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Problem- und Aufgabenstellung

1. Problem- und Aufgabenstellung

Im Folgenden soll kurz auf die Aufgabenstellung eingegangen werden und welche
Probleme damit gelést werden sollten. Dabei sind zwei Ziele verfolgt worden: Die
Uberprifung der Messmethode fiir die Anwendung auf die wasserloslichen Vitamine
sowie die quantitative Uberprufung der Packungsangaben mit den gemessenen
Vitamingehalten. Schlussendlich wird im Punkt 1.3 noch auf die Selektion der zu

untersuchenden Vitamine eingegangen.

1.1. Uberprufung der Messmethode fiir die Anwendung auf die

wasserloslichen Vitamine

Fur die vorliegende Arbeit wurde die HPLC/MS mit ihren Detektoren UV/VIS und
Flugzeitmassen Hybrid Quadrupol ESI Messmethode als ausgewahlt. Um jedoch
eine erfolgreiche Auswertung des Vitamingehalts in den einzelnen Frucht- und
Gemiusesaften zu gewahrleisten, musste zunachst die verwendete Messmethode

geprift werden.

Ihre Anwendbarkeit auf die Vitamine war zwar in einigen Studien gezeigt worden,
jedoch waren die Erfahrungen mit dieser, speziell fir die Messung an Frucht- und

Gemiusesaften, gering.

Ziel war es daher die Messmethode zu Uberprifen, das ein aussagekréftiges
Ergebnis garantiert werden kann. Ein besonderes Augenmerk wurde hierbei auf die
Folsaure gerichtet.
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1.2. Quantitative Uberpriifung der Packungsangaben mit den

gemessenen Vitamingehalten

Als zweite und wichtigste Zielsetzung dieser Arbeit war es zu zeigen, ob die
Packungsangaben mit den tatsdchlichen Vitamingehalten Ubereinstimmen. Dabei
sollte die Analyse mittels HPLC sowohl mit UV/VIS als auch massenspektrometrisch

vorgenommen werden.

Die Resultate der Uberprifung der Messmethode sollten hier nicht nur praktische

Anwendung finden, sondern sich noch einmal bestatigen.
1.3. Auswahl der zu untersuchenden Vitamine

Da wasserltsliche Vitamine eine andere Probenvorbereitung als die fettloslichen
bendtigen, beschrankte man sich in dieser Arbeit auf die wasserléslichen Vitamine.

Vor allem auch deshalb, weil zu dieser Gruppe weniger Literatur vorhanden ist.

Diese Gruppe beinhaltet neun Vitamine, von denen allerdings nur folgende sechs
Vitamine genauer betrachtet wurden:

e Ascorbinsaure (Vitamin C)

e Thiamin (Vitamin B,)

¢ Riboflavin (Vitamin B,)

e Niacin (Vitamin Bg)

e Pyridoxin (Vitamin Bg)

e Folsaure (Vitamin By)



Einleitung

2. Einleitung

Die tagliche Vitaminzufuhr fir den Menschen ist essentiell. Sie werden fur viele
biochemische Prozesse im menschlichen Korper bendtigt, kdnnen allerdings nicht

von diesem hergestellt werden. [Deutsche Gesellschaft fur Ernédhrung, 2004]

Obst und Gemuse enthalten die meisten Vitamine. Sie werden jedoch von vielen
Menschen unzureichend verzehrt. Das Interesse an dieser Nahrstoffgruppe ist
dennoch grof3. Die Lebensmittelindustrie hat dies erkannt und fugt ihren Produkten
diese  wichtige  Nahrstoffgruppe als Erganzung bei. Wahrend der
Nahrungsmittelmarkt bereits an solchen Produkten geséttigt ist, sieht man nun die

Getrankeindustrie diesem Trend folgen.

Davon betroffen sind vor allem Tees, Kindergetrdnke, Obst- und Gemusesafte, aber

auch neue Produkte wie Smoothies oder alle méglichen Arten von Vitamindrinks.

Allerdings stellt sich die Frage ob angereicherte Obst- und Gemisesafte durch die
zusatzliche Vitaminisierung mehr Vitamine enthalten und somit den Bedarf sattigen
kénnen. Ebenso interessant ist der quantitative Vitaminvergleich zu den biologischen

Séaften, die keine kiinstlichen Inhaltsstoffe vorweisen.

Zusatzlich qilt es zu klaren, ob die Verpackung eine wesentliche Rolle fur die

Erhaltung der kinstlichen Vitamine spielt.

Der Informationsbedarf zu diesem Thema ist vorhanden, allerdings gibt es
momentan noch wenig Forschungsarbeiten dazu. Deshalb ist nicht nur der
guantitative Vitaminvergleich der Getranke Ziel ist dieser Arbeit, sondern auch die

Schaffung einer wissenschaftlichen Basis fur diesen Vergleich.

Dabei konzentriert sich diese Arbeit auf die wasserlgslichen B-Vitamine wie auch auf
das Vitamin C. Ausgewertet werden die Vitamingehalte in angereicherten und
naturlichen Obst- und Gemiuseséaften, um einen Vergleich mit den Angaben auf der

Packung durchfuhren zu kénnen.
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3. Literaturubersicht

In diesem Kapitel, das als Ubersicht der aktuellen Literatur verstanden werden soll,
wird auf den derzeitigen wissenschaftlichen Stand bezlglich der Vitamine, aber

insbesondere der in der Arbeit verwendeten wasserloslichen Vitamine, eingegangen.

Zusatzlich wird auf die rechtliche Situation betreffend den Obst- und Gemuseséften
im Sinne der Definition, Deklaration und der industriellen Herstellung in Osterreich
eingegangen. AbschlieBend wird noch im Kapitel 3.3.4 auf den Verbrauch

hingewiesen.

3.1. Vitamine

Vitamine sind eine Gruppe biologisch aktiver Verbindungen, die verschiedene
chemische Strukturen aufweisen, aber drei wichtige Eigenschaften gemeinsam
haben:

e Vitamine sind fir den menschlichen Koérper essentiell

e Der tagliche Vitaminbedarf befindet sich im Bereich von Mikrogramm bis

Milligramm
e Vitamine sind organische Substanzen

Vitamine kénnen in zwei Klassen unterteilt werden: den wasserl6slichen (C, B;, B,,
B3, Bs, Bs, B7, Bo und Bj;) und den fettléslichen Vitaminen (A, D, E und K).
Mittlerweile sind 13 Vitamine bekannt, die innerhalb ihrer Klassen sehr
unterschiedliche biologische Aktivitaten aufweisen, die von ihrer chemischen Struktur
abhangig sind. Neben den uUblichen Vitaminbezeichnungen, werden ihnen auch

zusétzlich Zahlen- und Buchstabenkombinationen zugewiesen.

3.2. Wasserlosliche Vitamine

Die wasserloslichen Vitamine sind sehr leicht in Wasser losbar und werden im
menschlichen Dinndarm mit Hilfe von Carriern oder auch Rezeptoren absorbiert. Die

Absorption verlauft auRer bei Vitamin B, aktiv. Bei den wasserléslichen Vitaminen



Literaturtibersicht

handelt es sich um Vorlaufer von Coenzymen oder prosthetischen Gruppen vieler

verschiedener Enzyme.

Die tatsachliche quantitative Angabe Uber den Gehalt der wasserldslichen Vitamine
in Lebensmitteln ist aul3erst schwierig zu tatigen. Der Vitamingehalt in Lebensmitteln
ist abhangig von der Bodenbeschaffenheit, der Lagerdauer, der
Zubereitungstemperatur und Zubereitungsdauer, da die meisten wasserloslichen

Vitamine hitzelabil sind.

Da diese Vitamine nicht in ausreichender Menge im menschlichen Organismus
gespeichert werden koénnen, muissen sie durch die Nahrung oder
Nahrungserganzungsmittel zugefiihrt werden. Jedoch kann der exakte Vitaminbedarf
eines Einzelnen nicht genau bestimmt werden und ist abh&ngig von vielen
physiologischen Einflussfaktoren wie Geschlecht, Alter, Stress,
Ernahrungsgewohnheiten, physischen und psychischen Belastungen. Ebenfalls
kobnnen Schwangerschaft, Stillzeit, Krankheit, Konsum von Nikotin, Alkohol und

Medikamenten den taglichen Vitaminbedarf erhéhen. [Loffler, 2003]

Durch viele Studien stellte sich heraus, dass alle Vitamine in ihrer taglich benétigten
Menge durch die gewdhnliche Nahrung aufgenommen werden kénnen. Die einzige
Ausnahme ist hier die Folsaure. Diese muss, um etwaige Folgeerkrankungen wie
Neuralrohrdefekte beim Neugeborenen zu verhindern, unbedingt vor und wahrend
der Schwangerschaft, sowie in der Stillzeit supplementiert werden.

Auf den folgenden Seiten werden nun die sechs in der Arbeit verwendeten
wasserloslichen Vitamine strukturell abgebildet und tabellarisch gelistet. Dabei wird

auf ihre wichtigsten chemischen und physiologischen Eigenschaften eingegangen.
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Thiamin (Vitamin Bp)

NH,
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) e
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Abbildung 1: Strukturformel Thiamin

Thiamin — Vitamin B

Biologisch aktive Form Thiaminpyrophosphat

Molare Masse 337,27 g'mol™

Fleisch, Erbsen, Weizenkeime,
Hauptquellen _
Haferflocken, Kartoffeln, Thunfisch

_ . . Redoxsystem, Hydroxylierungen (als
Biochemische Funktionen

Coenzym)
Bedarf 1,3-1,8mg
Mangelerscheinungen Beriberi

Tabelle 1: Eigenschaften Thiamin
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Riboflavin (Vitamin B))

o)
Hscmu\ NH
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H——OH
H——OH
H——OH
i
OH

Abbildung 2: Strukturformel Riboflavin

Riboflavin = Vitamin B,

Biologisch aktive Form FMN, FAD
Molare Masse 376,37 g'mol™
Hauptquellen Schweineleber, Champignons, Fisch,

Spinat, fettarme Milch

Biochemische Funktionen Wasserstoff-Ubertragungen (als
Coenzym)

Bedarf 1,8-2,0mg

Mangelerscheinungen Pellagra

Tabelle 2: Eigenschaften Riboflavin
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Niacin (Vitamin Bj)

|\ OH

-

N

Abbildung 3: Strukturformel Niacin

Niacin — Vitamin B3

Biologisch aktive Form NAD", NADP"

Molare Masse 123,11 g'mol™

Hauptquellen Schweineleber, Rindfleisch, Hering,
Milch, Hefe

Biochemische Funktionen Wasserstoffubertragungen (als
Coenzym)

Bedarf 15-20mg

Mangelerscheinungen Pellagra

Tabelle 3: Eigenschaften Niacin
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Pyridoxin (Vitamin Bg)

OH
OH
HO =
=
N~ “CHs

Abbildung 4: Strukturformel Pyridoxin

Pyridoxin — Vitamin Bg

Biologisch aktive Form Pyridoxalphosphat
Molare Masse 169,18 g'mol™
Hauptquellen Fleisch, grine Bohnen, Kartoffeln,

Bananen, Kiwis, Fisch

Biochemische Funktionen Transaminierung, Decarboxylierung,

Transsulfurierung (als Coenzym)

Bedarf 1,6-2,1mg

Mangelerscheinungen Hypochrome Anamie

Tabelle 4: Eigenschaften Pyridoxin
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Folsaure (Vitamin By)

OH N/E\/\H/OH
NZ N\ N H (o]
YUTTN

HoN"T N7 N

Abbildung 5: Strukturformel Folsédure

Folsaure — Vitamin Bg

Biologisch aktive Form

Tetrahydrofolsaure

Molare Masse

441,40 g-mol™

Hauptquellen

Leber, Spinat, Spargel, Brokkoli,
Weizenkeime, Tomaten, Orangen

Biochemische Funktionen

1-Kohlenstoffatomibertragungen (als

Coenzym)

Bedarf

200-400pg

Mangelerscheinungen

Pernizidse Anamie, Neuralrohrdefekte

Tabelle 5: Eigenschaften Folsaure
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Ascorbinsaure (Vitamin C)

.ul\o

H
Ho

HO OH

Abbildung 6: Strukturformel Ascorbinséure

Ascorbinsaure — Vitamin C

Biologisch aktive Form

Ascorbinsaure

Molare Masse

176,13 g-mol™

Hauptquellen

Paprika, Brokkoli, Hagebutte, Acerola-

Kirsche, Kiwi, Orange

Biochemische Funktionen

Redoxsystem, Hydroxylierung (als

Coenzym)
Bedarf 100mg
Mangelerscheinungen Skorbut

Tabelle 6: Eigenschaften von Ascorbinséure

[Loffler, 2003]
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Wie bereits vorher erwahnt, sind Vitamine eine spezielle Gruppe von organischen
Verbindungen, die essentiell fur ein normales Wachstum als auch fir die
Aufrechterhaltung eines normalen Lebens sind. Um eine adaquate Aufnahme von
Vitaminen zu sichern, kann die menschliche Erndhrung mit einer grol3en Anzahl an
Multivitamintabletten und mit Vitaminen angereicherten Lebensmitteln vervollstandigt
werden. [Engel Rita, 2010]

Die Anreicherung von Lebensmitteln ist ein wachsender Trend in der Getranke- und
Lebensmittelbranche. Wahrend in der Getrankeindustrie der Trend stetig zunimmt,
wird die Lebensmittelanreicherung in den anderen Bereichen noch immer generell

vom Konsumenten abgelehnt.

