Gut'erfrischt oder schal ahserviert?

Effizientes Screening‘a‘lkoho_lf_rgie_r rfrischungsgetranke mittels quantitativer

Fiir einen effizienten Verbraucherschutz hat das CVUA Karlsruhe ein ressourcenschonendes Screening-Verfahren auf

Basis der quantitativen Nuclear-Magnetic-Resonance-Spektrometrie (qNMR) etabliert, welches in einem Analysengang

elf verschiedene wertgebende Bestandteile von Erfrischungsgetranken bestimmen kann. Aufbauend auf dieser Methode

wurde vom CVUA-OWL das Spektrum auf zurzeit 31 Analyten erweitert und fiir verschiedene Getrankearten validiert.

Alkoholfreie Erfrischungsgetrdnke werden im hohen Mafle von Verbrau-
chern, insbesondere auch von Kindern und Jugendlichen, konsumiert.
Dabei werden diese auch héufig als Grundlage fir Mischgetréanke oder
als Energydrinks mit vergleichsweise hohen Verkaufspreisen angeboten.
Dies macht den Markt fr Produktfdlschungen attraktiv. Um den Konsumen-
ten vor manipulierten Getranken zu schitzen, sind neben einer Echtheits-
Uberprifung auch die Kontrolle der Einhaltung bestimmter Hochstmengen
(Koffein, Taurin, Konservierungs- und StiRstoffe) sowie die Uberpriifung der
Deklaration erforderlich.
Die Produktpalette der alkoholfreien Erfrischungsgetrénke ist breit [1, 2],
es gibt Klassiker” wie Fruchtsaftgetranke, Apfelschorle, Limonaden, Cola
oder Tonic Water. Dartber hinaus ist der Markt auch durch standige
Neuerungen gepragt, in den letzten Jahren insbesondere durch eine
Welle von Energydrinks, isotonischen Sportlergetranken, Smoothies sowie
Getranke mit exotischen Frichten. Aufgrund dieser Produktinnovationen
mussen die Untersuchungsmethoden effizient anpassbar sein. Fir einzelne
typische Inhaltstoffe von Erfrischungsgetranken (z. B. Koffein, Taurin, Nicotin-
sdure, siehe auch Abb. 2) existieren, zum Schutz der Gesundheit, Hochst-
mengenregelungen oder Empfehlungen zur taglichen Verzehrsmenge [2, 31.
Unsere Ziele sind:
® Die Etablierung eines validierten Verfahrens zur parallelen Quantifizierung
von Inhaltstoffen bei alkoholfreien Erfrischungsgetranken.
e Fine automatische Auswertung der NMR-Spektren durch einen robusten
Algorithmus unter Verwendung von MatLab.
e Die Einfuhrung des Verfahrens in mehreren Untersuchungsémtern und
die gemeinsame Weiterentwicklung.

Konventionelle Analytik

Fur die Untersuchung der Inhaltsstoffe von Erfrischungsgetranken findet fast
die gesamte Bandbreite der klassischen instrumentellen Analysenmethoden
Verwendung: etablierte Prifverfahren nutzen z. B. Enzymatik mit UV/VIS-
Photometrie, Chromatographie (HPLC, GQ), Infrarotspektroskopie (Raman
und FTIR) oder Kopplungen mit Massenspektrometrie.

Aufgrund der Vielfalt der Inhaltstoffe ist es bisher erforderlich, mehrere
Analysetechniken zu kombinieren, dies bedeutet fur die Untersuchung
einen erheblichen Personal-, Gerdte-, Verbrauchsmaterial- und nicht zuletzt
Zeitaufwand.

Quantitative TH-NMR fiir das Hochdurchsatz-Screening

Schon 1963 zeigten Jungnickel und Forbes sowie Hollis die Mdglichkeit der
Quantifizierung mittels NMR [4, 5]. Seit Uber einem Jahrzehnt funktionieren
NMR-Spektrometer so genau und stabil, dass die Kernspinresonanzspektro-
metrie in der quantitativen Routineanalytik zunehmend Verwendung findet [6].

