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Am CVUA-OWL wurde ein ressourcenschonendes Screening-Verfahren fiir SilBwaren entwickelt und etabliert, mit

dem in einem Analysengang 14 verschiedene Inhaltsstoffe von SiiBwaren qualitativ und quantitativ bestimmt

werden konnen. Dabei kann eine Vielzahl verschiedener StiBwaren, z. B. Kaugummis, Bonbons und Fruchtgummis,

mit derselben 'H-NMR-Methode untersucht werden.

Bonbons, Kaugummis, Gummibdrchen, Lakritz, Zuckerwatte, Brausepulver,
Eiskonfekt, Nugat, Marzipan, [...]. Die Liste lie3e sich noch eine ganze Weile
fortfuhren. StiBwaren kennen und verzehren wir alle. Sie sind s, sie sind
bunt und in Form und Geschmacksrichtungen an Vielseitigkeit kaum zu
Uberbieten. Rund 31 kg StBwaren haben die Deutschen 2019 pro Kopf laut
einer Statistik des Bundesverbands der Deutschen StBwarenindustrie (BDSI)
verzehrt [1]. In dieser Statistik gehdren zu den SUwaren neben Zucker-
auch Schokoladenwaren, Speiseeis, Knabberartikel und Feine Backwaren.
Aber auch bei den Zuckerwaren (Bonbons, Fruchtgummis & Co.) alleine liegt
der Pro-Kopf-Verbrauch der Deutschen pro Jahr bei etwa 5 kg [1].

Wie andere Lebensmittel auch unterliegen die StiBwaren den Bestimmun-
gen des europdischen und nationalen Lebensmittelrechts. In diesen Geset-
zen und Verordnungen sind unter anderem Vorschriften zu Zusatzstoffen,
Kennzeichnungsbestimmungen und weitere Vorgaben festgelegt. Der
Lebensmittelunternehmer tragt dabei die Hauptverantwortung fur das
Einhalten dieser Vorschriften und Vorgaben. Als Kontrollinstanz fur die
Verantwortlichkeiten der Lebensmittelunternehmer fungiert die amtliche
Lebensmitteliberwachung. Effektive, effiziente, vielseitige und zuverldssige
analytisch-chemische Untersuchungsverfahren sind notwendig, um dieser
Aufgabe nachzukommen. Leistungsféhige Screening-Methoden wie die
quantitative Kernspinresonanzspektrometrie (QNMR), die eine Vielzahl von
Analyten mit unterschiedlichen Gehalten innerhalb kurzer Zeit in einem
einzelnen Analysengang nachweisen, werden dabei immer ofter eingesetzt.
Im Bereich der Getranke, insbesondere bei der Analyse von Fruchtsaften,
Bier, Wein und alkoholfreien Erfrischungsgetranken, wurden bereits ent-
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sprechende Untersuchungsmethoden entwickelt und etabliert [2 - 5]. Fir
StRwaren sind solche Verfahren nach momentanem Kenntnisstand in der
Literatur bisher noch nicht beschrieben worden.

Ziel war es, fir StiBwaren eine entsprechende gNMR-Screening-Methode
zu entwickeln, diese zu validieren und in die Routineanalytik zu Gberfuhren.
Da das CVUA-OWL unter anderem Schwerpunktlabor fur die Untersuchung
von amtlichen SuRwaren-Proben in Nordrhein-Westfalen ist, werden pro
Jahr etwa 1000 StfBwaren-Proben zur Untersuchung vorgelegt. Bisher ist
eine gro3e Bandbreite von etablierten Analysenmethoden notwendig, um
die verschiedenen Inhaltsstoffe untersuchen zu kénnen. So erfolgt die
Bestimmung von Zutaten wie Konservierungsstoffen, StiBungsmitteln oder
Zuckern flissigchromatographisch. Bei milchfetthaltigen StBwaren wie
Karamell oder Sahnebonbons wird der Milchfettanteil gaschromatographisch
untersucht. Auch enzymatische, titrimetrische oder nasschemische Unter-
suchungsmethoden finden fiir die Analyse verschiedener Inhaltsstoffe
Anwendung. Dies ist mit einem erheblichen Personal-, Gerdte-, Verbrauchs-
material- und Zeitaufwand verbunden. Die Etablierung einer schnellen und
leistungsfahigen Screening-Methode zur Analyse einer Vielzahl von Inhalts-
stoffen der StBwaren in einem Analysengang ist also winschenswert.