Dabei sind angereicherte Mineralwasser, Fruchtsafte und kohlensaurehaltige
Getranke die Spitzenreiter dieses Trends, wahrend sich Sport und Energy Drinks
sich auf die aufputschende Wirkung von B-Vitaminen berufen. Von diesen Getranken
werden am meisten Energy Drinks und Fruchtsafte konsumiert. [S. Pérez Prieto,
2006]
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3.3. Obst- und Gemusesafte

Dieses Kapitel beinhaltet die rechtlichen Bedingungen der Obst- und Gemusesafte
hinsichtlich ihrer erlaubten Inhaltsstoffe, ihrer Definition, Deklaration und
Weiterverarbeitung. Anschliel3end wird auf die verschiedenen Herstellungsverfahren
eingegangen. Der Verbrauch dieser Safte in Osterreich bildet den Abschluss dieses

Kapitels.

3.3.1. Obstsafte

Unter Obst- bzw.- Fruchtsaften versteht man Erzeugnisse die garen konnen, jedoch
nicht gegoren sind und aus gesunden und reifen Frichten einer oder mehrerer
Fruchtarten gewonnen werden. Sie besitzen fur den Saft dieser Frucht bzw. dieser
Frichte die charakteristische Farbe, das charakteristische Aroma und den
charakteristischen Geschmack. Das Produkt muss 100% aus Fruchtsaft oder
Fruchtfleisch bestehen. [Bundesministerium fur Gesundheit, 2005].

Diese Getranke dirfen ebenso den Alkoholgehalt von 3g/l, das entspricht in etwa 0,3

Volumprozent, nicht Gberschreiten. [AG Direktvermarktung, 2009]

Falls Aromen und Fruchtfleisch bei der Herstellung verloren gehen, dirfen nur die

wieder zugefligt werden, welche im urspringlichen Obst vorhanden waren.

Zitronensaft und/oder Zitronensaftkonzentrat darf maximal 3g pro Liter enthalten, um
den etwaigen zu silRen Geschmack des Saftes zu Uberdecken. Kohlensaure darf in
jedem Fall zugesetzt werden, ist aber deklarationspflichtig. Bei Zuckerzusatz missen
Bezeichnungen, wie ,gezuckert oder ,mit Zuckerzusatz® angefuihrt werden. Die
hochst zugesetzte Zuckermenge muss als Trockenmasse ausgerechnet, angefihrt

und in Gramm pro Liter ausgedruckt sein.

Falls das Produkt nur aus einer Fruchtart besteht, muss diese in der
Sachbezeichnung angegeben werden. Bei mehreren verwendeten Fruchtsorten,
missen diese in absteigender Reihenfolge des Fruchtsaftvolumens angefihrt

werden. Bei Produkten, die aus mehr als drei verschiedenen Fruchtarten bestehen,
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darf die Sachbezeichnung Mehrfrucht verwendet werden. [Bundesministerium fir
Gesundheit, 2004]

Fruchtsafte aus Fruchtsaftkonzentrat sind Erzeugnisse, die durch Wasserentzug des
vorhandenen Fruchtsaftes konzentriert werden. AnschlieRend wird Wasser als auch
die durch den Prozess verlorengegangenen Aromastoffe, falls vorhanden auch
Fruchtfleisch, dem Saft wieder hinzugefugt. Diese miussen ebenfalls auf
Verpackungen angefihrt werden. [Bundesministerium fur Gesundheit, 2004]

Unter dem Begriff Fruchtsaftkonzentrat versteht man den Saft einer bzw. mehrerer
Fruchtsorten, der durch physikalischen Entzug eines bestimmten Wassergehalts
gewonnen wird. Hier durfen bestimmte Zuckerarten, die in der Zuckerverordnung
zugelassen sind, als auch Fructose Sirup. Dieser Vorgang wird bendtigt um den
sauren Geschmack, der durch die Herstellung entstehen kann, zu vermeiden. Sie
durfen aber den Wert von 15g pro Liter nicht Uberschreiten. [Bundesministerium far
Gesundheit, 2004]

Fruchtnektare sind verdinnte Safte, denen sowohl Zucker als auch Wasser
zugesetzt wurden und die gewisse Anteile an Fruchtsaften enthalten. Das Produkt
muss einen Fruchtsaftgehalt zwischen 25 und 50%, abhangig von der jeweilig

verwendeten Frucht, enthalten. [AG Direktvermarktung, 2009]

Die verwendeten Friichte dirfen mit diversen Zuckerarten und/oder Honig zu
Fruchtsaften und Fruchtsaftkonzentraten, die zugelassen und in der
Zuckerverordnung beschrieben sind, vermengt werden. Ebenso darf noch Fructose
Sirup, welcher aus Frichten stammt, verwendet werden. Es dirfen nicht mehr als
hochstens 20 % des Gesamtgewichts des fertigen Saftes mit diversen Zuckerarten
und/oder Honig versehen sein. Die Safte missen mit dem tatsachlich vorhandenen
Mindestgehalt an Friichten oder Fruchtmark leserlich und deutlich hervorgehoben, in

unmittelbarer Nahe der Produktbezeichnung gekennzeichnet werden.

Unter dem Begriff getrockneter Fruchtsaft (auch als Fruchtsaftpulver bekannt)
versteht man Erzeugnisse, denen durch einen physikalischen Entzug das Wasser

fast zur Ganze entzogen wurde. [Bundesministerium fur Gesundheit, 2004]
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3.3.2. Gemusesafte

Unter dem Begriff Gemusesaft versteht man das unverdiinnte, zur Garung fahige,
jedoch unvergorene oder durch Milchséure vergorene, flissige Produkt aus Gemuse
welches zum unmittelbaren Verzehr bestimmt ist. Ebenso darf Gemuisemark
verwendet werden. Die Bezeichnung ,Gemusesaft® darf nur flr ein Erzeugnis,

welches aus einem 100%igen Anteil von Gemuse besteht, verwendet werden.

Wie auch bei Fruchtséaften, darf der Alkoholgehalt nicht mehr als 3,0g pro Liter
enthalten. Produkte aus zwei oder mehreren Gemulsesorten, mussen mit
Gemiusesaftcocktail bezeichnet werden. Ebenso missen die verwendeten
Gemusearten in mengenmalig absteigender Reihenfolge angegeben werden.
Gemusesaft aus Gemisesaftkonzentrat ist das Produkt, bei dem Gemisesaft durch
Konzentrierung das Wasser entzogen und anschlieend dem Gemusekonzentrat
wieder hinzugefugt wird. Die durch die Herstellungsprozesse verlorengegangenen

Aromastoffe dirfen ebenfalls zugesetzt werden.

Konzentrierter Gemusesaft wird durch physikalisches Abtrennen eines bestimmten
Wassergehaltes hergestellt, dabei muss das Produkt eine Trockensubstanz von
maximal 14% aufweisen. Das Endprodukt wird auf mindestens die Halfte des
ursprunglich vorhandenen Gemusesaftvolumens reduziert. Auf den Verpackungen
dieser Produkte muss der Hinweis ,aus Gemiuisesaftkonzentrat® eindeutig und

leserlich angefiihrt werden.

Unter Gemusenektar und/ oder Gemisetrunk versteht man den zum unmittelbaren
Verzehr bestimmten Saft, der durch verdinnte Zubereitung aus diversen
Gemusesorten hergestellt wird. Hier muss der genaue bzw. Mindestgemuisegehalt in
Prozenten angegeben werden. Ebenso muss der Gemiuseanteil zu mindestens 40%

vorhanden sein.

Bei allen Produkten darf jede Art von Zucker gemafR der Zuckerverordnung
verwendet werden. Ebenso dirfen Zusatze wie zum Beispiel Fructose Sirup, Honig,
Salz, Gewurze, sowie andere in vorhandenen Verordnungen angefuhrte Zutaten zur

Herstellung verwendet werden.
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Zusatzlich werden alle im Produkt vorkommenden Gemuisesorten nach ihrem
Gewichtsanteil in absteigender Reihenfolge aufgelistet. Weitere Produktangaben
betreffend dem Inhalt beziehen sich auf den Nahrwert, Fett- und Proteingehalt, und
die Menge an sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen. [Bundesministerium fr
Gesundheit, 2005]

3.3.3. Industrielle Herstellung und Haltbarmachung von Obst- und

Gemusesaften

Bei der industriellen Herstellung von Obst- und Gemusesaften werden frische oder
durch Kalte haltbar gemachte Obst- und Gemusesticke verwendet. Die Obst- und
Gemuisesorten mussen frei von Schadlingen, gewaschen und falls notwendig

blanchiert sein. Der Faulnisanteil darf nicht mehr als 1% betragen.

Die Obst- und Gemisesticke werden zerkleinert, ausgepresst, zentrifugiert und
gefiltert. Der daraus resultierende Saft ist getribt. Bei Zitrussaften kann die Tribung
bestehen bleiben, jedoch bei nationalen Obstsorten muss der Saft klar sein. Das
Verfahren fur die Aufhebung der Tribung wird Schonung genannt. Dabei werden die
enthalten Trubstoffe durch Einsatz von Enzymen abgebaut oder durch
Fallungsmitteln ausgeféllt. Diese Stoffe kdnnen nach dem Vorgang Uber eine
Filtration entfernt werden. Nach diesen Prozessschritten werden sie durch
Pasteurisierung und Sterilisierung haltbar gemacht. Dabei werden die Safte einige
wenige Sekunden auf ungeféahr 85°C erhitzt und dadurch auch ungekuhlt 12-18
Monate haltbar. [Berghofer, 2000]

Bei Fruchtsaften die Stein- und Beerenobst enthalten, muss ein spezielles
Erwarmungsverfahren angewendet werden. Dabei handelt es sich um ein Maisch-
erhitzungsverfahren, bei dem das Steinobst bei 70°C und das Beerenobst bei 50°C
fur eine Zeit von ungefahr 3 Stunden erwarmt wird. Bei diesen Temperaturen fallt das
hitzelabile Eiweil3, welches in Steinobst enthalten ist, aus. Erst nach der Abkihlung
auf etwa 45°C findet eine Enzymierung statt und das Obst wird anschlieend
ausgepresst. Bei naturtriben Saften darf nicht Gberreifes Obst fir die Saftproduktion
verwendet werden. Um den schnellen Pektinabbau zu verhindern, wird sofort nach

dem Zentrifugieren pasteurisiert.



