auch fiir Diabetiker besonders geeignet sind. Somit nimmt die Bedeutung von Siillstoffen



in Bezug auf die Vorbeugung dieser Volkskrankheiten stetig zu — wenngleich der génzliche

Ersatz von Zucker mittels StiBstoffen keine alleinige Losung dieser Probleme darstellen kann.
In der Europédischen Union sind momentan 10 Siistoffe zugelassen (Verordnung (EU) Nr.
1131/2011, 2011). Eine detaillierte Ubersicht der zugelassenen SiiBstoffe ist u.a. in Tabelle 1

gegeben.

Tab. 1: Ubersicht der in der Européischen Union zugelassenen SiiBstoffe

E-Nummer Bezeichnung ADI' [mg/kg KG] SiiBkraftfaktor EU-
SCF"! JECFA™ Zulassung seit
E 950 Acesulfam-K 9 15 130-200 1990
E 951 Aspartam 40 50 200 1994
E 952 Cyclamat 7 11 30-50 1994
E 954 Saccharin 5 300-500 1995
E 955 Sucralose 15 600 2005
E 957 Thaumatin unbegrenzt 2000-3000 1996
E 959 Neohesperidin DC 5 400-600 1994
E 960 Steviolglycoside 4 300 2011
E 961 Neotam 2 7000-13000 2010
E 962 Aspartam- bereits durch E 950 & E 350 2004
Acesulfamsalz 951 abgedeckt

*1...nach Scientific Committee on Food (SCF)
*2...nach Joint FAO/WHO Committee on Food Additives (JEFCA)

*3...ggii. Saccharose mit der Siilkraft “1” (International Sweeteners Association, 2014)

Weitere Ausfithrungen zu lebensmittelrechtlichen Bestimmungen sind u.a. in Kapitel 1.3

gegeben.



Abbildung 2 zeigt die chemischen Strukturformeln einiger ausgewéhlter Siifstoffe.
Zur Etablierung einer Nachweismethode lagen die SiiBstoffe Acesulfam-K (E 950), Aspartam
(E 951) und Saccharin (E 954) im Fokus dieser Arbeit (siche Abbildung 2).
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Abb. 2: Chemische Strukturformeln ausgewéhlter Siiflstoffe (modifizierte Darstellung
nach Nollet & Toldra, 2012)

Sollte es gelingen, eine valide CE-Methode zum Trennen und Nachweisen der drei o.g.
StiBstoffe zu etablieren, so wire eine Grundlage geschaffen, um mdéglicherweise auch weitere
Siiflstoffe voneinander trennen und nachweisen zu konnen. Zu beachten dabei ist, welche
Einschriankungen durch den eingesetzten Detektors bestehen hinsichtlich des Nachweises

einzelner Siilstoffe (siche dazu auch Kapitel 1.4.2).



1.2 Konservierungsstoffe in Lebensmitteln

Allgemein erfiillen Lebensmittelzusatzstoffe wichtige Aufgaben, um in Lebensmitteln eine
gleichbleibende Qualitit {iber einen langeren Zeitraum gewahrleisten zu konnen.
Lebensmittelzusatzstoffe konnen dabei sowohl natiirlichen als auch synthetischen Ursprungs
sein.

Neben den bereits unter 1.1 genannten Siiungsmitteln, bilden die sogenannten
,Konservierungsstoffe eine weitere Funktionsklasse von Lebensmittelzusatzstoffen. Sie
werden u.a. dazu eingesetzt, um Lebensmittel vor Verderb zu schiitzen und damit ihre
Haltbarkeit zu verldngern. Nach der Verordnung (EG) Nr. 1333/2008 sind
Konservierungsstoffe ,,Stoffe, die die Haltbarkeit von Lebensmitteln verldngern, indem sie sie
vor den schédlichen Auswirkungen von Mikroorganismen schiitzen, und/oder vor dem
Wachstum pathogener Mikroorganismen schiitzen.

Die Konservierungsstoffe liegen dann gemeinsam mit den Sii8stoffen in Lebensmitteln wie
Frucht- und Erfrischungsgetriinken, Obstkonserven o.A. vor. Diese kdnnen dann idealerweise
mittels Analysemethoden wie HPLC (Punkt 1.4.1) oder CE (Punkt 1.4.2) voneinander
getrennt und ebenfalls bestimmt werden.

Als Auszug aus Verordnung (EG) Nr. 1333/2008 sollen dazu u.a. die Sorbin- und
Benzoesidure respektive ihrer Salze und einige PHB-Ester als Beispiele dienen (siche Tabelle

2).

Tab. 2: ausgewihlte Konservierungsstoffe (Verordnung (EG) Nr. 1333/2008, 2008)

E-Nummer Bezeichnung

E 200 Sorbinsdure

E 202 Kaliumsorbat

E 203 Calciumsorbat

E 210 Benzoesédure

E 211 Natriumbenzoat

E 212 Kaliumbenzoat

E 213 Calciumbenzoat

E214 PHB-Ester (Ethyl-p-hydroxybenzoat)

E 215 PHB-Ethylester-Natriumsalz (Natriumethyl-p-hydroxybenzoat)
E 218 PHB-Methylester (Methyl-p-hydroxybenzoat)

E 219 PHB-Methylester-Natriumsalz (Natriummethyl-p-hydroxybenzoat)



1.3  Lebensmittelrechtliche Grundlagen

Der Einsatz von Lebensmittelzusatzstoffen ist grundsitzlich nur dann erlaubt, wenn sie
zugelassen sind. Die gesundheitliche Unbedenklichkeit des Stoffes und eine gewisse
technologische Notwendigkeit sind dabei hinreichende Voraussetzungen fiir eine Zulassung.
Welche Lebensmittelzusatzstoffe in der Européischen Union (EU) zugelassen sind, und
welchen Hochstmengen sie in welchen Produkten unterliegen, ist durch die Verordnung (EG)
Nr. 1333/2008 des Europidischen Parlaments und des Rates vom 16. Dezember 2008 {iber
Lebensmittelzusatzstoffe geregelt. Im Anhang II dieser Verordnung ist die
»Gemeinschaftsliste der fiir die Verwendung in Lebensmitteln zugelassenen
Lebensmittelzusatzstoffe und ihrer Verwendungsbedingungen® zu finden. Diese
Gemeinschaftsliste basiert groBtenteils auf in der Vergangenheit in Richtlinien festgelegten
Zulassungen. Die Vorschriften von Richtlinien und Verordnungen des Européischen
Parlaments gelten unmittelbar in allen Mitgliedsstaaten der EU und werden innerhalb einer
jeweiligen Frist in nationales Recht umgesetzt. In Deutschland geschieht dies fiir die
Lebensmittelzusatzstoffe durch entsprechende Anpassung der Zusatzstoft-
Zulassungsverordnung (ZZulV) (BMELYV, 2014).

Wie bereits unter 1.1.2 und 1.2 geschildert, fallen darunter u.a. auch die Regelungen fiir Siif3-
und Konservierungsstoffe.

In der Europédischen Union ist die Verwendung von Siilstoffen 1994 in der ,,Richtlinie
94/35/EG tiber Siissungsmittel, die in Lebensmitteln verwendet werden diirfen® geregelt
worden. Diese wurde im stetig durch entsprechende Anderungen und neu zugelassene
StiBstoffe ergénzt. So wurden im Laufe der Zeit fiir die Europdische Union weitere Siillstoffe
zugelassen (siehe dazu auch Tabelle 1):

Im Jahre 1995 Saccharin, 1996 Thaumatin, 2004 Aspartam-Acesulfamsalz, 2005 Sucralose,
2010 Neotam und seit November 2011 Stevioglycoside (Verordnung (EG) Nr. 1333/2008,

2008; International Sweeteners Association, 2014).

Damit ein Zusatz- bzw. SiiBstoff in der Européischen Union zugelassen werden kann, miissen
zundchst umfassende wissenschaftliche Untersuchungen bzgl. der gesundheitlichen
Unbedenklichkeit der Substanz vorgenommen werden. Dies erfolgt in unabhidngigen
Einrichtungen und nationalen Lebensmittelbehorden, einschlieBlich des Scientific Committee
on Food (SCF) der Européischen Kommission — seit 2003 die European Food Safety
Authority (EFSA) — bzw. des Joint FAO/WHO Committee on Food Additives (JEFCA). Die
Food and Drug Adminitsration (FDA) ist die behordliche Lebensmitteliiberwachungs- und



Arzneimittelzulassungsbehdrde der Vereinigten Staaten (BfR, 2003; International Sweeteners

Association, 2014).