StBwaren eignen sich, dhnlich wie Getrénke, aufgrund ihrer Zusammen-
setzung besonders fur die Untersuchung mittels gNMR. Dabei ist ein
breites Spektrum an verschiedenen Analyten zu bestimmen: neben
Zuckern und einigen SUBungsmitteln, sind diese verschiedene organi-
sche Sduren und Aromastoffe wie Coffein, Ethanol und Vanillin. Diese
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Tab. 1: Validierungsdaten: BIAS = Richtigkeit, Sr= Wiederholstandardabweichung, SL = Laborstandardabweichung; *Acesulfam-K: Aufgrund der Nahe des Signals zur Wasserunterdriickung ist
die Reproduzierbarkeit innerhalb der Varianz pro Person erhht. Dies spiegelt sich in der erweiterten Messunsicherheit wieder. *Benzoeséure und Vanillin: Beide Analyten sind schwer loslich

in Wasser (Loslichkeitsprodukt: 3,4 g/l Benzoeséure und 10 g/I Vanillin). Daher fielen beide Substanzen wéahrend der Messung im NMR-Tube aus (siehe BIAS). *Fructose: Erhdhte erweiterte Mess-
unsicherheit bedingt durch die Inversion der Saccharose in Fructose und Glucose. *Saccharin: Das auszuwertende Signal ist ein Multiplet, welches in der Automation schwieriger reproduzierbar

zu quantifizieren ist. Dies zeigt sich in der Laborstandardabweichung mit ca. 10 %.
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Abb. 1: "H-NMR-Spektrum einer Hartkaramell-Probe.
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Abb. 2: oben: Citronenséure-Spektrum einer Hartkaramell-Probe; unten: Citronensaure-Refe-

renzspektrum (Vgl. 1D-/ 2D-Experiment).

Analyten liegen groStenteils in verschiedenen Bereichen des Spektrums,

sodass Probleme mit sich Uberlagernden Signalen wenig ausgepragt sind.