Literaturtibersicht

Bei Herstellung von Nektargetranken werden die Lebensmittel auf 80°C erhitzt.
Dabei entweichen die pektolytischen und oxydativen Enzyme und die Obst- und
Gemusestiicke werden weichgekocht. Danach wird das daraus resultierende Produkt
passiert und blanchiert. Beim Passieren werden die festen Obst- und
Gemiusebestandteile vom Fruchtmark abgetrennt, um Fremdkorper (z.B.: Kerne) zu

eliminieren.

Bei Herstellung von Fruchtsirup kann sowohl ein Warmldseverfahren als auch ein
Kaltloseverfahren eingesetzt werden. Bei dem Warmloseverfahren liegt die
Temperatur bei 40-60°C, wobei bei dem Kaltldseverfahren die Temperatur bei unter
25°C liegt, um die enthaltenen Fruchtaromen zu schitzen. Dem Sirup wird bei
beiden Verfahren, nachdem sich der enthaltene Zucker geldst hat, 3g/Liter
Zitronensaure hinzugefuigt. Anschlie3end wird das Produkt ungeféahr 5 Minuten lang
gekocht um die Saccharose in Fructose und Glucose zu spalten. Dieser Vorgang ist
noétig um ein maogliches Kristallisieren zu verhindern. Hierbei ist noch zu beachten,
dass der durch den Kochvorgang entstandene Schaum vor der Abflllung
abgeschopft werden muss.

Die klare oder triibe Fruchtsaftlimonade sollte mindestens 10% Saft enthalten, wobei
bei Traubensaft ein Wert von mindestens 30% eingehalten werden muss. Bei der
Herstellung ist zwecks des Oxidationsschutzes noch zu beachten, dass 100 bis
150mg/Liter Saft Ascorbinsaure zugesetzt wird. Die Pasteurisation erfolgt bei 74°C
und darf eine Temperatur von tUber 80°C nicht Gberschreiten.

Falls die Gefahr einer BrAunung der Produkte besteht, wird vor dem Abfullen durch

eine Vakuumentgasung entgegen gewirkt.

Nachdem diese Verfahren durchgefuhrt wurden, werden die Séfte abgefillt. Dabei ist
zu beachten, dass die Filltemperatur &ahnlich der Pasteurisationstemperatur
entspricht und dass der Weg von der Haltbarmachung zur Abfillung mdglichst kurz
sein sollte. Dabei kdnnen isolierte Leitungen verwendet werden, um das gewlnschte
Saftvolumen in die ausgewdahlte Verpackung zu transportieren. Der Verschluss muss
dicht sein. Die geflllte Verpackung muss nach Verschluss umgelegt und bei

geeigneten Bedingungen aufbewahrt werden.
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Um die Haltbarkeit zu verlangern, werden Zusatzstoffe wie zum Beispiel Amylasen,
Pektinasen, Zitronensaure, Calciumcarbonat und Vitamin C eingesetzt. Sie dienen
zum Oxidationsschutz des Saftes bzw. der Maische. Diese Zusatzstoffe sind, wie
bereits erwahnt, deklarierungspflichtig und muissen auf den Verpackungen der

einzelnen Getranke angefihrt werden.

Ebenso kdnnen Obst- und Gemusesafte, aber auch ihr Konzentrat, durch Eindickung
erzeugt werden. Dieses Herstellungsverfahren wird sehr gerne genitzt, da es an
Lager- und Transportkosten spart. Dabei wird dem Saft die entzogene Wassermenge
wieder zugesetzt. Das dabei verwendete Wasser muss  zusatzlich
Trinkwasserqualitdt aufweisen. Kommt es bei diesem Vorgang zu einem Verlust an
flichtigen Aromastoffen, missen diese wieder hergestellt werden und dem Produkt
zugefugt werden. Falls eine Eindickung als Herstellungsverfahren verwendet wurde,

muss dies in der Saftbeschreibung angefiihrt werden. [WKO, 2007]

3.3.4. Verbrauch

Laut der Osterreichischen Gesellschaft fir Ernahrung lag der pro Kopf Verbrauch an
Obstsaften im Jahre 2009 bei 29,1 Liter. Die dabei zahlten Apfelsafte, Orangensafte,

Multivitaminséafte und Traubensafte zu den am meisten konsumierten.

Der Gemusesaftverbrauch lag im Jahre 2006 etwa bei 1,35 Liter/Kopf. Hierbei waren
die beliebtesten Karottensaft, Roter Ribensaft, Tomatensaft und Sauerkrautsaft.

[Osterreichische Gesellschaft fir Ernahrung, 2011]
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4. Materialien und Methoden

4.1. Chemikalien, Materialien und Gerate

Folgende aufgelistete Chemikalien, Materialien und Gerate wurden bei dieser

Diplomarbeit verwendet:

Material Hersteller

Pipetten Eppendorf Reference variabel (200ul
und 1000ul) Eppendorf AG (Hamburg, D)
Probenrdhrchen Greiner Bio One, Austria
Snap Caps Agilent Technologies (Deutschland)
SPE C;3- Kartuschen Waters Corporation (Milford, USA)
Spritzenfilter Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)
Dunkelfarbige Vials Agilent Technologies (Deutschland)
Waage Sartorius ISO 9001 Modell KB BA von
Sartorius AG (Gottingen, Deutschland)

Tabelle 7: Verwendete Materialien

Gerate Hersteller

HPLC Dionex Austria GmbH, Wien, Osterreich
Flugzeit Hybrid Quadrupol ESI Bruker Daltonics GmbH, Deutschland
Massenspektrometer
Zentrifuge Techno Spin von Sorvall Instruments

Tabelle 8: Verwendete Gerate
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Chemikalien Hersteller

Acetonitril

Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)

Ameisensaure

Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)

Ascorbinsaure

Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)

Dikaliumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)

Folsdure

Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)

Hippursaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (D)

Kaliumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)

LC/MS Wasser

Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)

Methanol

Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)

Natriumacetat

Carl Roth GmbH& Co KG (Karlsruhe, D)

Nicotinsaure

Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)

Pyridoxin Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)
Riboflavin Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, D)
Thiamin Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe,D)

Tabelle 9: Verwendete Chemikalien
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Folgende L6sungen wurden zusétzlich hergestellt:

e Folsaurepuffer fur Vorversuch:

Menge Substanz

0,349 Kaliumdihydrogenphosphat

0,449 Dikaliumhydrogenphosphat

Tabelle 10: Folsaurepuffer

In 250ml Kolben wurden die aufgezéhlten Substanzen eingewogen und mit
destilliertem Wasser bis zur Markierung aufgefillt. Von dieser Losung wurden 100ml

verwendet.

e Vitaminmix;

Menge Substanz

18,7mg Thiamin
9,7mg Riboflavin
14,5mg Niacin
14,8mg Pyridoxin
11,1mg Folsaure
15,7mg Ascorbinséure
100ml Folsaurepuffer

Tabelle 11: Vitaminmix

Diese Substanzen wurden in 500ml Kolben eingewogen und mit destilliertem Wasser
bis zur Markierung aufgefuillt.
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e Stabilisator Lésung:

Menge Substanz

19 Natriumacetat

9ml Destilliertes Wasser

Tabelle 12: Stabilisator Losung

Diese beiden Substanzen wurden zusammen gemischt und von der Losung wurden

200yl als Stabilisator verwendet.

e Niacin L6sung:

Menge Substanz

10mg Niacin

100ml Probe

Tabelle 13: Niacin Lésung

10mg Niacin wurden eingewogen und den 100ml Fruchtsaftproben zugeflugt.

e Hippursaure LOsung:

Menge Substanz
10mg Hippurséaure
100ml Destilliertes Wasser

Tabelle 14: Hippursaure Lsung

Dabei wurden 10mg Hippursaure in 100ml warmen Wasser gelost. Von dieser

Losung wurden jeweils 200ul fir die diversen Probenlésungen verwendet.
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e Vorversuchslésung:

Menge Substanz
oooul Vitaminmix
100pl Hippursaure Losung

Tabelle 15: Interne Standardlésung

e Einzelstandardldsungen:

Jeweils fiir Vitamin B4, B, B3, Bgund Bo.

Menge Substanz
10mg Das jeweilige Vitamin
100ml Wasser

Tabelle 16: Einzelstandardldsung fur B-Vitamine

Far Vitamin C:
Menge Substanz
100mg Vitamin C
100ml Wasser

Tabelle 17: Einzelstandardlésung fir Vitamin C
Die Einzelstandards wurden, wie in Kapitel 5.2 genauer beschrieben,

weiterbehandelt, um anschlieBend fir jedes Vitamin eine lineare 3-4 Punkt
Kalibriergerade zu erstellen.
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e Pufferlésung:

Menge Substanz

0,2704q Kaliumdihydrogenphosphat
0,349g Dikaliumhydrogenphosphat
200ml Wasser

Tabelle 18: Pufferldsung

Um Vitamin B, und Bg besser zu I6sen, wurden diese in einem Puffer losbar

gemacht.

e Probenlésung:

Menge Substanz

1,6ml Fruchtsaft
200pl Stabilisator Losung
200p Interne Standard Losung

Tabelle 19: Probenldsung

Diese Losungen wurden zusammen gemischt, um diese anschlielend mittels
Festphasenextraktion aufzubereiten. Die Auswahl der in dieser Diplomarbeit
verwendeten Methoden wurde durch die in einigen Studien bereits erprobte,

Herangehensweise erleichtert. [Engel Rita, 2010], [S. Pérez Prieto, 2006]

Die Studien bestétigten, dass fir die quantitative Bestimmung der wasserléslichen B-
Vitamine und Vitamin C in Fruchtsaften als Probenvorbehandlung die
Festphasenextraktion und anschliel3end fir die Trennung und Auswertung dieser
Vitamingruppe die Hochleistungsflissigkeitschromatographie besonders geeignet ist.
Die Angaben der Einwaage der Vitamine, die im Vitaminmix vorhanden sind, richten
sich nach der Loslichkeit des jeweiligen Vitamins.
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4.2. Festphasenextraktion

Bei der Festphasenextraktion (SPE, solid phase extraction) handelt es sich um eine
Probenvorbereitung, die dem Prinzip der S&ulenchromatographie &ahnelt. Der zu
untersuchende Analyt kann mit diesem Verfahren entweder angereichert,
aufgereinigt oder isoliert werden. Bei der Aufkonzentrierung der Analyten werden zu
geringe Konzentrationen, falls vorhanden, an die gewinschte Konzentration
angepasst. Die Aufreinigung des zu untersuchenden Probenmaterials dient der

gezielten Isolierung des Analyten und somit der Abtrennung stérender Substanzen.

Die dabei in Kraft tretenden Wechselwirkungen zwischen fester Phase und der
flissigen Phase konnen polare und unpolare Wechselwirkungen, ionische
Wechselwirkungen, Wechselwirkungen tber kovalente Bindungen als auch multiple
Wechselwirkungen sein. Um die wichtigen Wechselwirkungen zwischen Packmaterial
und den Analyten zu ermdéglichen, sind verschiedene Phasen notwendig. Bei den
Phasen handelt es sich um Normalphasen (NP), Umkehrphasen (RP) oder

lonenaustauschchromatographie.

Einige Vorteile der Festphasenextraktion sind unter anderem die gro3e Selektivitat,
die Automatisierbarkeit, geringer Verbrauch von Proben und Lésungsmitteln sowie

eine hohe Wiederfindungsrate und eine sehr gute Reproduzierbarkeit der Analyten.

Bei der Normalphase liegt die stationare Phase als polares Kieselgel vor. Besonders
polare Stoffe als auch Heteroatome eignen sich als Analyt. Fir die Probenmatrix
kénnen unpolare Proben, organische Proben, aber auch feste Proben und Fette
verwendet werden. Der Eluent kann in diesem Fall polar, Acetonitrii (ACN),

Isopropanol oder Methanol sein.