Zwischen der Européischen Union und den Vereinigten Staaten ergeben sich dadurch — je
nach zustindiger Zulassungsbehorde — teilweise Unterschiede flir einzelne SiiBBstoffe im Jahr
der Zulassung und der jeweils akzeptablen taglichen Aufnahmemengen (Acceptable Daily
Intake, ADI). Ein Blick auf die seit neuestem zugelassenen sogenannten Steviolglycoside
zeigt exemplarisch die Unterschiede zwischen der Zulassung von Zusatzstoffen in den
Vereinigten Staaten und der Europdischen Union. Wihrend der Einsatz von Steviolglycosiden
in den Vereinigten Staaten bereits seit 2008 (FDA, 2014) zuldssig ist, so sind sie nach
Bewertung der EFSA seit 2011 in der EU erlaubt (Verordnung Nr. 1131/2011, 2011).

Fiir Beispiele unterschiedlich festgelegter ADI-Werte einzelner Sii3stoffe sei dazu u.a. auf
Tabelle 1 verwiesen. Die Bewertung des JEFCA gilt international, kann aber im jeweiligen

Wirtschaftsraum durch die FDA oder den SFC (seit 2003 EFSA) angepasst sein.

Der ADI-Wert basiert auf Ergebnisse von Tierexperimenten, bei denen Tiere den zu
untersuchenden Zusatzstoff meist téglich liber einen ldngeren Zeitraum mit dem Futter in
verhéltnisméfBig hohen Konzentrationen verabreicht bekamen. Die hochste Dosis, bei der
keine unerwiinschten und schidlichen Wirkungen beobachtet werden konnten, wird als No
Observed Effect Level (NOEL) bezeichnet. Unter Beriicksichtigung eines Sicherheitsfaktors
(zumeist 100) wird somit aus dem NOEL der ADI-Wert bestimmt (BfR, 2003).



1.4  Nachweisverfahren

1.4.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die HPLC ist die Hauptuntersuchungsmethode zur gleichzeitigen Bestimmung von Sii3- und
Konservierungsstoffen in Lebensmitteln (Chen et al., 2001; Liu ef al., 2008; Matsumoto ef al.,
2008; Yang et al., 2009; Hu et al., 2013).

Unter den verschiedenen Detektionsmdglichkeiten sind die UV/VIS- und Dioden-Array-
Detektion (DAD) fiir die meisten Analysen von Siiflstoffen, nicht zuletzt wegen der
geringeren Kosten, die am hdufigsten eingesetzten Detektionsmethoden (Montijano et al.,
1997, Chen et al., 2001; Liu et al., 2008; Nollet & Toldra, 2012).

Abhingig von den individuellen Anforderungen, kommen dariiber hinaus aber auch andere
Detektoren zum Einsatz. Durch das Fehlen jeglicher Chromophore in Sucralose, welches eine
Detektion mittels direkter UV Absorption schwierig macht, wird u.a. von einer HPLC-
Kopplung mit einem Brechungsindexdetektor (RI Detektor) berichtet (Kobayashi et al., 2001;
Tate & Lyle, 2003).

Der Tatsache, dass Cyclamat nicht im nutzbaren UV/VIS-Bereich absorbiert, wird in der
Form entgegnet, dass indirekt UV photometrisch (Thompson et al., 1995) oder mittels
Leitfahigkeitsdetektor (Bergamo et al., 2011) detektiert wird.

Der SiiBBstoff Neotam wird den Lebensmitteln aufgrund seiner hochintensiven Sti8kraft (Tab.
1) nur in sehr geringen Mengen zugesetzt, weshalb die HPLC auch gekoppelt mit einem
Massenspektrometer (MS) oder Lichtstreudetektor (ELSD) eingesetzt wird (Wasik et al.,
2007; Li et al., 2009; Yang et al., 2009).

Die derzeit vorwiegend eingesetzte Variante ist die Umkehrphasenchromatographie (RPC).
D.h. die Trennung erfolgt mittels einer unpolaren Sdule in Kombination einer (polaren)
Mischung aus Wasser und einem organischen Losungsmittel als mobile Phase (Nollet &
Toldra, 2012).

Zur Bestimmung von Acesulfam-K, Aspartam und Saccharin-Natrium in Lebensmitteln
existiert mit der Norm DIN EN 12856 in der Amtlichen Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG ein HPLC-Verfahren zur Untersuchung von
Lebensmitteln, bei der die Trennung an einer HPLC-Umkehrphasenséule erfolgt. Sie kann
auflerdem auch fiir die Bestimmung von Coffein, Benzoesdure- und Sorbinsdure in
Lebensmitteln eingesetzt werden. Die Probe wird dazu mit Wasser extrahiert oder verdiinnt
und bei Bedarf an einer Festphasen-Extraktionssdule oder mit Carrez-Reagenzien gereinigt

(Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG, 2001).
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Als Alternativen zur RPC wird u.a. von Ionenpaar-Chromatographie (IPC),
Ionenchromatographie (IC), Anionenaustauscherchromatographie (AEC) und Hydrophile
Interaktionschromatographie (HILIC) berichtet (Nollet & Toldra, 2012. Spangenberg et al.
(2003) berichten aullerdem von einer erfolgreich angewandten

Hochleistungsdiinnschichtchromatographie-Methode (HPTLC).

1.4.2 Kapillarelektrophorese

Die Kapillarelektrophorese (CE) ist ein instrumentell-analytisches Trennverfahren, welches
Ende der 70er Jahre in Ergéinzung zu anderen chromatographischen Trennmethoden
entwickelt wurde (Mikkers ef al., 1979; Jorgenson & Lukacs, 1981). Unter dem Begriff CE
sind verschiedene Trenntechniken zusammengefasst. Die Kapillarzonenelektrophorese (CZE)
stellt, neben der Kapillargelelektrophorese (CGE) und Mizellaren elektrokinetischen
Kapillarchromatographie (MEKC), das am hdufigsten eingesetzte Verfahren dar. Dartliber
hinaus existieren weitere elektrophoretische Verfahren in Form von isoelektrischer
Fokussierung (IEF), Elektrochromatographie EC) und Isotachophorese (ITP) (Engelhardt et
al., 1994).

Die Trennung im elektrischen Feld erfolgt aufgrund unterschiedlicher lonenbeweglichkeiten
in der Elektrolytlosung. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes an eine wissrige Losung,
kommt es zur Wanderung geladener Molekiile oder Ionen in Richtung der Elektrode mit
entgegen gesetztem Vorzeichen. Die verschiedenartigen Molekiile bzw. Ionen bewegen sich
in Abhéngigkeit ihrer Ladungen und Massen unterschiedlich schnell und werden somit in
einzelne Fraktionen aufgeteilt. Die Ionenbeweglichkeit, auch elektrophoretische Mobilitét

genannt, ist maf3geblich abhidngig von dem Verhiltnis Ionenladung — Ionengrof3e (Engelhardt

et al., 1994; Pyell, 2001).

Die CE stellt ein wirkungsvolles und flexibles Trennverfahren dar, welches in der Lage ist,
einzelne Probenkomponenten verschiedener Stoffklassen zu trennen und einzeln
nachzuweisen. Diese Fahigkeit macht die CE zu einem idealen Verfahren fiir die Analyse von
Mehrkomponentengemischen, z.B. Erfrischungsgetranke (Frazier ef al., 2000).

Die Entwicklung der CE ist inzwischen so weit fortgeschritten und ausgereift, sodass sie eine
immer wichtigere Rolle in der Siilstoffanalytik spielt (Hu et al., 2013). Zahlreiche Methoden
zur Bestimmung von Sii3- und Konservierungsstoffen wurden mittlerweile etabliert, weshalb

sich die CE als echte Alternative zur HPLC bewéhrt hat (Thompson et al., 1995; Waldron,
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1996; Pesek, 1997; Walker et al., 1997; McDevitt et al., 1998; Boyce et al., 1999; Frazier et
al.,2000; Hu et al., 2013;...).

Als Griinde dafiir sprechen v.a. kiirzere Analysenzeiten und ein geringerer Kostenaufwand —
bei sonst vergleichbarer Wiederholbarkeit und Zuverldssigkeit — im Vergleich zu den HPLC-
Methoden (Thompson et al., 1995; Razee et al., 1995). Weiterhin sind viele der verwendeten
HPLC-Methoden relativ stark abhéngig vom organischen Losungsmittel (als mobile Phase)
und erfordern die Verwendung von Puffern niedriger pH-Werte, da sich die meisten
stationdren Phasen ab pH 8 beginnen aufzulosen (Engelhardt ef al., 1994). Bei der CE
hingegen steht ein pH-Bereich von 2 bis 12 zur Verfiigung, woraus besonders der Vorteil im
Alkalischen, gegeniiber den meisten HPLC-Verfahren, ersichtlich wird. Durch Verdnderung
von pH-Wert und Art des Puffers kann somit die Trennung optimiert werden (siehe dazu auch
1.4.2.4).