Validierungsergebnisse
LoD
Tagl; 4 unterschiedliche | Tag2; 4 unterschiedliche | Tag3; 4 unterschiedliche (Nac-hweisgr-enze) L(_)D A Loq Erweiterte
Konzentration Proben und 2 Proben und 2 Proben und 2 bestlm.mt mittels bfastlmmt (Best.lmmung-sgrenze) Mess-
Analyt vom Ansatz verschiedene Personen verschiedene Personen verschiedene Personen Slgnalu- . mlt_tél? 20- bestlmmf .mllttels 10 unsicherheit
/Rauschverhiltnisses | Qualifizierung Quantifizierung
[8/ke] uber 1D
BIAS Sr SL BIAS Sr sL BIAS Sr SL LOD [mg/kg] LOD [mg/ke] L0Q [mg/kg] U,:n_it;;;z;
*Acesulfam-K 2,5 3,4% | 4,5% | 7,1% | -5,7% | 4,9% | 8,6% | -6,3% | 4,6% | 9,1% 40 40 150 22,59%*
Apfelsaure 10 10,6% | 1,7% | 2,2% | 10,1% | 1,8% | 2,2% | 10,1% | 1,7% | 1,9% 30 30 120 20,45%
Ameisensaure 1 -5,0% | 0,6% | 2,1% | -56% | 0,5% | 3,4% | -5,0% | 0,8% | 2,8% 5 5 15 10,33%
*Benzoesaure 1,5 -14,1% | 8,5% | 5,7% | -13,2% | 9,8% | 3,0% | -13,7% |10,4% | 4,5% 41 25 140 27,60%*
Citronensaure 9 -73% | 7,3% | 2,0% | -7,3% | 6,7% | 2,9% | -8,1% | 6,6% | 1,1% 14 1 50 26,49%
Coffein 4 3,00 | 3,4% | 45% | 2,0% | 3,8% | 58% | -0,4% | 2,1% | 5,6% 80 80 106 15,64%
Essigsdure 1 0,5% | 0,9% | 2,6% | -0,8% | 0,6% | 4,0% | -0,3% | 0,3% | 3,3% 2 1 5 7,15%
Ethanol 1 4,1% | 2,3% | 3,5% | -5,6% | 2,4% | 4,5% | -5,1% | 2,3% | 3,9% 13 10 50 11,44%
*Fructose 40 73% |88% |00% | 95% |97%|25%|11,3% | 84% | 0,4% 222 100 800 32,76%
Glucose 65 39% | 4,7% | 2,0% | 45% |51% | 1,4% | 6,4% | 4,7% | 2,8% 185 100 668 16,24%
Milchsdure 10 -1,2% | 0,9% | 5,4% | -2,2% | 0,8% | 5,5% | 0,6% | 55% |-2,2% 13 10 50 13,94%
*Saccharin 0,3 -3,3% | 3,9% | 85% | -8,1% | 3,6% [11,9%| -7,7% | 4,6% [10,7% 104 50 400 27,95%*
Saccharose 25 7,7% | 53% | 3,5% | -7,8% | 51% | 3,9% | -7,7% | 5,8% | 3,8% 95 50 340 22,34%
*Vanillin 0,2 -8,8% | 3,0% |10,0% | -9,9% | 2,6% |10,2% | -12,6% | 2,6% |13,6% 19 10 70 34,53%*
g Das qNMR-Screening sollte eine schnelle erste Uberpriifung der Richtigkeit
fucose und Vollstandigkeit von Kennzeichnungselementen, wie Zutatenverzeichnis
N und Nadhrwertdeklaration, ermoglichen. Auch der Nachweis unzuldssiger
— s oder nicht deklarierter Zutaten ist eine lohnende Anwendung des gNMR-
g e e | Screenings. Abweichungen, die im Rahmen der NMR-Untersuchung auf-
fallen, kdnnen dann gezielt mit weiteren Untersuchungsmethoden veri-
Mltose und Saccharose ) fiziert werden. So reduziert sich der zuvor genannte Aufwand in Bezug
Saccharin auf Personal, Gerdte, Verbrauchsmaterial und Zeit erheblich. Nicht bei jeder
CHTahERsaie . Probe muss das gesamte Methodenspektrum zur Anwendung kommen.
‘» Es werden nur gezielte Untersuchungen durchgefihrt.
|
J\J_AH J Ll L l Experimentelle Durchfiihrung

StRwaren sind eine sehr heterogene Lebensmittelgruppe, fir deren
Her-stellung verschiedene Inhaltsstoffe zum Einsatz kommen. Die unter-
schied-liche Konsistenz und die damit verbundenen Matrixeffekte sind
bei der Untersuchung zu beachten. Bei der Probenvorbereitung werden
die zu untersuchenden SuRwarenproben daher in eine der folgenden
Unterkategorien eingeteilt: Hartkaramellen, Fruchtgummis oder Kaugum-
mis.

- Einwaage von 5 g ggfs. homogenisiertem oder zerkleinertem Proben-
material

- Losen der Probe in 50 mL Bidest-Wasser (Hartkaramellen direkt), tUber
Nacht im Schittelwasserbad (Fruchtgummis Raumtemperatur, Kaugum-
mis 40 °C)

— Zentrifugieren von 1,7 mL Probenlésung bei 10.000 U/min und anschlie-
Rende Mikrofiltration des Uberstandes (H-PTFE-Membran, 0,20 um Poro-
sitat)

- 600 uL des Filtrats werden mit 100 pyL Phosphatpuffer (10 mL Bidest-
Wasser + 7,5 g NaH,PO, + 1000 mg H;PO, 85%-ig) auf einen pH-Wert von
2,95 + 0,25 eingestellt und mit 70 yL TSP-Losung (10 mg TSP/mL D20;
3-(Trimethylsilyl)-propionsaure-Natriumsalz (TSP) als Referenzsignal zur
Normierung der pH-Wert-abhangigen chemischen Verschiebung) versetzt

— 600 L dieser Messlosung werden in ein NMR-Tube Uberfihrt

M
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Tab. 2: Vergleichsmessungen organische Sauren NMR und HPLC: ABW = Abweichung bezogen auf das HPLC-Ergebnis [(NMR-HPLC)/HPLC]; *Fumarséure: Manuelle Auswertung, da Analyt nicht valide.