Bei der Umkehrphase eignen sich besonders unpolare, modifizierte Kieselgele als
stationdre Phase. Diese Phase sollte bei wassrigen Proben, diversen Extrakten,
Seren, Plasma und Urin verwendet werden. Als Eluent kdnnen Methanol, Acetonitril,

Losungsmittelgemische als auch Puffer, die unpolar sind, verwendet werden.
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Bei dem lonenaustauschverfahren gibt es zwei verschiedene stationdre Phasen, den
Kationenaustauscher sowie den Anionenaustauscher. Bei ersterem werden
hauptsachlich basische Losungen untersucht, beim Anionenaustauscher werden
Uberwiegend Sauren analysiert. Hierbei sollten die Proben in wassriger oder
organischer Form vorliegen. Sie dirfen eine geringe Salzkonzentration vorweisen.
Zusatzlich konnen noch biologische Proben und chemische Losungen mit dieser
Methode analysiert werden.

Bei dem Kationenaustauscher muss der Eluent einen héheren pH-Wert aufweisen
als die in dem Analyt vorhandene Salzkonzentration. Ebenso sollte fur die Elution ein
Gegenion verwendet werden. Bei einem Gegenion handelt es sich um ein lon mit der
gegenteiligen Ladung der zu eluierenden Substanz. Bei dem Anionenaustauscher
muss der Eluent einen niedrigeren pH-Wert aufweisen, als in der zu untersuchenden
Probe vorhandener Salzkonzentration. Auch hier muss ein Gegenion bei der Elution

verwendet werden. [Poole, 2003]

Fur die Probenaufbereitung werden spezielle Kartuschen, die meistens aus

Polypropylen bestehen, verwendet.

Nachdem man sich fir die richtige Methode entschieden hat, muss man nun

zwischen 3 verschiedenen Festphasenextraktions-Techniken unterscheiden.

1. Analytenretention
2. Fraktionierung

3. Matrixretention
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1. Condition 2. apply sample 3. Interference 4. Analyte
Sorbent 2 analyte elution elution
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Abbildung 7 Schema der Festphasenextraktion [Crawford Scientific, 2010]

Ad Analytenretention:

Die gebrauchlichste Form der SPE ist in diesem Fall die ,Bind and Elute-Technik®. Es
erfolgt eine Retention, bei der die Analyten an das Sorbens gebunden werden und
dadurch stérende Substanzen ausgewaschen werden. Durch die Anreicherung der
zu untersuchenden Substanzen innerhalb einer Phase oder auch zwischen zwei
Phasen wird ein Stoff absorbiert. Dieser sorbierende Stoff wird Sorbens genannt. Um
die Analyten, die an die feste Phase gebunden sind, weiter fiir diverse Analysen zu
verwenden, wird ein weiteres Losungsmittel hinzugeftigt. [Waters, 2002]

Ad Fraktonierung:

Bei der Fraktionierung werden Bestandteile die an verschiedenen Sorbens gebunden
sind, nach einander durch Anderung des pH-Wertes des Eluenten oder der

organischen Stoffe eluiert. [Beyer, 2010]

Ad Matrixretention:

Bei der Matrixretention werden im Unterschied zur Retention, unerwiinschte Stoffe
am Sorbens gebunden. Durch ein entsprechendes Ldsungsmittel kann der Analyt

das Saulensystem entlang flie3en. [Poole, 2003]
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1)

2)

Nach folgendem Schema wird bei der Festphasenextraktion vorgegangen:
Probenvorbehandlung:

Die zu untersuchende Substanz muss fur die SPE dementsprechend vorbereitet
werden. Dies kann zum Beispiel durch pH-Einstellung, zentrifugieren, filtrieren,
verdinnen oder Pufferzugabe geschehen. Nach diesem Schritt liegt sie in geldster

Form, als Isolat, in einem Losungsmittel vor. [Waters, 2002] [Beyer, 2008]
Konditionierung:

Ein Lésungsmittel, wie z.B. Acetonitril oder Methanol im Fall der Umkehrphase wird
auf die SPE-Kartuschen aufgetragen. Mit der Konditionierung wird das Sorbens
aufnahmeféahig gemacht. Das bedeutet, dass durch diesen Vorgang die funktionellen
Gruppen des Sorbens mit wassriger Loésung benetzt werden kdénnen. Da es sich bei
dem Sorbens um ein sehr pordses Teilchen handelt, muss die Oberflache benetzt

sein, um die maximalen Wechselwirkungen zu erzielen.

Bei der Konditionierung sind folgende wichtige Schritte einzuhalten: 1-2
Saulenvolumina Methanol, dieses sollte langsam einwirken. Nach der kurzen
Einwirkzeit tropft das Methanol langsam durch die Saule. Wichtig dabei ist noch,
dass das Sorbens nicht trocken laufen darf, somit sollte der Vorgang unterbrochen
werden, wenn die Flissigkeit knapp Uber dem Filter steht. Danach wird 1-2

Saulenvolumina Wasser aufgetragen und wird ebenfalls langsam durch getropft.

Auch hier ist es wichtig, dass das Sorbens nicht trocken lauft, da dadurch eine
geringe Wiederfindungsrate der zur untersuchenden Substanz als Folge auftreten
kénnte. Die Einwirkzeit ist auch wichtig, da das Ldsungsmittel eine gewisse Zeit
braucht um in alle Poren zu gelangen. Falls die Substanzen zu schnell durchfliel3en,
konnte dies einen Verlust der Leistungsfahigkeit der Kartusche mit sich bringen.
[Beyer, 2009]



3)

4)

5)

6)
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Equilibrierung:

Um eine maximale Adsorption und konstante Wechselwirkungen der Substanz zu
bekommen, muss die Auswahl des Sorbens im pH-Wert und der Polaritat ahnlich der

zu untersuchenden Substanz sein. [Waters, 2002]
Probenaufgabe:

Wahrend die Probe durch das Sorbens gefihrt wird, wird das Isolat in der
Sorbensphase angereichert. Dabei kann das LoOsungsmittel die feste Phase
passieren. Durch diesen Vorgang wird der Analyt adsorbiert. [Beyer, 2009]

Waschen:

Das Waschen bewirkt das Entfernen stérender Begleitstoffe. Dies wird durch ein sehr
stark polares Losungsmittel hervorgerufen. Der Analyt hingegen wird dabei nicht von

der Saule gewaschen. [Beyer, 2009]
Elution:

Um die Analyten aus der stationaren Phase zu l6sen wird hier ein Lésungsmittel mit
unpolarer Elutionskraft eingesetzt. Dadurch kann der Analyt schrittweise eluiert
werden. Die auftretenden Wechselwirkungen zwischen dem Analyt und dem
Lésungsmittel sind starker als die Wechselwirkung zwischen Analyt und Sorbens.
Das Eluat kann nach diesem Schritt weiter verarbeitet und analysiert werden. [Beyer,
2009]
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4.2.1. Probenvorbehandlung mittels SPE

Bevor die Proben mittels SPE behandelt wurden, mussten die Dicksafte (z.B.: Bio
Natur Pur Fruchtsaft) noch ab zentrifugiert werden. Dies geschah bei 1000

Umdrehungen/min. ca. 1,5 Minuten lang.

Fiur die SPE wurden Sep-Pak Saulen Vac Cig von Waters Coporation verwendet. In
einem Eprouvettenstander wurden Plastikeprouvetten aufgestellt, in denen die SPE-
Saulen platziert wurden. Mit Hilfe einer Plastikspritze konnten die Probenlésungen

durch die Saulen transportiert werden.

Fur die Konditionierung der SPE wurde Methanol und fir die Equilibrierung Wasser
verwendet. Fur die Elution der SPE wurden Methanol und Wasser in einem
Verhaltnis 85:15 (v/v) gemischt. Die SPE wurde stufenweise durchgefuhrt und die
daraus resultierenden Eluate in dunkelfarbigen Vials gesammelt und bei -20C° bis

zur Trennung und Analyse mittels HPLC/MS aufbewabhrt.

Jeder durchgefuihrte Schritt wurde dokumentiert und nach folgendem Schema

durchgefuhrt:
Vorgang Substanze Verhéltnis
Konditionierung Methanol 2ml
Equibilierung Wasser 2ml
Probenaufgabe Diverse Fruchtsafte 2ml
Waschen Wasser 2ml
Elution Methanol : Wasser 2ml 85:15

Tabelle 20: SPE-Schema
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4.3. Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Die Chromatographie ist eine physikalische Methode fur Trennungen, in welcher die
zu trennenden Komponenten zwischen der stationaren und der mobilen Phase
aufgeteilt werden. Die mobile Phase liegt in flissiger Form vor, die entweder durch
oder entlang einer stationdren Phase in eine bestimmte Richtung flie3t. Wahrend die
stationédre Phase von Festkorpern, Gelen oder Flussigkeiten passiert werden kann,
kénnen dies bei der mobilen Phase nur diverse labile Flissigkeiten oder Gase.
[Ardrey, 2003]

Eine Hochleistungsflissigkeitschromatographie besteht aus 4 Komponenten:

1. Apparat fur die Probeneingabe
2. mobile Phase

3. stationare Phase

4. Detektor

[Ardrey, 2003]

Die HPLC (High performance liquid chromatography) entwickelte sich in den 60er
Jahren aus der Saulenchromatographie. Man erkannte, dass die Trennleistungen
einer Saule mit abnehmender KorngréR3e der stationaren Phase stetig zunehmen. Da
die PartikelgroRen der Trennmaterialien sehr gering sind, erfordern sie deswegen
hohere Drucke bis zu 400 bar.

Obwohl die HPCL teuer und mit einem hdheren technischen Aufwand verbunden ist,
hat sie sich auf Grund ihrer hohen Leistungsfahigkeit sehr stark durchgesetzt.
[Crawford Scientific, 2010]
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Injector

Column

Reservoir

Detector

Abbildung 8: Aufbau einer HPLC [LC Ressoureces Inc., 2001]

Eine HPLC besteht aus folgenden Komponenten:

1. Eluentenmischung
2. Injektor

3. Pumpe

4. Saule

5. Mobile Phase

6. Detektor

[Ardrey, 2003]
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Ad 1 Die Eluentenmischung:

Die Eluentenmischung kann entweder aus einem Niederdruckgradienten oder aus

einem Hochdruckgradienten bestehen.

Bei dem Niederdruckgradienten wird das Elutionsmittel vor der Pumpe gemischt.
Diese Methode ist giinstiger und erfordert einen geringeren apparativen Aufwand.
Ein Nachteil dieses Gradienten ist aber, dass Luftblasen in der Mischkammer

entstehen konnen.

Bei dem Hochdruckgradienten wird das Elutionsmittel nach der Pumpe gemischt.
Hier bendtigt jede Komponente eine eigene flr sie geeignete Pumpe, die sehr teuer
sein kann. Im Gegensatz zu dem Niederdruckgradienten entstehen hier unter hohem

Druck kaum Luftblasen. [LC Ressoureces Inc., 2001]

Ad 2 Der Injektor:

Die Aufgabe des Injektors ist das Auftragen der Proben unter sehr hohem Druck auf
die Saulen. Die zu untersuchende Probe wird mit der mobilen Phase auf die Saule
aufgetragen. Dabei zu beachten ist, dass das Volumen der Probe genau definiert
sein muss, der Eluentenstrom nicht unterbrochen werden darf, es kaum zu einer
Bandverbreiterung kommen sollte, das Volumen der Probe veradnderbar, als auch fir

hohen Druck geeignet sein sollte. [Zuern, 2011]

Ad 3 Die Pumpe:

Hier wird der Eluent mit gleichbleibendem Fluss gegen einen hoheren Druck
befordert. Der vorhandene Druck ist abhangig von der Teilchengrof3e der stationéren

Phase und ebenso von der Saulenlange. [Zuern, 2011]

Ad 4 Die Saule:

Es gibt sowohl analytische Saulen, die 2-4mm Durchmesser haben, als auch
praparative Séulen, die 8-50mm Durchmesser besitzen. Je nach Aufgabengebiet und

ProbengroRe werden diese unterschiedlich eingesetzt. Zusatzlich gibt es noch
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chemische und physikalische Parameter, um eine geeignete Saule fir die

Auftrennung auszuwahlen.