Daraufhin kamen im Laufe der Zeit mehr und mehr MEKC- und CZE-Methoden fiir die
Analyse von Sii3- und Konservierungsstoffen in Lebensmitteln zum Einsatz und 16sten —
aufgrund oben genannter Vorteile — einige HPLC-Methoden als Methode der Wahl ab
(Jimidar et al., 1993; Thompson et al., 1995; Razee et al., 1995; Frazier et al.,2000).

Anhand der aus der Literatur ersichtlichen Erkenntnisse war es fiir das Ziel der Etablierung
einer CE-Methode fiir die Bestimmung von Siifl- und Konservierungsstoffen in Lebensmitteln
unumgdnglich, sich auf eines der beiden Trennsysteme (MEKC oder CZE) zu konzentrieren.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde fortan der Fokus auf die Verwendung einer CZE-Methode

gelegt, welche im weiteren Verlauf detailliert beleuchtet wird.

1.4.2.1 Kapillarzonenelektrophorese

Die CZE ist das am haufigsten eingesetzte Verfahren. Auf der kompletten Trennstrecke
bleiben Puffer, pH-Wert und Feldstirke konstant und die Probenkomponenten aufgrund
unterschiedlicher Mobilititen getrennt. Die Probenkomponenten werden im Gemisch als
konkrete Zone am Anfang der Kapillare aufgetragen und als jeweils getrennte, einzelne Zonen
durch den Detektor nachgewiesen. Der Puffer sorgt dafiir, dass der pH-Wert konstant gehalten
und der Stromtransport gewéhrleistet wird. Durch den pH-Wert des Puffers wird die Ladung
der Probenmolekiile, und damit auch ihre Migrationsrichtung, bestimmt. Weiterhin haben pH-

Wert und Pufferkonzentration auch einen Einfluss auf den Elektroosmotischen Fluss (EOF).
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Ferner gelingt es durch Auswahl des geeigneten pH-Wertes die Selektivitit zu optimieren,
wéhrend die Analysenzeit dann stark abhingig von Pufferkonzentration, Kapillarlinge und
der angelegten Spannung ist. Eine weitere Optimierung der Selektivitit kann durch
Pufferadditive wie Cyclodextrine, Harnstoff, Detergenzien etc. erzielt werden.

Wie bereits erwihnt, erfolgt die Trennung der einzelnen Komponenten aufgrund
unterschiedlicher Wanderungsgeschwindigkeiten. Bei der iiblichen Anordnung des Detektors
auf der Kathodenseite — und Probenauftrag auf der Anodenseite — wandern die Kationen,
aufgrund ithrer Comigration mit dem EOF, am schnellsten. Die Anionen wiederum wandern
dem EOF entgegen (Contramigration), weshalb sie nur dann detektiert werden konnen, sofern
ihre vektorielle, elektrophoretische Migration von geringerem Ausma@ ist, als die
Geschwindigkeit des EOF. D.h. umso grofer ihre Migrationsgeschwindigkeit in Richtung
Anode ist, umso spater werden sie auch detektiert. Sind die Migrationsgeschwindigkeiten der
Anionen grofler als die des EOF, hitte dies zur Folge, dass die Anionen aus der Kapillare
wieder zuriick in das Anodengefdll wandern. Abhilfe schaffen wiirde in diesem Fall die
Umpolung der Spannungsquelle und Unterdriickung bzw. Umkehrung des EOF durch Zugabe
von Kationentensiden (z.B. quarternire Ammoniumgruppen). Ndhere Ausfiihrungen iiber die

Ausbildung des EOF werden in Kapitel 1.4.2.2 gegeben (Engelhardt et al., 1994; Pyell, 2001).

1.4.2.2 Aufbau und Funktionsweise eines Kapillarelektrophoresesystems (am Bsp. CZE)
Der schematische Aufbau des verwendeten CE-Systems ist in Abbildung 3 dargestellt. Im
Wesentlichen umfasst das System dabei folgende apparativen Bauteile: die thermostatierte
Kapillarkassette, welche die darin installierte Kapillarsdule temperiert; eine
Hochspannungsquelle, die mit beiden Elektroden (Anode und Kathode) verbunden ist; ein
integrierter DAD in Néhe des Kapillarsdulenausgangs sowie ein automatisierter Probenteller.
Dartiber hinaus sind eine Abfall- und Versorgungsflasche (Elektrolytflasche) in das System
integriert, die ein kontinuierliches Erneuern der Vorratsgefafle mit frischer Elektrolyt- bzw.
Pufferlosung ermoglichen.

Die Probenaufgabe erfolgt am aufgabeseitigen Ende (Anodenseite) der Trennkapillare. Dazu
wird mithilfe des automatischen Probentellers das Vorratsgefdl mit Elektrolytlosung gegen
ein GefaB, das die Probe enthilt, ausgetauscht (Pyell, 2001).

Anschlielend erfolgt die Probeninjektion in die Trennkapillare, welche durch mehrere
Verfahren erfolgen. Am verbreitetsten ist die Druckinjektion (Hydrodynamische Injektion),

bei der die Aufgabe der Probe durch Anlegen einer Druckdifferenz zwischen Probengefal3
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und Kapillarende erfolgt. Dies kann durch Druckerhéhung beim Probengefil3, oder
Druckminderung am Kapillarende (Kathodenseite), realisiert werden. Dazu wird fiir eine
definierte Zeit eine bestimmte Druckdifferenz zwischen aufgabeseitigem Ende und dem
anderen Ende der Kapillare angelegt. Dadurch wird ein Fluss in der Kapillare bewirkt, wobei
die Richtung durch die Druckdifferenz bestimmt wird. Der nun hohere Druck am
aufgabeseitigen Ende der Kapillare bewirkt, dass ein durch Druckdifferenz und Injektionszeit
festgelegtes Volumen (wenige nL) der Probe als Pfropf in die Kapillare aufgenommen wird.
Weitere Injektionstechniken sind zum einen die Hydrostatische Injektion, bei der durch
Anheben des Probengefifles eine entsprechende Druckdifferenz zwischen dem Probengefal3
und Elektrolytgefa3 erzeugt wird. Infolgedessen wird die Probenlésung durch den
sogenannten Siphoneffekt in die Trennkapillare gesaugt, wobei die aufgegebene
Probenmenge von der Hohendifferenz, Injektionszeit und den hydrodynamischen
Eigenschaften (Dichte und Viskositét) der Probenldsung abhingig ist.

Zum anderen wird bei der elektrokinetischen Injektion — nach Eintauchen der Kapillare in das
Probengefal3 — fiir eine festgelegte Zeit eine definierte Spannung zwischen beiden
Kapillarenden angelegt, wodurch aufgrund elektrokinetischer Effekte eine
Fliissigkeitsstromung in der Kapillare erzeugt, und die Probe als Pfropf, aufgetragen wird.
Dabei ist die aufgegebene Probenmenge abhidngig von der Hohe der angelegten Spannung,
der Zeitdauer, in der die Spannung anliegt und der elektrophoretischen Mobilitit der
Probenkomponenten (Engelhardt ef al., 1994; Agilent Technologies, 2000; Pyell, 2001).
Nach der Probenaufgabe wird das Probengefill wieder gegen ein Gefdll mit Elektrolytldsung
ausgetauscht. In dieses tauchen nun das aufgabenseitige Ende der Trennkapillare und die
Anode. In das andere Elektrolytgefal3 tauchen dementsprechend das andere Ende der
Trennkapillare und die Kathode. Durch Anlegen einer Hochspannung zwischen den beiden
Elektroden von bis zu 35 kV kommt es zur Ausbildung eines elektrischen Feldes. Darauthin
beginnt die elektrophoretische Trennung der Probenkomponenten aufgrund unterschiedlicher
Mobilitdten (1.4.2 & 1.4.2.1). Gleichzeitig verursacht die Elektroosmose einen Fluss der
Puffer- bzw. Elektrolytlosung (EOF) im elektrischen Feld, welcher der elektrophoretischen
Wanderung der Ionen in den meisten Féllen liberlagert ist (Engelhardt et al, 1994). Der Grund
fiir den EOF ist die entsprechende Ladung der Kapillaroberfldche. Im Falle von
Quarzkapillaren liegen durch Deprotonierung der Silanolgruppen bei pH > 4 negative
Oberflachenladungen vor, an denen es bevorzugt zur Anlagerung von Kationen aus der
Elektrolytlosungen kommt. Dadurch bildet sich eine elektrische Doppelschicht, in der die