Organische Sauren
Proben Citronensédure [mg/kg] Milchsédure [mg/kg] Apfelsdure [mg/kg] Essigsaure [mg/kg] *Fumarsiure [mg/kg]
NMR HPLC [ABW | NMR HPLC | ABW | NMR HPLC |ABW | NMR HPLC [ ABW | NMR HPLC [ABW
Fruchtgummis | 10103 | 11479 |-12% 54 62 -14% | <n.n. <n.n. - <n.n. <n.n. - <n.n. <n.n. =
Fruchtgummis | 8102 9155 |-11%| 4253 3999 6% <n.n. <n.n. - 101 119 -15% | <n.n. <n.n. -
Fruchtgummis | 12583 [ 14696 |-14%| 1565 1335 17% | 9591 8505 13% - - - 69 61 13%
Hartkaramellen| 8755 9980 |-12%| 3522 3742 -6% | <n.n. <n.n. - <n.n. <n.n. - <n.n. <n.n. -
Fruchtgummis [ 5916 6679 |[-11%| 2208 2474 | -11% | <n.n. <n.n. - <n.n. <n.n. - <n.n. <n.n. =
Hartkaramellen
o 60 <n.n. - 16686 18411 | -9% | <n.n <n.n. - <n.n <n.n - <n.n <n.n -
mit Fillung
Fruchtgummis [ 10289 | 11561 |-11% = - - <n.n <n.n. = - - - <n.n. <n.n =

Tab. 3: Vergleichsmessungen Zucker, Konservierungsstoffe und SiiBungsmittel: ABW = Abweichung bezogen auf das HPLC-Ergebnis [(NMR-HPLC)/HPLC]; *Sorbinséure: Nicht validierter Analyt
aufgrund der schlechten Loslichkeit in Wasser. Analyt wird in der Automation ausgewertet und zeigt im Vergleich zu den HPLC-Daten reproduzierbare Ergebnisse.
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Abb. 3: Anwendung einer mdglichen Dekonvolution am Beispiel Maltose, Maltotriose und
Saccharose. Maltose bzw. Maltotriose sind typische Di- bzw. Trisaccharide, welche nach der
Verzuckerung von Stérke in Sirupen nachweisbar sind.

Die 'H-Messung erfolgt mit einem Bruker Avance Il 400 MHz Ultrashield

NMR-Spektrometer unter Nutzung eines 5 mm PABBI 'H/D-BB Z-Grd Breit-

band-Invers Probenkopfs mit automatischem Tuning/Matching und Shim

unter folgenden Bedingungen:

- 1D-Experiment mit Lésungsmittelunterdriickung noesygpprid mit Zeit-
doméne (Time Domain) 65536, 4 Dummy Scans, Summation von 32
Scans, spektrale Breite 20,55 ppm, Aufzeichnung des FID (Free Induction
Decay) Uber 3,98 s bei einer Empfindlichkeit (Receiver Gain) von 16.

— 2D-Experiment mit Lésungsmittelunterdriickung jresgpprgf mit Time
Domain 8192 in F2 (Skala der chemischen Verschiebung) und 40 in F1
(Skala der Kopplungen), 16 Dummy Scans, Summation von 8 Scans, spek-
trale Breite 16,70 ppm in F2 und 0,19 ppm in F1, Receiver Gain 16.