Unter den chemischen Parametern versteht man die Wechselwirkungen zwischen
dem Probenmolekil und den Packungsmaterialien. Bei den physikalischen
Parametern handelt es sich um die Partikeldurchmesser, die Porengréf3en, die
Séaulenlange und den Saulendurchmesser. Diese Parameter haben grol3en Einfluss
auf die  Geschwindigkeit, die  Auflosung, den  Saulendruck, den

Losungsmittelverbrauch und der Detektierbarkeit. [Zuern, 2011]

Ad 5 Die mobile Phase:

Ahnlich wie schon weiter oben bei der SPE beschrieben, gibt es auch bei der HPLC

zwei stationare Phasen, namlich die Normalphase und die Umkehrphase.

Bei der Normalphase wird Kieselgel oder Aluminiumoxid als polares Saulenmaterial
verwendet und dient Ublicherweise flr die Analyse von polaren Stoffen. Die Eluenten
sind unpolar. Die Proben missen im Eluenten l6sbar sein und gleichzeitig polare
Molekulbereiche fur die Wechselwirkung mit der Saule aufweisen. Diese Methode

wird aber kaum mehr verwendet.

Die Umkehrphase ist ein unpolares, also hydrophobes Adsorptions-System. Hier ist
die mobile Phase polar, das bedeutet hydrophil. Fur die Umkehrphase geeignete
Materialien sind meistens Kieselgele, deren Oberflachen meist aus Silanol-Gruppen,
die durch chemische Umwandlung mit Dialkyldichlorsilanen gebunden sind,
bestehen. Dadurch erhalt man stabile Materialien mit Kohlenwasserstoffketten, die 2-
18 C-Atome besitzen kdnnen. Je langer die Alkylketten sind, desto unpolarer sind

sie.

Bei dieser Methode werden unpolare Stoffe starker zurtickgehalten als polare, da
eine erhohte Wechselwirkung mit dem unpolaren Saulenmaterial besteht. Somit gilt,
je polarer das Laufmittel ist, umso schneller werden polare Verbindungen eluiert. Je
unpolarer das Laufmittel ist, desto besser eignet es sich fur die Elution aliphatischer

Verbindungen.
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Fur die mobile Phase werden Gemische aus polaren Lésungsmitteln (Methanol,
ACN) und Wasser verwendet. Je mehr organisches Losungsmittel im Verhaltnis zu

Wasser verwendet wird, desto hoher ist die Elutionskraft. [Ardrey, 2003]

Ad 6 Der Detektor:

Detektoren fur die HPLC sollten eine hohe Empfindlichkeit aufweisen um kleinste
Mengen nachweisen zu kdnnen. Hierbei werden die analytischen Informationen der
vorher durchgefihrten Trennung messbar und sichtbar gemacht. Dabei werden
immer physikalische Informationen in elektrische Signale umgewandelt. Wichtig ist
eine kurze Ansprechzeit fir steile Peaks und eine hohe Stabilitat. Ebenso ist ein
kleines Messzellenvolumen fir eine niedrige Ruckvermischung erforderlich.
[Academic.ru, 2011]

Folgende Detektortypen sind im Einsatz:

Spezifitat Linearer Bereich Limit of

Detection

(UAVZAVAISS selektiv

Refraktometrischer- universell 10° Vo]
Detektor

Fluoreszenz-Detektor sehr selektiv 10%-10* pg

Elektrochemischer- sehr selektiv 10° pg
Detektor

Kopplung mit universell 103-10* pg

Massenspektrometrie

Tabelle: Detektoren der HPLC
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UV/VIS: Arbeitet wie ein Photometer und detektiert eine abgeschwachte Form des
Lichtstrahles. Somit konnen mit diesem Detektor alle Teilchen detektiert werden, die
im ultravioletten Bereich Licht absorbieren konnen. Dabei werden die Teilchen pro

Volumen der durchstromenden Flissigkeit bestimmt.

Die Einheit des Signals ist Masseneinheit pro Volumeneinheit. Somit handelt es sich
hier um einen konzentrationsabhangigen Detektor. Um mehr Verbindungen zu
detektieren, konnen kurzwellige Detektionswellenlangen ausgewahlt werden, da im

langwelligen bzw. visuellen Bereich nur wenige Verbindungen detektiert werden

kénnen. [Zuern, 2011] [Ardrey, 2003]
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Abbildung 9: Aufbau eines UV-VIS Detektors [Zuern, 2011]

Fluoreszenzdetektor: Durch einen Anregungsstrahl wird Fluoreszenz ausgel6st. Im
Gegensatz zum UV/VIS-Detektor ist er sehr empfindlich und kann somit
fluoreszierende  Substanzen detektieren und gehort dadurch zu den

spektroskopischen Detektoren. [Zuern, 2011]

Elektrochemischer Detektor: Hier werden Anderungen des Stromflusses
aufgezeichnet, die zwischen zwei Polen stattfinden, die durch die zu untersuchende

Substanz verursacht wird. [LC Ressoureces Inc., 2001]



Materialien und Methoden

4.4. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) gehért zu den Analysetechniken, mit denen

bestimmte Molekiilmassen freier lonen im Hochvakuum bestimmt werden.

Bei dieser Methode werden die zu untersuchenden Probenmolekiile in der Gasphase
ionisiert. Die Probenmolekiile werden anschlie@end durch ein elektrisches Feld
beschleunigt und auf einer Flugbahn, welche unterschiedliche Flugradien aufweist,
gedrangt. Danach werden die Probenteilchen unterteilt.

Mit der Massenspektrometrie kann man das Verhdltnis Molekilmasse zu
lonenladung feststellen. Ebenso konnen einzelne Strukturen von den zu
analysierenden Substanzen charakterisiert werden. Sie dient auch der Erkennung
bekannter Verbindungen diverser Stoffe, durch einen Vergleich der unterschiedlichen
Spektren aus den Proben mit denen, die in der Datenbank vorhanden sind.
[Academic.ru, 2011]

Aufbau eines Massenspektrometers:

Der Massenspektrometer setzt sich aus einer lonenquelle, einem Analysator und
einem Detektor zusammen. Die lonenquelle ist fur die lonisation des Analyten
verantwortlich. Die Molekile werden in einem elektrischen Feld aus der lonenquelle

gewonnen und anschlieRend in den Analysator tUberfihrt.

Hier werden die lonen nach ihrem Masse-zu-Ladung-Verhaltnis aufgetrennt. Je nach
Art der Auftrennung gibt es unterschiedliche Analysatoren. Um die getrennten lonen
zu erfassen, wird der Detektor bendétigt. Haufig eingesetzte Detektoren sind der
Sekundarelektronenvervielfacher, der Faraday - Auffanger, der Daly — Detektor oder
auch die Mikrokanalplatten. [Academic.ru, 2011]

Bei dieser Diplomarbeit wurde mit einem Flugzeitmassenspektrometer (Time-of-
Flight) gearbeitet. Das Grundprinzip des Flugzeitmassenspektrometers basiert auf

der Bestimmung von Masse/Ladung.
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In diesem Fall werden lonen in einem elektrisch geladenen Feld beschleunigt.
Danach durchstréomen sie eine Flugstrecke. Die beschleunigten lonen gelangen mit
zunehmender Masse zu dem Auffanger, welcher sich am Ende des Flugrohres
befindet. Das bedeutet, dass leichtere lonen zuerst anlangen. Die Massentrennung
geschieht auf Grund der unterschiedlich vorhanden Masse der geladenen Teilchen,
welche auch mit unterschiedlicher Geschwindigkeit getrennt werden. Das
Aufldsungsvermogen kann durch die Flugrohrlange bestimmt werden. [Universitat

Stuttgart, Institut fir Raumfahrtsysteme, 2011]

Abbildung 10: Flugzeitmassenspektrometer [Daltonics, 2011]
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4.5. Kopplung von Massenspektrometrie und HPLC

Bei der Kopplung dieser zwei Gerate ist die HPLC fur die Auftrennung und das

Massenspektrum fur die Bestimmung der Substanzen verantwortlich. [Gay, 2008]

Bei dieser Diplomarbeit wurde der Flugzeitmassenspektrometer mit einer
Elektrospryionisationsquelle (ESI) ausgestattet. Die ESI-Quelle wurde fir die
Erzeugung der lonen eingesetzt. Hier werden die Proben in einem elektrischen Feld
zerstaubt, die unter Einsatz eines Tragergases bei Atmospharendruck sowohl die
Zerstaubung der vorhandenen Losung als auch die Verdampfung des Losungsmittels

verursacht.

Bei diesem Vorgang kommt es zu einem Zerfall der Tropfen. Dadurch werden
Analytionen freigesetzt. Dies wird als Desolvatisierung bezeichnet. [Die

Massenspektrometrie, 2010]

Die Desolvatisierung verursacht den Transport der lonen aus der vorhandenen

Losung in die Gasphase. [Bahr U, 2002]

Oxidation Reduktion W
Taylor-Konus Pt : 2um
TORHIHRALAO g M2 SRS Massen-
\\’ @ o 7 ORI
® ©@6Q /@ =& —- . . = Zfl analysator

> . B3 )
@ >
© o/ Aerosol  Desolvatisierung  gpray

i

S

Potentialdifferenz

@ Anode Kathode O i

Abbildung 11: Der Prozess der Elektrospray-lonisation schematisch [Die Massenspektrometrie, 2010]

Mit einem Flugzeitmassenspektrum als Massenanalysator konnen die erzeugten
lonen, welche verschiedene Massen besitzen, durch ein statisch elektrisches Feld
beschleunigt werden. Sie werden durch vier Quadrupol-Stabe, welche parallel
angeordnet sind, transportiert. Die Selektierung kann dadurch gleichzeitig

vorgenommen werden. Wichtig dabei ist, dass nur Teilchen mit einer genau
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definierten Masse das Flugfeld durchlaufen kénnen. Um die lonen detektieren zu
kénnen, werden sie nacheinander auf den Detektor geschossen und der zu jedem
einzelnen lon passende lonenstrom gemessen und anschliel3end aufgezeichnet.
[Bahr U, 2002]

Software bei dieser Diplomarbeit:

Folgende Softwareprogramme wurden fur die Trennung und Auswertung der

Probenlésungen verwendet:

e Fir HPLC: Hystar Version 3.2 User Manual von Bruker Daltonics GmbH
(Deutschland)

e FiUr MS: micrOTOF control 2.1 User Manual von Bruker Daltonics
GmbH(Deutschland)

e Fir HPLC/MS Auswertung: Data Analysis ™ 3.4 User Manual von Bruker
Daltonics GmbH (Deutschland)
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4.6. Herstellung einer Standardlosung fir die Etablierung einer
HPLC/MS Methodik zur quantitativen Analyse wasserloslicher B-

Vitamine und Vitamin C

Eine Standardldsung wurde mittels Vitaminmix hergestellt. Dieser wurde am gleichen
Tag wie die Versuchsmessungen hergestellt und anschlie@end bei -20°C
eingefroren. Hippursaure wurde als interner Standard hinzugefugt. Dabei wurden
100mg Hippursaure in 100ml warmen Wasser aufgelost. Von dieser Losung wurden
100ul verwendet. Somit setzte sich die Standardldsung aus 900pl Vitaminmix und

100p Hippursaure zusammen.

H
N
H

0]

Abbildung 12: Hippurséaure [Sigma-Aldrich, 2010]

Bei der Hippursaure handelt es sich um eine organische Carbonsaure, die farb- und
geruchlos ist und eine molare Masse von 179,18 g.mol™ besitzt. lhre wichtigste

Aufgabe liegt in der Abtdtung von Bakterien im Harn. [Sigma-Aldrich, 2010]

Diese Standardlésung wurde mittels HPLC/MS gemessen. Zusatzlich wurden
Messungen mittels Wasser und Hippursdure und Wasser, Hippursaure und
Stabilisator durchgefiihrt, um festzustellen, ob die einzelnen Komponenten

untereinander reagieren.