Kationen iiberwiegen und sich in einer starren und einer beweglichen, diffusen Grenzschicht
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an der Oberfliche anordnen. Aufgrund der Ladungsverteilung kommt es zum Autbau eines
Potentials, welches im Bereich der starren Grenzschicht linear, und im Bereich der diffusen
Grenzschicht exponentiell, abnimmt. Das exponentiell abfallende Potential wird als -
Potential bezeichnet und ist verantwortlich fiir die Elektroosmose. Wird nun parallel zur
Kapillaroberflidche ein elektrisches Feld angelegt, so werden dadurch die entgegengesetzt
geladenen Ionen in der diffusen Schicht (hier die Kationen) angezogen und ziehen infolge
ithrer Solvatation die umgebenden Molekiile der Elektrolytlosung mit. Durch die Viskositit
der Elektrolytldsung, und kleine Innendurchmesser der Kapillare von 25-100 pm, kommt es
zur anndhernd ideal pfropfenformigen Bewegung der gesamten Elektrolytlosung in Richtung
Kathode. Die durch Elektrophorese in Zonen getrennten Bestandteile der Probe werden somit
also Richtung Kathode transportiert, weshalb der Detektor iiblicherweise auf der
Kathodenseite angeordnet ist (Engelhardt ez al., 1994). Meist erfolgt die Detektion direkt in
der Trennkapillare (on-line bzw. on-column) mit aus der HPLC modifizierten, optischen
Detektoren, wie z.B. UV- oder Fluoreszenzdetektoren.

Dariiber hinaus konnen aber auch Leitfdhigkeitsdetektoren oder elektrochemische Detektoren
zum Einsatz kommen (Engelhardt et al., 1994). Ebenfalls besteht die Moglichkeit der
Kopplung mit einem Massenspektrometer (Agilent Technologies, 2013) und McCourt et al.
(2005) etablierten eine Methode zur Bestimmung von Sucralose mittels indirekter UV-
Detektion.

Im Rahmen des vorliegenden Beispiels erfolgt die Detektion der separierten

Probenkomponenten direkt in der Trennsdule mit einem DAD (siehe auch 1.4.2.3).

Der aus dem Anlegen der Hochspannung induzierte Stromfluss erzeugt Warme (Joulesche
Wirme), die in ausreichendem Maf3e an die Umgebung abgefiihrt werden muss. Dies wird fiir
die meisten Anwendungen durch einen kiihlen Luftstrom in der Kapillarkassette erreicht. Eine
konstante Temperierung der Kapillare, welche fiir vergleichbare Migrationszeiten und hohe
Peakschédrfen erforderlich ist, wird durch einen integrierten Heizblock in der Kapillarkassette

gewihrleistet (Engelhardt et al., 1994; Pyell, 2001; Schwedt, 2010).



15

Kapillarkassette

Dioden-Arrav-Detektor

Status-Display (LED)
Elektroden

Auslass
Einlass

Nachfiilleinlass

Probenteller

Ver- und Entsorgungsflaschen

Abb. 3: Schematische Darstellung des verwendeten HP Agilent G1600AX 3D CE Systems
(nach Vorlage von Agilent Technologies, 2001)

1.4.2.3 Dioden-Array-Detektion

Kapitel 1.4.2.2 verweist bereits auf einige wesentliche Detektionsmethoden fiir die CE.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten CE System (1.4.2.2) erfolgt die Detektion mit einem
DAD, weshalb im Folgenden kurz das Prinzip dieses Detektors etwas néher beleuchtet
werden soll. Die Verwendung eines DAD ermdglicht es, die Absorption bei einer Vielzahl
verschiedener Wellenldngen gleichzeitig zu messen. In Abbildung 4 ist dazu ein
schematischer Uberblick der optischen Bauteile eines DAD gegeben. Die Deuterium-
Entladungslampe emittiert polychromatisches Licht, welches durch ein achromatisches
Linsensystem auf das Detektionsfenster der Kapillare fokussiert wird. Der Verschluss wird
einerseits zum Abschneiden des Lichtstrahls fiir die Dunkelstromkompensation, andererseits
zur Positionierung des Holmiumoxidfilters in der optischen Wegstrecke zu Zwecken der
Wellenldngenkalibrierung, genutzt. Der durch das achromatische Liniensystem gebiindelte

Lichtstrahl passiert nun die probendurchflossene Kapillarsdule und wird je nach angetroffener



16

Probenkomponente (und deren Konzentration) in unterschiedlichem Ausmal} absorbiert. Das
dadurch am Ende erhaltene Spektrum ist dann fiir den jeweiligen Analyten entsprechend
charakteristisch. Ein optischer Spalt hinter der Kapillare verhindert Lichtstreuung und
definiert den Eintrittsspalt des Spektrometers. Das Spektrometer besteht weiterhin aus einem
holographischen Konkavgitter, welches das Licht auf ein Photodioden-Array dispergiert. Fiir
den Wellenldangenbereich von 190 bis 600 nm werden 205 Dioden verwendet, was eine
Auflésung von 2 nm pro Diode ergibt. Die vom Detektor erzeugten elektrischen Signale
werden digitalisiert und zum Integrator geleitet. Die Abhéngigkeit der Konzentration an
Substanzmolekiilen von der Linge des Substanzpfropfes, ergibt den sogenannten Peak. Die
zeitliche Auftragung der Peaks ergibt abschlieend das Elektropherogramm (Kaltenbach,
1995).

Fused Silica
Kapillare

Deuterium-Entladungslampe mit Veorsehluss mal \1
0.5 mm Blendendurchmesser Holmiumfilter |

Photodioden Array
mit 211 Dioden, Abstand 61 pm
Wellenlingenbereich: 190 - 600 nm

Achromatisches
Linsensystem

optischer
Spalt

Holographisches
Konkavgitter

Abb. 4: Schematische Darstellung eines Dioden-Array-Detektors
(modifiziert nach Vorlage von Hewlett Packard, 1995)
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1.4.2.4 Auswahl des Laufpuffers

Die Auswahl des Laufpuffers spielt eine wesentliche Rolle fiir die Trennleistung des
Trennsystems. Die Pufferionen sollten in groBerer Konzentration vorliegen, als die Ionen in
der Probenldsung. Dadurch kommt es seitens der Probenionen zu keiner Beeinflussung des
elektrischen Feldes und man erhilt symmetrische scharfe Zonen. Allerdings fiihren zu hohe
Pufferkonzentrationen zu lingeren Analysenzeiten. Der pH-Wert legt die Ladung der
Probenkomponenten fest und beeinflusst somit entscheidend die Selektivitit des
Trennsystems. An ein Puffersystem in der CZE konnen allgemein folgende Anforderungen

gestellt werden (Engelhardt et al., 1994):

- Gewihrleistung der Selektivitit

- Stabilisierung des pH-Wertes durch ausreichende Pufferkapazitit

- geringe Eigenabsorption bei der Detektionswellenlédnge

- moglichst geringe Mobilitdt des Gegenions fiir kleine Strome (Joulesche Wérme |)
- reproduzierbare Herstellbarkeit

- Stabilitét

Fiir die Quantifizierung gangiger Siil- und Konservierungsstoffe mittels CZE wird dabei in
der Literatur von verschiedensten Laufpuffern berichtet. Ein GroBteil der Berichte liber die
CZE-Analyse von Siilstoffen beinhaltet ebenso die Trennung von Konservierungsstoffen mit
der gleichen Methode. Wihrend Jimidar et al. (1993) in ihrer CZE-Methode bspw. einen 25
mM Natriumphosphatpuffer (pH 11) zur Trennung von Aspartam, Coffein und Benzoesédure
in Erfrischungsgetranken einsetzten, so verwendeten Walker et al. (1997) fiir die Bestimmung
der drei Komponenten einen 20 mM Glycinpuffer (pH 9). McCourt et al. (2005) setzten als
Elektrolytlosung 3 mM 3,5-Dinitrobenzoeséure / 20 mM Natriumhydroxid zur Qualifizierung
und Quantifizierung von Sucralose ein. In Berichten, die sich ausschlieBlich mit der Trennung
von Konservierungsstoffen befassten, wird z.B. zur Trennung eines Gemisches aus
Sorbinsdure, Benzoesdure und Propionsédure von der Verwendung eines 50 mM Phosphat—50
mM Boratpuffers (pH 7) mit 10 mM Tetrabutylammoniumhydrogensulfat als Pufferadditiv
(Ng et al., 1992) berichtet. Kuo und Hsieh (1997) gelang die gleichzeitige Bestimmung von
neun Konservierungsstoffen — darunter Benzoeséure, Sorbinsdure und einige PHB-Alkylester
mit Verwendung eines 35 mM Natriumtetraboratpuffers (pH 10) mit 2 mM a-Cyclodextrin als
Pufferadditiv.
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In jlingeren Veroffentlichungen hat sich ein 20 mM Natriumtetraboratpuffer bei pH 9,4
(Schuster & Gratzfeld-Hiisgen, 2009; Hu et al., 2013) als gut funktionierender und
zuverlédssiger Laufpuffer bewéhrt, weshalb dieser auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit

berticksichtigt wurde und zur Anwendung kam.