Die Messtemperatur fiir alle Spektren betragt 300 K (+ 0,2 K) und die Korrek-

tur der Phasen und Basislinien erfolgt Gber die Bruker-Software TopSpin 3.2.
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Zucker Konservierungsstoffe SiiBungsmittel

Proben Fructose [mg/L] Glucose [mg/L] Saccharose [mg/L] Proben *Sorbinsiure [mg/L] Proben Acesulfam-K [mg/L]

NMR | HPLC |ABW | NMR | HPLC |ABW| NMR | HPLC | ABW NMR | HPLC | ABW NMR | HPLC | ABW
flissi

Hartkaramellen | 13428 | 10778 | 25% | 79987 | 78452 | 2% | 545500 | 535624 | 2% Suﬁ'agfe 27 30 | -10% |Hartkaramellen| 484 | 420 | 15%
e

Hartkaramellen | 15762 | 12160 | 30% | 73650 | 69533 | 6% | 588419 | 579815 | 1% S(jL:éSvSvlagree 129 | 133 | 3% | Kaugummis | 1024 | 1066 | -4%

- - - - - - - - - - Hartkaramellen| 233 198 17%

Mo g Mgfiass U gde e Bestimmungvon __»| Datenauswertung, Validierung und Vergleichsmessungen

Um die Effektivitdt der Screening-Methode mittels NMR weiter zu steigern,
ist neben einer schnellen Probenvorbereitung auch eine einfache und
leistungsfahige Datenauswertung notwendig. Die Vielzahl der Analyten, die
gleichzeitig bestimmt werden, sowie die pH-Wert-abhdngige chemische
Verschiebung der Analytsignale fihrt bei der Auswertung oftmals zu
Fehlern und beansprucht bei einer manuellen Auswertung sehr viel Zeit.
Aus diesem Grund wurde im Zuge der Etablierung der SiRwaren-Analytik
mittels "TH-NMR auch auf eine Erweiterung der automatisierten Auswertung
der NMR-Spektren hingearbeitet. Hierbei war die Aufgabe, die einzelnen
Spektren zu 95 % automatisiert richtig zu qualifizieren und zu quantifizieren.
Die qualitative Auswertung erfolgt dabei anhand des 2D-Spektrums und
die Quantifizierung Uber das 1D-Spektrum. Mit der automatisierten Aus-
wertung kdnnen pH-Wert-abhangige Shifts der Analytsignale von bis zu
0,25 pH-Einheiten ausgeglichen werden.

Fur die Validierung wurden vier unterschiedliche Proben mit 14 Analyten
in den in StBwaren zu erwartenden Konzentrationen und unter Berlick-
sichtigung der zuldssigen Hochstmengen gespiket. Abbildung 1 zeigt ein
typisches Spektrum einer StfSwaren-Probe. Die Aufarbeitung erfolgte von
zwei verschiedenen Mitarbeitern an unterschiedlichen Tagen. Jede Probe
wurde in einer Doppelbestimmung vermessen. Die Ergebnisse und daraus
berechneten Validierungs- und Verfahrenskenndaten sind in Tabelle 1 dar-
gestellt. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden mittels des
Signal-/Rauschverhaltnisses der Validierungsproben abgeleitet. Die Aus-
wertung der Spektren erfolgte automatisiert Uber ein im CVUA-OWL pro-
grammiertes MatlLab-Skript, basierend auf einem vom CVUA Karlsruhe
programmierten Skript, welches durch Subskripte der Firma Bruker ergénzt
wird. Die Validierung der St3waren zeigt, dass das eingesetzte Auswerte-
skript die Spektren zu 95 % richtig automatisiert auswertet. Da in der Validie-
rung der alkoholfreien Erfrischungsgetranke das Absolutverfahren gNMR
bereits ausreichend valide Ergebnisse erzielt hat (siehe [6]), wurde auf eine
erneute Prifung der Linearitat der Konzentration gegentber den Integral-
flachen in der Validierung der Stuwaren verzichtet. Mittels der etablierten
Routineverfahren wurden Vergleichsmessungen zur gNMR durchgefihrt
(s.Tab. 2 und 3).
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Bei der Aufnahme von 1D-Experimenten kommt es auch bei den Stwaren
zu Uberlagerungen von Analytsignalen im Spektrum, wodurch einige Infor-
mationen z. B. die Kopplungskonstante nicht mehr eindeutig bestimmt
werden kdnnen. 2D-Korrelationsspektren stellen eine Moglichkeit zur Ver-
besserung der Auflosung der Analytsignale dar, sodass diese Informationen
wieder zugdnglich werden.