Die erste Losung setzte sich aus 1,8ml Wasser und 200ul Hippursdure und die
zweite LOsung setzte sich aus 1,6ml Wasser, 200ul Hippursaure und 200ul
Stabilisator Losung zusammen. Dabei stellte sich heraus, dass die einzelnen

Komponenten keinen Einfluss aufeinander austben.

Die Messung der internen Standardldosung diente zur Uberprifung des Einflusses der

Hippursdure auf die einzelnen Vitamine. Hier stellte man ebenfalls fest, dass die
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Hippursaure keinen Einfluss auf die Auftrennung und Auswertung der einzelnen

Vitamine hatte. Sie eignete sich somit sehr gut als interner Standard.

4.7. HPLC/ESI-MS Grundlagen fur die Analyse der wasserl6slichen B-

Vitamine und Vitamin C

Die Trennung und Analyse der wasserléslichen B-Vitamine und des Vitamin C
erfolgte durch einen UltiMate 3000 Series Hockdruckflissigkeits-Chromatographen
(Dionex Austria GmbH) und einem Flugzeitmassen Hybrid Quadrupol ESI
Massenspektrometer (Bruker Daltonics GmbH).

Die HPLC-Grundlagen zur Analyse der Proben waren wie folgend aufgelistet:

¢ Injektion: Programmdauer 30 Minuten, Injektionsvolumen: 0,3ml/min.
e HPLC-Saule: Cig Sdule mit einem Durchmesser von 5um

e Mobile Phase: Gradienten Elution, Eluent A: Methanol, Eluent B: Wasser mit

0,1% Ameisensaure
e Wellenlange: 266nm und 290nm
e Ofentemperatur: 4C°

e Flussrate: 0,3ml/min.
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Die MS-Grundlagen wurden wie folgt fir die ESI-Detektion verwendet:

e RF Start Masse: 220,0 Vpp

e RF Step Masse: 110,0 Vpp

e Timing: 50:50

e Kollisionsgas: Argon

e Scan-Bereich: 100-1000 m/z

e Drying Gas Flussrate: 1,6l/min.
e Drying Gas Temperatur: 15°C

¢ Nebulizergasdruck: 8bar
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5. Ergebnisse

5.1. Auswertung des Vorversuchs

Ein Vorversuch wurde mittels einer internen Standardldsung unternommen. Dabei
sollte herausgefunden werden, ob die einzelnen zu untersuchenden Vitamine mittels
der ausgewahlten Methode detektierbar sind, diese sich gegenseitig beeinflussen

und zu welcher Minute welches Vitamin angezeigt wird.

Vitamin Molekulare Einwaage Errechneter

Masse im pro 500ml  Wert pro 100ml

positiven Bereich

Vitamin C 177 15,7mg 3,14mg 260671,64
Folsaure 442 11,1mg 2,22mg 51185,86
Niacin 124 14,5mg 2,9mg 21354,64
Thiamin 265 18,7mg 3,74mg 14082,10
Riboflavin 377 9,7mg 1,94mg 20792,06
Pyridoxin 170 14,8mg 2,96mg 5102,53

Tabelle 21: Ergebnisse interne Standardldésung
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Abbildung 13: Auswertung des Vorversuchs mittels UV/VIS-Detektor

Die Auftrennung und Peak-Darstellung der einzelnen Vitamine werden in Abbildung
13 genau dargestellt. Hier wird die genaue Reihenfolge der zu untersuchenden
Vitaminpeaks gezeigt. Die Vitamine erscheinen in dieser Reihenfolge: Thiamin,

Vitamin C, Niacin, Pyridoxin, Riboflavin und Folsaure.
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5.2. Auswertung und Ergebnisse der Einzelstandardldsungen:

Alle Messungen fanden im positiven Bereich statt.

Die Einzelstandards wurden, wie im Kapitel 4.1 dargestellt, vorbereitet. Diese wurden

dann anschlieend in mehreren Schritten verdunnt, um fur das jeweilige Vitamin eine

Mehrpunkt Kalibriergerade zu erstellen. Diese wurden fir die Auswertungen der

Proben bendtigt, um feststellen zu kénnen, wie viel der des jeweiligen Vitamins in

den untersuchten Getranken tatsachlich enthalten ist.

Verdunnungsschritte:

Vitamin By, By, B3 und Bs

1) Ausgangslosung

10mg Vitamin pro 100ml Wasser

2) 1:2 Verdinnung

500ul Ausgangslosung und 500pl

Wasser

3) 1:10 Verdunnung

100pl Ausgangslésung und 900ul
Wasser

4) 1:100 Verdinnung

10pl Ausgangslésung und 990ul Wasser

Tabelle 22: Verdunnungsschritte fir Vitamin B4, B2, Bs und Bg
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1) Ausgangslosung 100ml Vitamin auf 100ml Wasser
2) 1.2 Verdlnnung 500ul Ausgangslosung und 500l
Wasser
3) 1:10 Verdinnung 100p! Ausgangslésung und 900pl
Wasser
4) 1:20 Verdinnung 50ul Ausgangslosung und 950ul Wasser
5) 1:100 Verdinnung 10pl Ausgangslosung und 990ul Wasser

Tabelle 23: Verdunnungsschritte fur Vitamin C

1) Ausgangslésung 10mg Vitamin auf 100ml Wasser
2) 1:10 Verdinnung 100pl Ausgangslésung und 900pl
Wasser
3) 1:100 Verdinnung 10pl Ausgangslosung und 990ul Wasser
4) 1:10 Verdinnung 100p! Lésung 3 und 900ul Wasser

Tabelle 24: Verdunnungsschritte fir Vitamin Bg
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5.2.1. Kalibriergerade der UV/VIS Messungen

Die folgenden Kalibriergeraden wurden aus den Ergebnissen der
Verdinnungsschritte erstellt. Auf der X-Achse sind die Konzentrationen in mg und

auf der Y-Achse die mAU dargestellt.

In der rechten oberen Ecke der Grafik findet sich die Gleichung der

Regressionsgeraden inklusive dem R2.
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Abbildung 14: Kalibriergerade Vitamin C mittels UV/VIS
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Abbildung 15: Kalibriergerade Vitamin B; mittels UV/VIS
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Abbildung 16: Kalibriergerade Vitamin B, mittels UV/VIS

Universitat Wien Seite 53



100000,00
90000,00
80000,00
70000,00
60000,00
50000,00
40000,00
30000,00
20000,00

mAU

10000,00
0,00

y = 9185,5x - 470,34
RZ=1

¢ Vitamin B3

Linear (Vitamin B3)

0,00

2,00

4,00

6,00 8,00 10,00

mg

12,00

Abbildung 17: Kalibriergerade Vitamin Bz mittels UV/VIS
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Abbildung 18: Kalibriergerade Vitamin Bg mittels UV/VIS
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Abbildung 19: Kalibriergerade Vitamin Bg mittels UV/VIS

5.2.2. Kalibriergerade der MS Messung

Die folgenden Kalibriergeraden wurden aus den Ergebnissen der
Verdinnungsschritte erstellt. Auf der X-Achse sind die Konzentrationen in mg und

auf der Y-Achse die Masse durch Ladung (m/z) dargestellt.

In der rechten oberen Ecke der Grafik findet sich die Gleichung der

Regressionsgeraden inklusive dem R2.
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Abbildung 20: Kalibriergerade Vitamin C mittels MS
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Abbildung 21: Kalibriergerade Vitamin B, mittels MS
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Abbildung 22: Kalibriergerade B, mittels MS
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Abbildung 23: Kalibriergerade Vitamin Bz mittels MS
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Abbildung 24: Kalibriergerade Vitamin Bg mittels MS
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Abbildung 25: Kalibriergerade By mittels MS
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5.3. Korrelation der UV/VIS mit der MS Standards

Bei der UV/VIS und MS werden die Vitamine auf unterschiedliche Weise gemessen.
In den folgenden Diagrammen werden die beiden Einheiten in Relation gesetzt, bei
der die gleichen Vitaminkonzentrationen einen Punkt bilden. Auf der X-Achse
befinden sich somit die Werte der MS und auf der Y-Achse die Werte der UV/VIS.

Dabei sollte nicht aul’er Acht gelassen werden, dass bei jedem Vitamin die im
Kapitel 5.2 durchgefuhrten Konzentrationen verwendet werden.
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Abbildung 26: Korrelation zwischen UV/VIS und MS des Vitamins C
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Abbildung 28: Korrelation zwischen UV/VIS und MS des Vitamins B,
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Abbildung 29: Korrelation zwischen UV/VIS und MS des Vitamins Bz
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Abbildung 30: Korrelation zwischen UV/VIS und MS des Vitamins Bg
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Abbildung 31: Korrelation zwischen UV/VIS und MS des Vitamins Bg

5.4. Ergebnisse der Auswertung von Obst- und Gemiusesaften mittels

HPLC/UV-MS

Durch die Auswertung der internen Standardldsung konnten die zu analysierenden

Proben und die enthaltenen Vitaminmengen mit

rickgerechnet und verglichen werden. Die Produkte wurden in folgende Kategorien

eingeteilt:

e Kindergetranke

¢ Kohlensaurehaltige Getranke
e Multivitaminséafte

e Brausetabletten

e Bio-Safte

e Tee

den Verpackungsangaben




Ergebnisse

5.4.1. Ergebnisse der Auswertung von Kindergetranken mittels UV/VIS-

Detektor

Bezeichnung Vitamin

errechneter Wert

pro 100ml

Verpackungsangabe
pro 100ml

Fruchtsaft 1

Vitamin C k.A. 9mg
Folsaure 27,75ug 30ug
Niacin k.A. 2,7mg
Thiamin 0,41mg 0,21mg
Riboflavin K.A. k.A.
Pyridoxin 1,20mg 0,3mg
Fruchtsaft 2
Vitamin C K.A. 21mg
Folsaure 3360,75ug 30ug
Niacin 0,52mg k.A.
Thiamin 0,23mg k.A.
Riboflavin K.A. k.A.
Pyridoxin 0,22mg k.A.
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Fruchtsaft 3

Vitamin C k.A. K.A.
Folsaure 1181,05ug 30ug
Niacin 0,68mg k.A.
Thiamin k.A. K.A.

Riboflavin k.A. k.A.
Pyridoxin k.A. 0,3mg

Tabelle 25: Ergebnisse der Auswertung von Kindergetranken mittels UV/VIS-Detektor




Ergebnisse

5.4.2. Ergebnisse der Auswertung von kohlensaurehaltigen Getranken
mittels UV/VIS-Detektor

Bezeichnung Vitamin errechneter Wert Verpackungsangabe

pro 100ml pro 100ml

Fruchtsaft 4
Vitamin C k.A. k.A.
Folsaure 30,41ug 30ug
Niacin K.A. K.A.
Thiamin K.A. K.A.
Riboflavin K.A. k.A.
Pyridoxin k.A. k.A.
Fruchtsaft 5
Vitamin C k.A. 9mg
Folsaure 8,41ug 30ug
Niacin 1,41mg 0,023mg
Thiamin 0,36mg 0,21mg
Riboflavin K.A. 0,15mg
Pyridoxin 1,09mg 0,3mg

Tabelle 26: Ergebnisse der Auswertung von kohlesaurehaltigen Getréanken mittels UV/VIS-Detektor
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5.4.3. Ergebnisse der Auswertung von Multivitaminsaften mittels UV/VIS-
Detektor

Bezeichnung Vitamin errechneter Wert Verpackungsangabe
pro 100ml pro 100ml
Fruchtsaft 6
Vitamin C 5,26mg 35mg
Folsaure 225,85ug 100ug
Niacin 0,89mg 9mg
Thiamin 0,24mg 0,7mg
Riboflavin k.A. 0,8mg
Pyridoxin 0,45mg 1mg
Fruchtsaft 7
Vitamin C k.A. 9mg
Folsaure 2830,34ug 30ug
Niacin 1,65mg 2,7mg
Thiamin 0,48mg 0,21mg
Riboflavin K.A. K.A.
Pyridoxin 1,96mg 0,3mg




Ergebnisse

Fruchtsaft 8

Vitamin C k.A. 6,24mg
Folsaure 88,57ug 20,8ug
Niacin k.A. k.A.
Thiamin k.A. K.A.