2 Material und Methoden

2.1  Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Die fiir die Untersuchungen verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden

von folgenden Herstellern bezogen (Tabelle 3):

Tab. 3: Liste der verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien (inkl. Bezugsquelle)

Chemikalie/Verbrauchsmaterial Hersteller/Lieferant

Acesulfam-K, mind. 99 % fiir Lebensmittelanalytik Riedel-de Haén®

Aspartam, 98 % Alfa Aesar
Benzoesaure, mind. 99,5 % Sigma-Aldrich
Coffein, rein Sigma-Aldrich
DL-Phenylalanin, 99 % Alfa Aesar
Kaliumhexcyanoferrat(Il)-Trihydrat, >99% krist. ~ Roth
L(+)-Ascorbinséure, > 99 % Roth
Natriumtetraborat-Decahydrat, > 99 % Roth
Natronlauge 0,1 M und 1 M Roth
Saccharin Natriumsalz Dihydrat Sigma-Aldrich
Sorbinsdure, mind. 99 % Sigma-Aldrich
Theobromin, mind. 99 % Sigma-Aldrich
Vanillin; > 99 % fiir die Biochemie Roth

Wasser, ultrarein

Zinksulfat-Heptahydrat, > 99,5%, p.a Roth
Minisart RC15 Membranfilter, 0,45 pm Sartorius
Vial (aus PP), 1 mL; Part No. 5182-0567 Agilent Technologies

Vial Caps PEO; Part No. 5181-1513 Agilent Technologies
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Die Lebensmittelproben wurden von lokalen Supermérkten bezogen. Die Getrankeproben

wurden anschlieBend bei 4-6°C gelagert.

,Brause Tabletten Multivitamin‘“ von Tip (TI— 003 — 072010)

,Fructiv Orange, Pfirsich-Maracuja® von Miiller (SNI: 1022809: 43079)
,Nestea ohne Zucker, Weiller Pfirsich Geschmack* von Nestea (LGZ 31081548
,»Pepst light”

,, Vita Cola Original“ (20: 26 S 0307)

2.1.2 Herstellung benétigter Losungen

Herstellung des Laufpuffers

Als Elektrolytlosung bzw. Laufpuffer wurde ein 20 mM Natriumtetraboratpuffer bei pH 9,4
(1.4.2.4) verwendet, welcher wie folgt hergestellt wurde:

Zunichst wird 1 L einer Na,B4O7 - 10 H;O-Losung der gewiinschten Konzentration (20 mM)
hergestellt. AnschlieBend erfolgt unter Riithren die pH-Werteinstellung auf 9,4 mit 1 M oder
0,1 M Natronlauge. Dieser Laufpuffer kann dann aufgrund seiner Stabilitdt mehrere Wochen

in der Elektrolytflasche des CE Systems aufbewahrt werden.

Herstellung der Referenzlosungen

Zum Anlegen einer kleinen Bibliothek (s Tabelle 7) ausgewahlter Sii3- und
Konservierungsstoffe wurde von den einzelnen Substanzen je eine Referenzlosung der
Massenkonzentration B = 100 mg/L hergestellt. Dazu wurden 10 mg auf ein Wageschiffchen
eingewogen, quantitativ in einen 100 mL MaBkolben iiberfiihrt und auf exakt 100 mL mit

Reinstwasser aufgefiillt

Herstellung der Kalibrierlosungen

Um Sii3- und Konservierungsstoffe in Lebensmitteln quantifizieren zu konnen, ist zunéchst
eine Kalibrierung erforderlich.

Zur Quantifizierung von Aspartam, Saccharin-Na, Acesulfam-K und Coffein in Lebensmitteln
wurde vorab in einem 1 L MaBlkolben eine Stammlosung, welche alle vier Komponenten
enthélt, der Massenkonzentration § = 1000 mg/L hergestellt. Aus dieser Stammldsung wurden
durch Verdiinnung drei Kalibrierlosungen mit Massenkonzentrationen von 3 = 10 mg/L, =

50 mg/L und B = 100 mg/L hergestellt.
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Herstellung der Kontrolllosung
Zur Herstellung der Kontrolllosung wurden in einen 100 mL MaBkolben, auf 0,1 mg genau,

folgende Substanzen eingewogen, gelost und anschlieBend bis zur Eichmarke aufgefiillt:

Tab. 4: Ubersicht der in der Kontrollldsung befindlichen Substanzen

Substanz Einwaage [mg]
Acesulfam-K 35,6
Saccharin-Na 25,0

Aspartam 220,3

Coffein 67,9
Sorbinsdure 103,5
Benzoesaure 119,0

Vanillin 102,0
Phenylalanin 11,4
Theobromin 70,8

Herstellung von Carrez-Losung I & Carrez-Losung I1

Um die Proben letztendlich analysieren zu konnen, bediirfen einige Erzeugnisse eine gewisse
Probenvorbehandlung. Dies gilt nach § 35 LMBG-Methode L28 z.B. fiir triibe fliissige
Erzeugnisse, wie Séfte oder aromatisierte Milcherzeugnisse, bei denen die nachfolgenden

Losungen erforderlich sind:

Carrez-Losung I: 15 g Kaliumhexacyanoferrat(Il)-Trihydrat werden in Reinstwasser gelost

und auf 100 mL aufgefiillt (§ 35 LMBG-Methode L28).

Carrez-Losung I1I: 30 g Zinksulfat-Heptahydrat werden in einstwasser geldst und auf 100
mL aufgefiillt (§ 35 LMBG-Methode L28).
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2.1.3 Gerite

Die fiir die Versuche verwendeten Gerite sind im Folgenden aufgefiihrt:

Die Analysen wurden mit einem Agilent G1600AX 3D CE System (schematische
Darstellung siehe 1.4.2.2.) der Firma Hewlett Packard durchgefiihrt. Dieses umfasst folgende

Komponenten:

- Agilent G1600AX 3D CE System

- Integrierter DAD (Messbereich: 190—-600 nm)

- HPCE Fused-Silica Standardkapillare G1600-61311 von Agilent Technologies
gesamte Liange effektive Linge Innendurchmesser

64,5 cm 56 cm 75 um

- G1601A CE Chemstation Pentium IV Data Station
-PC

Die Finwaagen erfolgten mit der Analysenwaage BP 210 S von Sarforius.

Zum Entgasen einiger Proben wurde ein Bandelin SONOREX SUPER RK 130 H

Ultraschallreiniger eingesetzt.

2.2 Methoden

2.2.1 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung erfolgt dquivalent zur HPLC-Methode fiir die Bestimmung von Siif3-
und Konservierungsstoffen (§ 35 LMBG-Methode 1.28). Demnach werden z.B. klare fliissige
Erzeugnisse (wie z.B. Cola) nur 1:5 verdiinnt, indem 20 mL Probe in einem 100 mL-
MalBkolben mit Reinstwasser korrekt aufgefiillt werden. Andere triibe fliissige Erzeugnisse
(wie z.B. ,,Fructiv Orange, Pfirsich-Maracuja“ von Miiller) bzw. halbfeste und feste
Erzeugnisse bediirfen einer aufwéndigeren Probenvorbereitung, welche detailliert der
Methode ,,§ 35 LMBG-Methode L28, Kapitel. 6.1 im Anhang entnommen werden kann. Die
untersuchte Brausetablette wird in Reinstwasser aufgeldst, quantitativ in einen 100 mL
MaBkolben iiberfiihrt und auf exakt 100 mL mit Reinstwasser aufgefiillt. Vor der Messung
wird diese gleichermallen wie klare fliissige Erzeugnisse (§ 35 LMBG-Methode L28) 1:5

verdinnt.
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Im Anschluss daran wird die Probe je nach Bedarf 20-30 min im Ultraschallbad entgast und
anschliefend auf Raumtemperatur abkiihlen gelassen. Jede Probe- bzw. Referenzlosung wird
vor dem Vermessen membranfiltriert (0,45 um), um zu verhindern, dass eventuelle Trubstoffe

in die Kapillare gelangen.

2.2.2 Arbeits- und Messbedingungen des CE Systems

Die Untersuchungenwerden mit einem Agilent G1600AX 3D CE System der Firma Hewlett
Packard durchgefiihrt.