Die NMR-Spektrometrie bietet die Vorteile eines relativen Primarverfahrens
[7]: Die Integrale der Resonanzsignale sind direkt proportional zur Anzahl
der Kerne, die diese Resonanzen erzeugen. Unabhdngig von ihrer chemi-
schen Verschiebung sind alle Protonen gleich empfindlich, damit entfallt
eine shift- oder substanzspezifische Kalibrierung. Auch unbekannte, neue
Analyten werden zuverldssig detektiert, falls sie Wasserstoffkerne enthalten.
Am CVUA Karlsruhe wurde im Jahr 2015 das gNMR-Screening fur elf ver-
schiedene Inhaltsstoffe in Erfrischungsgetranken etabliert [8].
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Abb. 3: Ausschnitte zweier NMR-
Spektren derselben Probe,
Gegeniiberstellung 1D (o.) und
2D-JRES (u.) Die iiberlagerten Peaks
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Abb. 2: TH-1D-Spektrum eines Energydrinks, die AusschnittvergroBerungen zeigen: 1. Nicotin-
amid (9,19 ppm), 2. Koffein (Singlett bei 7,92 ppm), 3. anomere Protonen von a- und p-D-Glucose
(Dubletts bei 4,65 und 5,23 ppm) bzw. Saccharose und Malto(trio)se (Dublett bei 5,40 ppm),

hier auch das kleine Restsignal der Wasserunterdriickung (bei 4,88 ppm), 4. Taurin (Triplett bei
3,25 bis 3,28 ppm), teiliiberlagert mit Glucose, vgl. Abb. 4, 5. Citronensaure (2,99 ppm), 6. Ethanol
(Triplett bei 1,16 bis 1,9 ppm) und Propandiol (Dublett bei 1,2 und 1,4 ppm), 7. Trimethylsilyl-
propionat (Singlett bei 0,00 ppm). Die schwarzen Pfeile zeigen, welche Signalteile fiir die Auswer-
tung genutzt wurden.

Experimentelle Durchfiihrung

Die Probenvorbereitung ist einfach:

e Das fur 10 min im Ultraschallbad entgaste Erfrischungsgetrank wird
durch einen Mikrofilter (H-PTFE, Por. 0,2 um) gepresst, um eine partikel-
freie Losung zu erhalten. Bei triiben Getranken (Fruchtfleisch) wird eine
Ultrazentrifugation (> 14 000 rzg) vorgeschaltet, in Einzelfallen kann eine
CARREZ-Kldrung erforderlich sein, um kolloidale Triilbungen zu entfernen.

® 7Zu 600 L der klaren Probe werden 100 uL Phosphatpuffer (aus 7,5 g Na-
triumdihydrogenphosphat und 1 g Phosphorsaure, 85 % in 10 mL deioni-
siertem Wasser) gegeben, um den pH-Wert auf ca. 2,9 einzustellen.

e Dazu kommen 70 pL einer Lésung von Natrium-3-(trimethylsilyl)propio-
nat-2,2,3,3-d4 (TSP) in D,O als Nullpunktmarker.

e \on dieser Mischung werden 600 pL in ein 5 mm-NMR-Réhrchen guter
Volumenkonsistenz (z. B. DEU Quant von Deutero) abgefillt, verschlos-
sen und zum Spektrometer gegeben.