Riboflavin k.A. K.A.
Pyridoxin k.A. 0,208mg
Fruchtsaft 9
Vitamin C k.A. 30mg
Folsaure 2251,09ug 100ug
Niacin k.A. 9mg
Thiamin 0,8mg 0,7mg
Riboflavin 0,8mg 0,8mg
Pyridoxin 3,35mg 1mg

Tabelle 27: Ergebnisse der Auswertung von Multivitaminsaften mittels UV/VIS-Detektor
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5.4.4. Ergebnisse der Auswertung von Brausetabletten mittels UV/VIS-
Detektor

Bezeichnung Vitamin errechneter Wert Verpackungsangabe
pro 100ml pro 100ml
Brausetablette 1
Vitamin C k.A. 60mg
Folsaure 0,22mg 5mg
Niacin k.A. k.A.
Thiamin k.A. K.A.
Riboflavin k.A. k.A.
Pyridoxin k.A. k.A.
Brausetablette 2
Vitamin C k.A. 60mg
Folsaure 23,07ug 100ug
Niacin k.A. 15mg NE
Thiamin 0,7mg 1,1mg
Riboflavin k.A. 1,5mg
Pyridoxin 2,34mg 1,6mg




Ergebnisse

Brausetablette 3

Vitamin C k.A. 60mg
Folsaure 219,78ug 200ug
Niacin k.A. 15mg NE
Thiamin 1,02mg 1,4mg
Riboflavin 1,7mg 1,6mg
Pyridoxin 4,17mg 2mg
Brausetablette 4
Vitamin C k.A. 80mg
Folsaure 245,92ug 200ug
Niacin k.A. 16mg NE
Thiamin 0,96mg 1,1mg
Riboflavin k.A. 1,4mg
Pyridoxin 4,42mg 1,4mg

Tabelle 28: Ergebnisse der Auswertung von Brausetabletten mittels UV/VIS-Detektor
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Abbildung 32: Aufldsung Brausetablette 4 mittels UV/VIS-Detektor

Bei Abbildung 32 handelt es sich um ein Beispiel der Auswertung der zu
untersuchenden Vitamine in den vorhandenen Proben. Alle aufbereiteten Proben
wiesen Peaks in unterschiedlicher Intensitat auf, die im Vergleich mit der internen
Standard Auswertung interpretiert wurden und anschlieBend auf die

Verpackungsangaben rickgerechnet wurden.



Ergebnisse

5.4.5. Ergebnisse der Auswertung von Bio-Saften mittels UV/VIS-
Detektor

Bezeichnung Vitamin errechneter Verpackungsangabe
Gehalt pro pro 100ml
100ml
Fruchtsaft 10
Vitamin C k.A. k.A.
Folsaure 4704,64ug k.A.
Niacin k.A. k.A.
Thiamin K.A. k.A.
Riboflavin K.A. k.A.
Pyridoxin k.A. k.A.
Fruchtsaft 11
Vitamin C K.A. k.A.
Folsaure 3768,69ug k.A.
Niacin 0,96mg k.A.
Thiamin K.A. K.A.
Riboflavin K.A. k.A.
Pyridoxin k.A. k.A.
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Fruchtsaft 12

Vitamin C K.A. K.A.
Folsaure 402,12ug k.A.
Niacin k.A. k.A.
Thiamin K.A. K.A.
Riboflavin K.A. K.A.
Pyridoxin k.A. k.A.

Tabelle 29: Ergebnisse der Auswertung von Bio-Séaften mittels UV/VIS-Detektor




Ergebnisse

5.4.6. Ergebnisse der Auswertungen von Tees mittels UV/VIS-Detektor

Bezeichnung Vitamin Gemessener Verpackungsangabe
Wert pro 100ml pro 100ml
Tee 1
Vitamin C k.A. k.A.
Folsaure 1132,53ug 50ug
Niacin k.A. k.A.
Thiamin k.A. k.A.
Riboflavin k.A. k.A.
Pyridoxin k.A. k.A.
Tee 2
Vitamin C k.A. 10mg
Folsaure 366,66ug 25ug
Niacin k.A. 3,0mg
Thiamin 0,42mg 0,14mg
Riboflavin k.A. 0,18mg
Pyridoxin 1,36mg 0,18mg
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Tee 3
Vitamin C k.A. K.A.
Folsaure 276,76ug k.A.
Niacin k.A. k.A.
Thiamin 0,22mg k.A.
Riboflavin -4,19mg k.A.
Pyridoxin k.A. k.A.

Tabelle 30: Ergebnisse der Auswertung von Tees mittels UV/VIS-Detektor

5.4.7. Ergebnisse der Auswertung von Kindergetranken mittels MS

Bezeichnung Vitamin errechneter Wert Verpackungsangabe

pro 100ml pro 100ml

Fruchtsaft 1

Vitamin C k.A. 9mg
Folsaure a.R. 30ug

Niacin a.R. 2,7mg
Thiamin 0,96mg 0,21mg

Riboflavin k.A. K.A.

Pyridoxin 0,14mg 0,3mg




Ergebnisse

Fruchtsaft 2

Vitamin C k.A. 21mg
Folsaure a.R. 30ug
Niacin 3,96mg k.A.
Thiamin a.R. K.A.
Riboflavin a.R. K.A.
Pyridoxin a.R. k.A.
Fruchtsaft 3
Vitamin C a.R. K.A.
Folsaure a.R. 30ug
Niacin 3,32mg k.A.
Thiamin k.A. k.A.
Riboflavin a.R. k.A.
Pyridoxin 0,3mg 0,3mg
Tabelle 31: Ergebnisse der Auswertung von Kindergetranken mittels MS
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5.4.8. Ergebnisse der Auswertung von kohlensdurehaltigen Getranken

mittels MS
Bezeichnung Vitamin errechneter Wert Verpackungsangabe
pro 100ml pro 100ml
Fruchtsaft 4
Vitamin C k.A. k.A.
Folsaure a.R. 30ug
Niacin 0,87mg k.A.
Thiamin k.A. K.A.
Riboflavin a.R. k.A.
Pyridoxin 0,39mg K.A.
Fruchtsaft 5
Vitamin C a.R. 9mg
Folsaure a.R. 30ug
Niacin 7,66mg 0,023g
Thiamin 0,34mg 0,21mg
Riboflavin a.R. 0,15mg
Pyridoxin 0,36mg 0,3mg

Tabelle 32: Ergebnisse der Auswertung von kohlensaurehaltigen Getranken mittels MS



Ergebnisse

5.4.9. Ergebnisse der Auswertung von Multivitaminsaften mittels MS

Bezeichnung Vitamin errechneter Wert Verpackungsangabe

pro 100ml pro 100ml

Fruchtsaft 6
Vitamin C 132,03mg 35mg
Folsaure a.R. 100ug
Niacin 3,46mg 9mg
Thiamin a.R. 0,7mg
Riboflavin k.A. 0,8mg
Pyridoxin 0,01mg 1mg
Fruchtsaft 7
Vitamin C a.R. 9mg
Folsaure a.R. 30ug
Niacin 8,97mg 2,7mg
Thiamin 0,33mg 0,21mg
Riboflavin a.R. k.A.
Pyridoxin 0,47mg 0,3mg
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Fruchtsaft 8

Vitamin C a.R. 6,24mg
Folsaure k.A. 20,8ug
Niacin K.A. k.A.

Thiamin K.A. K.A.
Riboflavin K.A. K.A.
Pyridoxin 0,01mg 0,208mg
Fruchtsaft 9
Vitamin C k.A. 30mg
Folsaure a.R. 100ug
Niacin 1,33mg 9mg
Thiamin 1,67mg 0,7mg
Riboflavin 1,06mg 0,8mg
Pyridoxin 0,76mg 1mg

Tabelle 33: Ergebnisse der Auswertung von Multivitaminsaften mittels MS




Ergebnisse

5.4.10. Ergebnisse der Auswertung von Brausetabletten mittels MS

Bezeichnung Vitamin errechneter Wert Verpackungsangabe
pro 100ml pro 100ml
Brausetablette 1
Vitamin C k.A. 30mg
Folsaure a.R. 5mg
Niacin a.R. k.A.
Thiamin a.R. k.A.
Riboflavin a.R. k.A.
Pyridoxin a.R. k.A.
Brausetablette 2
Vitamin C k.A. 60mg
Folsaure a.R. 100ug
Niacin 1,60mg 15mg NE
Thiamin 2,71mg 1,1mg
Riboflavin a.R. 1,5mg
Pyridoxin 0,76mg 1,6mg
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Brausetablette 3

Vitamin C k.A. 60mg
Folsaure a.R. 200ug
Niacin 2,32mg 15mg NE
Thiamin 5,07mg 1,4mg
Riboflavin 6,41mg 1,6mg
Pyridoxin 1,34mg 2mg
Brausetablette 4
Vitamin C k.A. 80mg
Folsaure a.R. 200ug
Niacin 2,59mg 16mg NE
Thiamin 4,53mg 1,1mg
Riboflavin a.R. 1,4mg
Pyridoxin 0,95mg 1,4mg

Tabelle 34: Ergebnisse der Auswertung von Brausetabletten mittels MS




Ergebnisse

5.4.11. Ergebnisse der Auswertung von Bio-Saften mittels MS

Bezeichnung Vitamin errechneter Verpackungsangabe
Gehalt pro pro 100ml
100ml
Fruchtsaft 10
Vitamin C K.A. K.A.
Folsaure a.R. 200ug
Niacin a.R. K.A.
Thiamin a.R. k.A.
Riboflavin a.R. k.A.
Pyridoxin a.R. k.A.
Fruchtsaft 11
Vitamin C K.A. k.A.
Folséure a.R. k.A.
Niacin 6,65mg k.A.
Thiamin a.R. k.A.
Riboflavin a.R. K.A.
Pyridoxin K.A. k.A.
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Fruchtsaft 12

Vitamin C K.A. K.A.
Folsaure a.R. K.A.
Niacin a.R. k.A.
Thiamin a.R. K.A.
Riboflavin a.R. k.A.
Pyridoxin a.R. k.A.

Tabelle 35: Ergebnisse der Auswertung von Bio-Sé&ften mittels MS




Ergebnisse

5.4.12. Ergebnisse der Auswertung von Tees mittels MS

Bezeichnung Vitamin Gemessener Verpackungsangabe
Wert pro 100ml pro 100ml
Tee 1
Vitamin C k.A. k.A.
Folsaure a.R. 50ug
Niacin a.R. k.A.
Thiamin k.A. k.A.
Riboflavin a.R. k.A.
Pyridoxin k.A. k.A.
Tee 2
Vitamin C k.A. 10mg
Folsaure a.R. 50ug
Niacin 0,78mg 2mg
Thiamin 0,59mg 0,14mg
Riboflavin a.R. 0,18mg
Pyridoxin 0,08mg 0,18mg

Universitat Wien Seite 83



Tee 3

Vitamin C k.A. K.A.
Folsaure a.R. K.A.
Niacin 1,91mg k.A.
Thiamin a.R. K.A.
Riboflavin a.R. K.A.
Pyridoxin a.R. k.A.

Tabelle 36: Ergebnisse der Auswertung von Tees mittels MS




Diskussion

6. Diskussion

In diesem Kapitel wird auf die Interpretation der Messwerte eingegangen. Dabei
werden die negativen Vitaminangaben in den Berechnungen erklart sowie die

Messfehler der Massenspektrometrie.

Ebenso wird allgemein auf die Messfehler und deren Ursachen bei ausgewahlten
Vitaminen eingegangen, und dann schlussendlich auch noch auf die Vitaminverluste
und mogliche dadurch zustande kommende Unterschiede zwischen der

Packungsangabe und dem tatsachlichen Vitamingehalt im Produkt.

6.1. Werte aul3erhalb der Regressionsgeraden

Bei den Auswertungen der Vitamine sind einige Angaben mit ,auf3erhalb der
Regressionsgerade® (a.R.) gekennzeichnet. Diese nicht ndher angegebenen Werte
entstanden durch eine unpassende Angleichung der gemessenen Werte an die

Regressionsgerade.