Vor Beginn eines jeden Messtages muss sichergestellt sein, dass die Kapillare zuvor einer
griindlichen Reinigung unterzogen wurde. Dies wird gewihrleistet, indem die Kapillare am
Ende eines jeden Messtages ein griindliches Reinigungsprogramm (,,Reinl MLG.M)
durchlauft. Die Kapillare wird dabei zundchst 30 min lang mit 1 M Natronlauge, anschlieend
30 min mit 0,1 M Natronlauge und zum Schluss 15 min mit Reinstwasser gespiilt.

Zwischen den einzelnen Messungen eines jeweiligen Tages ist im Normalfall keine
zusitzliche Reinigung erforderlich, da bei jedem Messvorgang eine Vorkonditionierung
(Tabelle 5) integriert ist, die u.a. auch die Aufgabe der Reinigung ibernimmt. Weiterhin

sollten die Vorratsgefdfle (Vials) regelméBig kontrolliert und rechtzeitig erneuert werden.

Tab. 5: Ablauf der Vorkonditionierung

Substanz Zeit [min] Einlass Auslass
1. 0,1 M Natronlauge 5 Vial 3 Vial 4
2. Reinstwasser 5 Vial 5 Vial 4

3. Laufpuffer 3 Vial 6 Vial 4
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Die Messbedingungen und allgemeinen Parameter der angewendeten CE-Methode sind

nachfolgend in Tabelle 6 aufgefiihrt:

Tab. 6: Messbedingungen und Parameter der angewendeten CE-Methode

Name der Methode SWEET.M

Temperatur der Kassette 25°C

Laufpuffer 20 mM Natriumtetraborat (pH 9,4)
gesamte Linge der Kapillare 64,5 cm

effektive Lange der Kapillare 56 cm

Innendurchmesser der Kapillare 75 pm

Injektion hydrodynamisch, 50 mbar fiir 3 s
Elektrik Polaritét: positiv

Spannung: 30 kV; Stromstirke: 100 pA

Detektionswellenldngen 192/2 nm
200/2 nm
230/10 nm
270/10 nm

Referenzwellenldnge 450/100 nm

maximale Aufnahmezeit 20 min
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2.2.3 Identifizierung und Quantifizierung ausgewéhlter Siif}- und Konservierungsstoffe
Zuerst sind die Arbeitsbedingungen der CE so zu wihlen, dass eine moglichst hohe
Trennleistung und Auflésung gegeben ist. Falls vorhanden, dienen gegenwiértige
Publikationen als gute Orientierung.

Um die in der Probe enthaltenen Priifsubstanzen identifizieren zu konnen, miissen zunéchst
die Priifsubstanzen — bei gleichen Bedingungen — einzeln vermessen werden. Dazu werden
entsprechende Referenzldsungen einer bestimmten Standardkonzentration hergestellt und
einzeln vermessen. Die erhaltenen Migrationszeiten und Erkenntnisse {iber das
Absorptionsverhalten dienen anschlieend zur Identifizierung der Priifsubstanzen in der
Probe. Mittels Migrationszeitenvergleich und hinzuziehen des Absorptionsverhaltens kann ein
GroBteil der Priifsubstanzen relativ sicher identifiziert werden. Um die Identitdt einer
vermuteten Priifsubstanz in der Probe iiberpriifen zu konnen, kann die Probe mit der
vermuteten Substanz aufgestockt werden und z.B. auf Schulterbildung untersucht werden.

Zur Quantifizierung einzelner Priifsubstanzen wird vorab eine externe Kalibrierung
vorgenommen. Dazu werden fiir die zu bestimmenden Komponenten mehrere
Kalibrierlosungen hergestellt (z.B. siehe 2.1.2.3), welche in dem Konzentrationsbereich liegen
sollten, in welchem sie auch in der Probe vermutet werden. AnschlieBend werden die
Kalibrierldsungen nacheinander vermessen — beginnend mit der kleinsten Konzentration, um
Verschleppungseffekte moglichst gering zu halten — und eine Kalibrationstabelle erstellt.
Mithilfe dieser Kalibrationstabelle ist dann anschlieBend eine Quantifizierung der

Priifsubstanzen moglich.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Funktionalitit der entwickelten Methode

Um die Funktionalitdt der Methode zu testen, wurden zunédchst gdngige Siif3- und
Konservierungsstoffe einzeln vermessen und die Peakform auf Symmetrie tiberpriift. Die
untersuchten Einzelsubstanzen konnten bei der verwendeten Standardkonzentration von

B =100 mg/L einwandfrei identifiziert werden und lieferten scharfe symmetrische Peaks (u.a.

siche Anlage Dateien 8, 9, 13, 15, 18, 19, 20, 22, 23, 34).

DADT &, Zig=T9Z Z Ref=450 100 (=W"WEET = TOOO0TE [
maLl o

400

Sy
==

300
200

205

ETRITRTRIRTTRIRTTRI RRET
A
4 5332

= 3.705
1T4.642
F—5429

100
[}
] . — m.lI |'I |I' T

T L L I '
25 5 7.5 100 min
DADA B, Sig=200,2 Ref=450,100 (SYWEET'STDO0016 D)

| 5797
1+ 6549
7122

maL
200

Pt

H
1
[!
h

53.204

130
100

=
[wn)
50 vﬁ
L,

5433
1=—6.25419
1F7a20

.

| f==—4353

| k=2m314
k=708

T | | T | T T T T '
25 5 75 10 min
DAD1 D, Sig=230,10 Ref=450 100 (SWEET\STDO001 6.0)

mall

atat|
[y
3

a0
g0
40
20

=i

:_ﬂg.zm
| ba.352

| F—15433
1= 6549

]

T T T L A T
25 5 75 10 min
DAL E, Sig=270,10 Ref=450,100 (S¥WEE TS T00001 & .0

malL
100
a0
&0
40
20

—utal|
upm ny)

{F=24914

=

Abb. 5: Trennung eines Mehrkomponentengemisches bei unter 2.2.2 aufgefiihrten

Messbedingungen



26

Abbildung 5 zeigt das Ergebnis der Untersuchung zur Trennung eines
Mehrkomponentengemisches (Kontrolllosung). Wéhrend dieses Mehrkomponentengemisch
mit der HPLC-Methode zur Bestimmung von Sii3- und Konservierungsstoffen nicht
vollstindig aufgetrennt werden konnte, so gelang es mit der hier angewendeten CE-Methode
(siehe 2.2.2) alle Einzelkomponenten verschiedener Stoffklassen voneinander zu trennen —
mit Ausnahme von Aspartam und Phenylalanin, welche hier vermutlich comigrieren.
Prinzipiell ist es aber moglich diese beiden Komponenten voneinander zu trennen, wie Datei

10, aus beigefiigter Anlage, zeigt.

Eine Ubersicht der in der Kontrolllésung enthaltenen Einzelkomponenten, und ihren
ermittelten Migrationszeiten, ist in Tabelle 7 gegeben. L(+)-Ascorbinsdure, als hiufig
eingesetztes Antioxidationsmittel in Lebensmitteln, wurde ebenfalls einzeln bestimmt, war
aber nicht in der Kontrolllosung enthalten.

Diese Tabelle dient gleichzeitig als Ubersicht und Bibliothek zur Identifizierung der einzelnen
Komponenten anhand des Migrationszeitenvergleichs in Kombination mit dem

Absorptionsverhalten.

Tab. 7: Charakterisierung einzelner Priifsubstanzen bzgl. ihrer Migrationszeiten und dem

Absorptionsverhalten bei unter 2.2.2 aufgefiihrten Messbedingungen

Substanz Migrationszeit bei Migrationszeit in der Detektions-

Einzelmessung [min]  Kontrolllosung [min]  wellenliinge [nm]

Coftein 2,890 2,914 200
Theobromin 3,207 3,204 200
Phenylalanin 4,241 4,352 192
Aspartam 4,544 4,352 192
L(+)-Ascorbinsdure 5,338 - 270
Vanillin 5,379 5,433 200
Sorbinsdure 5,805 5,801 270
Benzoesaure 6,235 6,330 192
Saccharin-Na 6,454 6,549 200

Acesulfam-K 6,997 7,120 230
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3.2 qualitativer Nachweis in Lebensmitteln

Aus einer Standardlosung heraus gelang es bereits die einzelnen darin enthaltenen
Standardsubstanzen voneinander zu trennen und nachzuweisen (3.1). Viel relevanter fiir die
Praxis ist die Untersuchung, ob die entwickelte Methode auch fiir die Anwendung in
Lebensmitteln geeignet ist und die entsprechenden Substanzen zuverlédssig bestimmt werden
konnen. Dazu wurden verschiedene Lebensmittel untersucht, die zwei oder mehrere der

Substanzen aus Tabelle 7 enthalten.