Wie anhand der Validierungsergebnisse zu erkennen ist, erméglicht die
Nutzung der 2D-Experimente teilweise deutlich niedrigere Nachweisgren-
zen (s. Abb. 2). Im 1D-Experiment ist das Citronensdure-Signal nicht vom
Grundrauschen zu unterscheiden, da die Konzentration zu gering ist. Es
kann keine gesicherte Aussage Uber das Vorhanden- oder Nicht-Vorhanden-
sein des Analyten getroffen werden. Im 2D-Spektrum jedoch ist Citronen-
saure eindeutig und signifikant erkennbar und somit ist sowohl eine quali-
tative Aussage gerechtfertigt, als auch eine quantitative Abschatzung des
Gehaltes im Vergleich mit bekannten Referenzen maoglich.

Fazit

Das Screening von StBwaren mittels gNMR ermdglicht die zeit- und ressour-
censchonende Bestimmung von derzeit 14 Analyten, darunter Zucker,
SURungsmittel, Konservierungsstoffe, organische Sduren und Aromastoffe.
Die NMR-Spektren bieten sowohl qualitative als auch quantitative Informa-
tionen im Hinblick auf die Zusammensetzung von StiSwaren. Die Auswer-
tung von 2D-Spektren bietet die Moglichkeit zusatzlicher qualitativer Infor-
mationen, beispielsweise aufgrund niedriger Nachweisgrenzen im Vergleich
zu 1D-Experimenten.

Die Qualitat der Ergebnisse ist auch unter Berlicksichtigung der erweiterten
Messunsicherheit als gut einzustufen, was die Routinetauglichkeit der
Methode zeigt. Die Methode erweist sich aufgrund hoher Reproduzierbar-
keit als robust und valide, auch im Vergleich mit Standardverfahren. Das
beschriebene gNMR-Screening-Verfahren fir St3waren gehort zu den seit
Sommer 2018 durch die DAKKS flexibel akkreditierten "H-NMR-Verfahren
des CVUA-OWL und wird seitdem routinemafig durchgefihrt. Die einfache
Probenvorbereitung und automatisierte Auswertung ermoglichen dabei
eine kurze Bearbeitungszeit.

Ausblick

Ausgehend von den bisherigen positiven Ergebnissen soll das Potential
der vorgestellten Methode weiterentwickelt und ausgebaut werden. Ein
wichtiges Ziel ist die kontinuierliche und ggf. anlassbezogene Erweiterung
des Analytspektrums. Prioritdr sollen hier die Farbstoffe einbezogen werden,
welche gemal VO (EG) 1333/2008 zugelassen sein missen und zum Teil
einer Hochstmengenbeschrankung unterliegen. Zudem ist bei Verwen-
dung bestimmter Farbstoffe die Anbringung eines Warnhinweises obliga-
torisch. In der Vergangenheit sind im CYUA-OWL immer wieder Stwaren
aufgrund der Zugabe von nicht zugelassenen Farbstoffen, Hochstmengen-
Uberschreitungen oder falsch bzw. nicht korrekt angegebener Farbstoffe
als auffallig beurteilt worden. Auch soll die Methode um weitere Zucker
wie Maltose, Maltotriose oder Lactose erweitert werden.

Im Hinblick auf die Analyse der in den Stwaren enthaltenen Zucker wird zu-
dem die Weiterentwicklung der automatisierten Auswertung angestrebt mit
besonderem Fokus auf Dekonvolution. Dieser Begriff bezeichnet eine mathe-
matische Operation, die es erlaubt, sich tGberlagernde Signale anteilig zu be-
rechnen. Gerade im Bereich zwischen 3 und 4 ppm, dem sog.,Zuckerwald’,
fuhrt dies in der Praxis zu Herausforderungen, da sich Signale aufgrund ahn-
licher chemischer Verschiebung im Spektrum Uberlagern. Ein Beispiel hier-
fUr sind die Signale von Maltose, Maltotriose und Saccharose bei 5,39 ppm
(s. Abb. 3). Des Weiteren wird angestrebt, durch die Mitarbeit in der Next-
NMR-AG und § 64 LFGB AG ,NMR" die quantitative 'H-NMR-Methode zur
Bestimmung der Inhalts- und Zusatzstoffe von StlBwaren zu standardisieren.
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