Da diese Abweichungen nur in der massenspektrometrischen Auswertung

vorkommen, wird im Kapitel 6.2 auf mdgliche Ursachen genauer eingegangen.

6.2. Messfehler der Massenspektrometrie

In dieser Arbeit werden zwar auch die Ergebnisse der Massenspektrometrie
veroffentlicht, jedoch sind die Ergebnisse leider nicht aussagekraftig und somit nicht

vergleichbar mit den Packungsangaben der Getrankehersteller.

Die Fehlerquellen dafiir kbnnen vielfaltig sein, jedoch wird davon ausgegangen, dass

diese an der Uberempfindlichkeit des Messgerates auszumachen sind.

Diese Aussage wird dadurch unterstitzt, dass die Korrelationsgeraden (siehe Kapitel
5.3) ein sehr hohes R2? in den fur jedes Vitamin erstellten Regressionsgeraden
aufweist. Dieses hohe R2? zeigt eine hohe Korrelation der UV/VIS Standards zu den

MS Standards und weist damit auf eine eindeutige Beziehung zwischen diesen
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Werten hin. In diesen Standards waren nur die reinen Vitamine gelést und damit frei
von jeglichen anderen Nahrstoffen, die die Messergebnisse hatten beeinflussen

konnen.

Die Werte bei den Produkten wichen allerdings sehr stark von den
Verpackungsangaben ab und ergaben keine reprasentativen Ergebnisse. Daher
kann rickgeschlossen werden, dass diese zusatzlich in den Saften vorhandenen
Nahrstoffe, eventuell vorhandene Stabilisatoren und weitere kinstlich zugesetzte
Inhaltsstoffe, eine grobe Verunreinigung der Proben im Sinne der Vitaminauswertung

darstellen und somit keine reprasentativen Ergebnisse liefern.

Unabhangig davon kdnnen auch Messfehler durch die Konzentrationen entstanden
sein, da gerade beim Vitamin By sehr niedrige und beim Vitamin C sehr hohe
Konzentrationen in den zu untersuchenden Proben vorzufinden waren. Hier
existieren vom Gerat abhangige Nachweisgrenzen, die mit hoher Wahrscheinlichkeit

damit Uberschritten wurden.

Die aktuelle Messstellung lasst allerdings nicht eindeutig erkennen, welcher Fehler
hier am meisten Einfluss auf die Auswertung hatte. Schlussendlich musste auf die
Messwerte der MS fur weitere Aussagen verzichtet werden und alleine auf die

UV/VIS Datenreihe zuriickgegriffen werden.

6.3. Bei der Auswertung von ausgewahlten Vitaminen aufgetretene

Messfehler

In diesem Kapitel wird auf das ausgewertete Vitamin C und die Folsaure
eingegangen, da speziell bei diesen beiden Vitaminen die Abweichungen am

signifikantesten im Vergleich zur Packungsangabe waren.
6.3.1. Messfehler bei der Auswertung des Vitamin C-Gehalts

Bei der Auswertung des Vitamin C-Gehalts lieferte die Versuchsstellung
unzureichende Ergebnisse, sowohl bei der MS als auch bei der HPLC. Da dieses
Vitamin weder von dem einen noch von dem anderen Detektor angezeigt wurde,

muss der genaue Grund dafur in der Probenvorbereitung liegen.



Diskussion

Eine Aufgabenstellung dieser Diplomarbeit war es die Proben gleich aufzubereiten
und mit so wenig wie moglich Fremdsubstanzen zu versehen, um etwaige dadurch
auftretende Interaktionen mit diesen zu vermeiden. Die dadurch auftretenden
Wechselwirkungen waren eine potentielle Fehlerquelle fir die Auswertungen der

Messergebnisse.

Daher ist die Aufbereitung der Proben in ,LC Simultaneous Determination oft the
Free Forms of B Group Vitamins and Vitamin C in Various Fortified Food Products®,
im Gegensatz zu der Aufbereitung in dieser Arbeit, auf den pH Wert 7 gebracht
worden. Zusatzlich wurde auch noch Metaphosphorsaure dem Vitamin C zugesetzt

um die Oxidation zu verhindern.

Diese Mal3nahmen hatten womaoglich zu Stabilisierung des Vitamins beigetragen und
hatten somit zu repréasentativeren Werten gefihrt.

[Engel Rita, 2010]

6.3.2. Messfehler bei der Auswertung des Folsaure -Gehalts

Bei einigen berechneten Folsdurewerten, liegt die Menge weit Uber der
Packungsangabe. Dabei wird nicht nur der angegebene Wert, sondern auch die

empfohlene Tagesdosis teils um das doppelte Gberschritten.

Da dies eine massive Uberschreitung der Ernahrungsrichtlinien darstellt, wird davon
ausgegangen, dass die tatsédchliche Menge an Folsédure nicht dem Ergebnis der

Messwerte entspricht.

In diesem Fall ist es daher sehr wahrscheinlich, dass Derivate der Folsaure, aber
maoglicher Weise auch Riboflavin und seine Derivate, in den Messvorgang Einfluss

hatten und das Messergebnis damit verfalschten.

6.4. Vitaminverluste durch Umwelteinflisse

Da Vitamine sehr von Umwelteinfliissen betroffen sind, ist dies auch als zusatzliche

Fehlerquelle bei den Messungen zu betrachten. In Tabelle 37 werden daher alle fur
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die Arbeit relevanten Vitamine mit der Ursache und dem dazugehorigen
Verlustprozentsatz dargestellt.

Vitamin Verlust Ursache

Thiamin 30% Hitze, Oxidation, Einsatz
von schwefligen Sauren,
Lagerung
Riboflavin 20% Licht, Lagerung
Niacin 10% Hitze, Lagerung,

Bioverfugbarkeit

Pyridoxin 20-50% Hitze, direkte
Sonnenbestrahlung,
Lagerung
Folsaure 35% Licht, Hitze, Lagerung
Vitamin C 30-100% Lagerung, Oxidation,

Enzyme, Hitze, Licht,

Lagerung

Tabelle 37: Vitaminverluste [Kasper, 2004], [Deutsche Gesselschaft fir Erndhrung, 2001]

Diese Vorgange werden natirlich von den Herstellern in der Vitaminanreicherung
bericksichtigt, um die rechtlichen Vorgaben des Lebensmittelgesetztes zu erfillen.
Jedoch ist es ein weiter Weg vom Produzenten zum Konsumenten und auf diesem
Weg muss deshalb mit Umwelt- und anderen &uf3eren Einflissen (Lagerung,
Kahlung, Transport und Aufbewahrung) gerechnet werden.



Schlussbetrachtung

7. Schlussbetrachtung

7.1. Conclusio

Die Arbeit hat gezeigt, dass die HPLC mittels UV/VIS-Detektors fur die quantitative
Bestimmung der wasserloslichen Vitamine reprasentative Ergebnisse hervorbrachte.
Die Ausnahmen hierbei stellen das Vitamin C und die Folsaure dar.

Uber das Massenspektrum waren die Auswertungsergebnisse jedoch leider nicht
aussagekraftig, obwohl die Probenvorbereitung mittels SPE erfolgreich war. Der
wahrscheinlichste Grund dafir sind auftretende Interaktionen der in den Frucht- und
Gemiusesaften enthaltenen Nahr- und Inhaltsstoffe, die die Auswertungsergebnisse

negativ beeinflussen haben.

Die sehr detaillierten Vitaminangaben der in dieser Arbeit untersuchten Safte,
ermdglichten den genauen Vergleich mit den Messergebnissen. Abgesehen vom
Vitamin C- und Folsauregehalt, entsprachen die Vitamingehalte, mit natirlich
vorkommenden Abweichungen, den Packungsangaben der einzelnen Frucht- und

Gemiusesafte.

7.2. Ausblick

Wie aus der Arbeit hervorgegangen ist, sind reprasentative Ergebnisse Uber diese
Versuchsstellung sehr gut mdglich. Jedoch stellt die Probenvorbereitung den
wichtigsten Einflussfaktor fiir die Exaktheit der Vitaminbestimmung dar. M6chte man

diese verbessern, ist daher folgend anzusetzen:

Durch zusatzliche Vorbereitungsschritte wie zum Beispiel Filterung der
Saftinhaltsstoffe, kdnnte eine Interaktion dieser vermieden werden. Ein weiterer
Schritt kdnnte das Zusetzen eines weiteren Stabilisators zum Vitamin C sein.
Dadurch kénnte das Vitamin C vor der Oxidation besser geschitzt werden und damit

zu aussagekraftigen Ergebnissen fuhren.
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Zusatzlich zeigten sich in anderen Studien bessere Ergebnisse bei einer
Probenaufbereitung auf den pH-Wert 7. Dies konnte man zukunftig auch als
Verbesserungsschritt versuchen, wenngleich die Probenvorbereitung dann nicht

mehr fir jedes Vitamin gleich ablaufen kdnnte.



Kurzfassung

Kurzfassung

Die Anreicherung an Vitaminen und zuséatzlichen Na&hrstoffen von Obst- und
Gemusesaften ist in den letzten Jahren gestiegen. Produkthersteller werben gezielt
mit hohem, reichhaltigem Vitamingehalt ihrer Produkte. Auch Packungsangaben

werden immer detaillierter.

Ob dieser Vitamingehalt Gberhaupt beim Endkunden ankommt, ist fur diesen nicht
uberpriifbar. Deswegen ist eine diesbeziigliche Uberprifung das Ziel dieser Arbeit.
Die gewahlte Methode ist die HPLC/MS, welche die SPE als Probenvorbereitung

nutzt.

In der Literarturibersicht wird auf den derzeitigen wissenschaftlichen Stand
bezuglich der wasserl6slichen Vitamine sowie die rechtliche Situation betreffend den
Obst- und Gemiusesaften im Sinne der Definition, Deklaration und der industriellen

Herstellung in Osterreich eingegangen.

In  darauffolgenden  Ausfihrungen sollen die  Probenvorbereitung und

Probenbehandlung sowie die Messergebnisse dargelegt werden.

Es stellte sich heraus, dass die HPLC ein geeignetes Mittel fir die Untersuchung
war. Der kritische Punkt fur die Vitaminauswertung lag an der Vorbereitung der
einzelnen Proben. Der Vorbereitung sollte zukinftig mehr Beachtung geschenkt
werden. Damit koénnte erreicht werden, dass die massenspektrometrische

Auswertung ebenso reprasentative Werte wie der UV/VIS-Detektor liefert.

Das Vitamin C in den Proben oxidierte jedoch zu schnell und konnte deswegen nicht
mit den gewéhlten Messemethoden analysiert werden. Die zu hohen Werte der
Folsdure spiegelten eine Interaktion mit dessen Derivaten wider. Abgesehen von
diesen Vitaminen konnte allerdings gezeigt werden, dass die Vitamingehalte den

Packungsangaben der Getrankehersteller entsprechen.
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Abstract

Abstract

The commercial of vitamins in fruit- and vegetable beverages is rising. Also the
quantity of healthy ingredients is more than before. The information of the ingredients

is very detailed but not able to proof for customers.

Because of that fact one aim is to proof the content of water soluble vitamins in fruit-
and vegetable beverages. The other main point is the usage of LC/MS for the
determination of this kind of vitamins. SPE is used within this procedure.

The first chapter sums up the scientifically issues of water soluble vitamins, the legal
situation for the glossary and the production of fruit- and vegetable beverages in

Austria.

The following chapters contain the preparation of the samples and the results based
on the usage of LC including the UV/VIS detector and MS.

It shows the LC as a possible method to analyze the vitamins. The UV/VIS showed
more representative results than the MS, so there should be a more exact focus on
the treatment of the samples before taking the measurement of it.

Even there are no exact matches between the measurement and the information of
the product, the work shows the correctness of the vitamin contents in each product.
These differences are based on environmental influences and other errors in

measurement.
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