Laut Zutatenliste der ,,Brause Tabletten Multivitamin“ von Tip, sind in diesem Erzeugnis
u.a. die Komponenten Saccharin-Na und Vitamin C enthalten, welche im Idealfall auch mit

der entwickelten CE-Methode nachzuweisen sind.
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Abbildung 6 zeigt das Elektropherogramm fiir die Untersuchung der Brausetabletten. Es ist
ersichtlich, dass die vermuteten Substanzen in diesem Fall nicht nach den Zeiten migriert
sind, wie es nach Tabelle 7 erwartet worden wire. Dies bedeutet jedoch nicht, dass die
erwarteten Substanzen nicht nachgewiesen wurden. In diesem Fall handelt es sich lediglich
um eine Verschiebung der Migrationszeiten, welche mdglicherweise in einer
Spannungsschwankung begriindet liegen kann. Nach P = U - [ wiirde ein Spannungsabfall
auch zu einem Leistungsabfall fiihren, was eine Erklarung fiir die verringerten
Migrationsgeschwindigkeiten sein kann. Des Weiteren ist nur die Kapillare temperiert, sodass
Schwankungen der Umgebungstemperatur ebenfalls beeinflussend wirken kdnnen.
L(+)-Ascorbinsdure zeigt von den verwendeten Detektionswellenlédngen bei 270 nm die
hochste Absorption (Tab. 7), was nach Abbildung 6 stark auf die Substanz hindeutet, die nach
6,455 min detektiert wurde. Nach Tabelle 7 betrdgt die Differenz der beiden Migrationszeiten
von L(+)-Ascorbinsdure und Saccharin-Na etwas mehr als 1,1 min. Legt man diese Differenz
als weiteres Charakteristikum zugrunde, so ist diese Differenz der Migrationszeiten zwischen
beiden Substanzen auch in Abbildung 6 wiederzufinden und wiirde ebenfalls fiir die
Vermutung der Verschiebung der Migrationszeiten sprechen. Davon ausgehend, entsprechen
die beiden Substanzen, die nach 6,455 min und 7,654 min detektiert worden, mit relativ hoher
Wabhrscheinlichkeit der L(+)-Ascorbinsdure und Saccharin-Na.

Um sicher zu gehen, dass es sich in diesem Fall um die vermuteten Substanzen handelt, hitte
man die Probe jeweils mit den Priifsubstanzen aufstocken und anschlieend erneut vermessen

konnen.
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Laut Zutatenliste des Eistees ,,Nestea ohne Zucker, Weiller Pfirsich Geschmack®, enthilt

dieses Getrink u.a. die beide Siistoffe Aspartam und Acesulfam-K.
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Abb. 7: Nachweis von Aspartam und Acesulfam-K in ,,Nestea ohne Zucker,

Weiler Pfirsich Geschmack‘ von Nestea

Nach Abbildung 7 konnten diese beiden Siiflstoffe auch nachgewiesen und von den anderen
unbekannten im Eistee befindlichen Komponenten getrennt werden. Aspartam zeigt von den
verwendeten Detektionswellenldngen bei 192 nm die hochste Absorption und hat mit dieser
Methode eine Migrationszeit von ca. 4,3 min (Einzelmessung) bzw. 4,5 min
(Mehrkomponentengemisch). Dies deutet in Abbildung 7 klar auf die Substanz hin, die nach
4,314 min detektiert wurde und auch bei einer Wellenldnge von A = 192 nm die hdchste
Absorption zeigt. Acesulfam-K besitzt nach Tabelle 7 eine Migrationszeit von ca. 7 min und
zeigte bei einer Wellenldnge von A = 230 nm die hochste Absoprtion. Diese beiden Merkmale
sind so auch in Abbildung 7 wiederzufinden, sodass die Substanz, die 6,975 min detektiert

wurde, mit hoher Wahrscheinlichkeit Acesulfam-K zugeordnet werden kann.
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Das Getrank ,,Fructiv Orange, Pfirsich-Maracuja* von Miiller enthélt laut Zutatenliste u.a.

Coffein und die beiden Sii3stoffe Aspartam und Acesulfam-K.
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Abb. 8: Nachweis von Aspartam und Acesulfam-K und Coffein in ,,Fructiv Orange,

Pfirsich-Maracuja* von Miiller

Vergleicht man die Ergebnisse aus Abbildung 8 mit den Migrationszeiten und
Detektionswellenldngen aus Tabelle 7, so ergibt sich relativ eindeutig die Wiederfindung der
drei erwarteten Komponenten. Coffein wurde somit nach einer Migrationszeit von 2,941 min,

Aspartam nach 4,555 min und Acesulfam-K nach 7,12 min detektiert.
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In ,,Pepsi light* sind laut Angabe des Herstellers u.a. Coffein, das Konservierungsmittel

Natriumbenzoat und die beiden Siillstoffe Aspartam und Acesulfam-K enthalten.
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Abb. 9: Nachweis von Aspartam und Acesulfam-K, Coffein & Natriumbenzoat
in ,,Pepsi light*

Wie der Abbildung 9 zu entnehmen ist, konnten die vier erwarteten Komponenten aufgetrennt
und nachgewiesen werden. Mithilfe der Tabelle 7 kann hiermit folgende Zuordnung erfolgen:
Coffein entspricht dem Peak bei 2,944 min,

Aspartam entspricht dem Peak bei 4,389 min,

Natriumbenzoat, als Salz der Benzoeséure, entspricht dem Peak bei 6,409 min und

Acesulfam-K entspricht dem Peak bei 7,255 min.
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3.3  quantitative Bestimmung in Lebensmitteln

Neben dem qualitativen Nachweis einzelner Substanzen in Lebensmitteln, ist v.a. eine
zuverlédssige Methode zur Quantifizierung ein wesentlicher Aspekt in der
Lebensmittelanalytik. Im Zuge lebensmittelrechtlicher Bestimmungen und festgelegter
Grenzwerte, sind Analysemethoden erforderlich, mit denen die Einhaltung von Grenzwerten
zuverléssig tiberpriift werden kann.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte und angewendete Methode wurde deshalb ebenfalls
zur Quantifizierung von Siillstoffen in Lebensmitteln eingesetzt. Die Gehaltsbestimmung
erfolgte mittels externer Kalibrierung. Kalibrationstabelle und Kalibrierkurven sind der

separaten Anlage beigefiigt.

Folgende Proben wurden mit der entwickelten Methode untersucht:

- ,Brause Tabletten Multivitamin® von Tip auf den Gehalt an Saccharin-Na

- »Nestea ohne Zucker, Weiller Pfirsich Geschmack* auf den Gehalt an Aspartam und
Acesulfam-K

- »Pepsi light auf den Gehalt an Coffein, Aspartam, Acesulfam-K
Die erhaltenen Massenkonzentrationen sind nachfolgend in Tabelle dargestellt. Fiir die
Zwischenergebnisse aus der separaten Anlage, ist aufgrund der Probenvorbereitung ein

Verdiinnungsfaktor von f =5 zu berticksichtigen.

Tab. 8: ermittelte Werte der quantitativen Untersuchungen in Lebensmitteln

Substanz Brause Tabletten Eistee (Nestea) Pepsi light
[mg/100g] [mg/L] [mg/L]

Coffein - - 125,01

Aspartam - 74,80 302,75

Saccharin-Na e - -

Acesulfam-K - 91,86 42,70

*_..nicht auswertbar
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Die Einwaage einer Brausetablette entsprach: m = 3,9716 g

Um von dem erhaltenen Ergebnis der Analyse (siche Anlage Datei 60) auf den Gehalt an
Saccharin-Na in mg/Tablette bzw. mg/100 g schlieBen zu konnen, wird das injizierte

Volumen bendtigt, welches hier nicht bekannt ist.

4 Diskussion

Kernpunkt dieser Arbeit war die Entwicklung und Anwendung einer Kapillarelektrophorese-
methode zur Bestimmung von Siif3- und Konservierungsstoffen in Lebensmitteln.

Bis dato stellt die HPLC die Hauptuntersuchungsmethode zur gleichzeitigen Bestimmung von
SiiB- und Konservierungsstoffen in Lebensmitteln dar (Chen et al., 2001; Liu et al., 2008;
Matsumoto et al., 2008; Yang et al., 2009; Hu et al., 2013). Als nachteilig bei dieser
Untersuchungsmethode haben sich dabei aber v.a. die relativ langen Analysezeiten und der
hohe Kostenaufwand fiir Losungsmittel und Trennséulen herausgestellt (Thompson et al.,
1995; Razee et al., 1995). Deshalb erscheint es sinnvoll, schnellere und kostenglinstigere
Alternativen in Betracht zu ziehen, wenn diese im Hinblick auf HPLC-Methoden mit
vergleichbarer Wiederholbarkeit und Zuverldssigkeit arbeiten.

Die Kapillarelektrophorese ist ein instrumentell-analytisches Trennverfahren, dessen
Entwicklung bereits Ende der 70er Jahre begann (Mikkers et al., 1979; Jorgenson & Lukacs,
1981). Mittlerweile ist die Einsetzbarkeit dieses Trennverfahrens soweit fortgeschritten, dass
es eine inzwischen immer wichtigere Rolle in der Siilstoffanalytik spielt (Hu et al., 2013).
Als wirkungsvolles und flexibles Trennverfahren ist die CE in der Lage, einzelne
Probenkomponenten verschiedener Stoffklassen zu trennen und nachzuweisen. Diese
Fahigkeit macht die CE zu einem idealen Verfahren fiir die Analyse von

Mehrkomponentengemischen, z.B. Erfrischungsgetrinke (Frazier et al., 2000).

An der Hochschule Neubrandenburg wird, im Rahmen eines Laborpraktikums des
Masterstudiengangs fiir Lebensmitteltechnologie, die Bestimmung von Sii3- und
Konservierungsstoffen mittels einer validierten HPLC-Methode durchgefiihrt.

Durch Etablierung einer entsprechenden CE-Methode zur Bestimmung von Siif3- und
Konservierungsstoffen, wire die Moglichkeit gegeben beide Analyseverfahren unmittelbar
miteinander vergleichen zu konnen. Deshalb machte sich die vorliegende Arbeit diese

Aufgabe zum Ziel.
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Es existieren bereits einige validierte CE-Methoden zur Bestimmung von Siif3- und
Konservierungsstoffen, an dessen Anlehnung die Wahl der Methodenparameter erfolgte. So
hat sich in jlingeren Publikationen ein 20 mM Natriumtetraboratpuffer als stabiler und
zuverldssiger Laufpuffer bewihrt (Schuster & Gratzfeld-Hiisgen, 2009; Hu et al., 2013),
weshalb er auch in der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methode Anwendung fand.
Weiterhin wurden der Methode zunéchst folgende wesentliche Parameter zugrunde gelegt:
Temperatur der Kassette von 25°C, Hydrodynamische Injektion mit 50 mbar fiir 3 s, positive
Polaritat, Spannung von 30 kV und Detektionswellenldngen des DAD von 192 nm, 200 nm
und 245 nm. Die Untersuchungsergebnisse (Kap. 3) ergaben, dass diese Auswahl an
Methodenparametern zur erfolgreichen Trennung eines Mehrkomponentengemisches (3.1)
fithrt, weshalb diese Parameter fiir anschlieSende qualitative und quantitative Untersuchungen
beibehalten wurden. Allerdings war eine Anpassung der ausgewéahlten
Detektionswellenlédngen erforderlich. So existiert Acesulfam-K in diesem Puffer bei
gegebenem pH-Wert als tautomeres Gleichgewicht und besitzt bei A = 245 nm einen
isobestischen Punkt (Schuster & Gratzfeld-Hiisgen, 2009). Die Absorptionsmaxima fiir
Acesulfam-K liegen demnach bei A = 230 nm (neutrale Form) und A =270 nm (basische
Form). Sorbinséure und L(+)-Ascorbinsdure (Tab. 7) zeigten von den gewéhlten
Detektionswellenldngen ebenfalls bei A = 270 nm die hochste Absorption, weshalb als
Konsequenz die Detektionswellenldngen A = 192 nm, A = 200 nm, A = 230 nm und A = 270
nm in die Methode integriert wurden.

Wie Kapitel 3.2 zeigt, gelang es mit der entwickelten Methode verschiedene Siif}- und
Konservierungsstoffe in unterschiedlichen Lebensmittelmatrizes innerhalb von 10 min
voneinander zu trennen und qualitativ nachzuweisen.

Zur Identifizierung der Peaks bzw. Substanzen wurde ein Vergleich der Migrationszeiten und
des Absorptionsverhaltens, mit denen von Referenzsubstanzen, herangezogen. Eine Erhhung
der Sicherheit wiirde zusatzlich durch Aufstocken der Probe mit der vermuteten Substanz
erreicht werden konnen.

Klare fliissige Erzeugnisse, welche nur einer geringen Probenaufarbeitung bediirfen, scheinen
also relativ problemlos qualitativ auf Vorhandensein von SiiB- und Konservierungsstoffen
untersucht werden zu kénnen.

Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen sind allerdings kritischer zu hinterfragen.
Eine Uberpriifung der Richtigkeit der entwickelten Methode durch Vergleich mit einer
anderen bereits validierten Methode (HPLC), ist im Rahmen der durchgefiihrten

Untersuchungen nur bedingt moglich. Optimal wére es, wenn die gleichen Proben an ein und
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demselben Tag von einer Person untersucht worden wéren, was so nicht gegeben war. Dies
schlieBt eine identische Probenvorbereitung ein und wiirde schwankende Einfliisse

(Temperatur etc.) aus der Umgebung minimieren.

Die FErgebnisse der qualitativen Untersuchungen (Kap. 3.2) waren also &duBerst
vielversprechend in Bezug auf die Entwicklung einer Alternative zur derzeitigen HPLC-
Methode. Ausgewéhlte SiB- und Konservierungsstoffe konnten innerhalb von 10 min
vollstindig aus einem Mehrkomponentengemisch aufgetrennt und identifiziert werden.
Gelingt es nun, auch die quantitativen Untersuchungen in ihrer Richtigkeit sicher zu
bestdtigen, wire das Ergebnis die Etablierung einer vollwertigen Alternative zur Bestimmung
von SiiB- und Konservierungsstoffen in Lebensmitteln.

Somit kann die vorliegende Methode durchaus im Rahmen eines Laborpraktikums als
Vergleichsmethode fiir die Bestimmung von Sii}- und Konservierungsstoffen zum Einsatz
kommen. Eine Vorlage einer moglichen Praktikumsanleitung ist dazu der separaten Anlage

beigefiigt (siche ,,Muster Praktikumsanleitung®).
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5 Zusammenfassung

Die spezifischen Anforderungen an heutige Lebensmittelprodukte, sind ohne Einsatz von
Lebensmittelzusatzstoffen teilweise nicht erfiillbar. Sii3- und Konservierungsstoffe sind zwei
Funktionsklassen von Lebensmittelzusatzstoffen, die den Lebensmitteln zur Gewéhrleistung
bestimmter Produkteigenschaften zugesetzt werden. So haben Konservierungsstoffe die
Aufgabe, die Haltbarkeit des Produktes zu verldngern, wahrend StiBBstoffe, als Ersatz flir
Zucker, zum Siilen von Lebensmitteln eingesetzt werden.

Auf Grundlage lebensmittelrechtlicher Bestimmungen und Festlegungen von Grenzwerten
unterliegt ein Grofteil der Zusatzstoffe spezifischen Hochstmengen in Lebensmitteln
(Verordnung (EG) Nr. 1333/2008), dessen Einhaltung es zu iiberpriifen gilt.

Die HPLC ist derzeit die Analysemethode der Wahl, besitzt aber auch entscheidende
Nachteile (Kap. 1.4.2), weshalb alternative Untersuchungsmethoden, wie bspw. die
Kapillarelektrophorese, mehr und mehr in den Fokus riicken (Hu ef al., 2013)

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand deshalb die Entwicklung und Anwendung einer
alternativen kapillarelektrophoretischen Analysemethode zur Bestimmung von Siif3- und
Konservierungsstoffen in Lebensmitteln.

Die entwickelte Methode (Kap. 2.2.2) konnte erfolgreich zur Trennung und Identifizierung
verschiedener Sii3- und Konservierungsstoffe eingesetzt werden und erzielte dabei sogar eine
bessere Auftrennung Probenkomponenten der Standardldsung, als die etablierte HPLC-
Methode (Kap. 3.1). Die konkrete Anwendung in unterschiedlichen Lebensmitteln, wie z.B.
Brausetabletten, Cola-Getranke Eistee oder Molke-Drinks verlief ebenfalls erfolgreich, sodass
die entwickelte CE-Methode aussichtsreich im Hinblick einer vollwertigen Alternative zur

HPLC-Methode zu sein scheint.

Damit ist also die Moglichkeit gegeben, im Rahmen eines Laborpraktikums beide Methoden
unmittelbar miteinander vergleichen zu konnen — wenngleich die genannten Aspekte zur

Quantifizierung (Kap. 4) noch abschlieBend zu priifen sind.
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