Die NMR Spektren werden mit einem Bruker Avance Il 400 MHz Ultrashield

NMR Spektrometer unter Nutzung eines 5 mm PABBI 1H/D-BB Z-Grd

Breitband-Invers Probenkopfs mit automatischem Tuning / Matching und

Shim aufgezeichnet. Als Probenwechsler dient ein Bruker SampleExpress

mit 60 Stellplatzen.
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e 1D-Spektrum mit Losungsmittelunterdriickung (Presaturation = Vor-
sattigung) noesygpprid, Messparameter: Zeitdomdne (TD) 65536, zur
Aquilibrierung der Probe 4 Dummy Scans, Summation von 32 Scans,
spektrale Breite 20,554 ppm, Aufzeichnung des FID Uber 3,98 s bei

e 2D 1H-TH J-resolved Spektrum mit Losungsmittelunterdriickung
(Presaturation) jresgpprqf, Messparameter: Zeitdomane (TD) 8192, zur
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Aquilibrierung der Probe 16 Dummy Scans, Summation von 8 Scans,
spektrale Breiten 16,7 ppm (6684 Hz) in F2 (Skala der chem. Verschie-
bung) und 0,19 ppm (78 Hz) in F1 (Skala der Kopplungen), Empfind-
lichkeit (Receiver Gain) von 16.

e Die Messtemperatur fur alle Spektren ist 300 K (+ 0,2 K), Phasen- und
Basislinien werden mit der Software TopSpin 3.2 automatisch korrigiert.

e [ine ,Quantitation Reference’-Probe (wassrige Losung von 4 g/L Taurin,
5 g/L Citronensdure und 1,2 g/L Natriumlactat) wird mit jeder Proben-
batch gemessen (s. Abb. 2, Nr.4 u. 5). Die Signale dieser Standardsubstan-
zen bekannter Konzentrationen liefern einen Kalibrierwert, den ,ERETIC-
Faktor” (EF: Electronic Reference To In-Vivo Concentrations [9]).

Auswertung der Daten mit MatLab (Version 2016a, The Math Works, Natick,

MA, USA):

e Die von TopSpin gespeicherten numerischen Rohdaten werden durch
ein MatLab-Skript automatisch importiert.

o Mit dem FWHM-Wert des TSP-Signals (Full Width at Half Maximum) wird
die,Signalscharfe” jedes Spektrums Uberprift: Liegt der Wert tber 1,2 Hz,
so wird das Spektrum individuell kontrolliert, falls alle Peaks verbreitert
sind, ist die Probe neu zu messen (s. Abb. 2, Nr. 7).

e Der aktuelle £F wird aus den Peakfldchen der QuantRef-Probe berechnet
und fur die folgenden Konzentrationsberechnungen verwendet.

EF = Is¢q * SW - Mgeq
- H
SI - BStd - NStd -DF

ppm- L

hierin sind:

EF = der zu bestimmende ERETIC-Faktor

Iy = absolute Peakflache (Std = Standardsubstanz)

SW = spektrale Breite

Mgq= molare Masse

SI = Grole des realen Spektrums nach Fouriertransformation

Bsig = Massenkonzentration

NE = Anzahl der Protonen, die das Signal erzeugen

DF =Verdinnungsfaktor aus der Zugabe von Puffer und TSP-D20-L6sung

e Die Flachen frei stehender Peaks werden mit einfacher numerischer
Integration bestimmt.
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Abb. 5: Auswertung des Taurinsignals mit MatLab, wegen der Uberlagerung wird nur der linke
Teil des Tripletts mit einer GAUB-LORENTZ-Kurve gefittet.

Tabelle 1. Analytische Kenndaten der gNMR-Methode (Konzentrationen in mg/L)

chrom+food FORUM 09 | 2017

e Bei teil-Uberlagerten Signalen wird der relevante Peak mit einer gefitte-
ten Gaul3-Lorentz-Kurve approximiert (Abb. 5, rote Linie).

® Saccharose wird aus dem 2D-JRES Spektrum quantifiziert.

e Die gesuchten Analytkonzentrationen werden mit der PULCON-Formel
(Pulse Length based Concentration determination) [10] aus den Peak-
flachen berechnet.

Ix'SW'Mx'NSStd'P].X

Px = SI-EF - NI -DF - NSy - Plgq

hierin sind:

By = die gesuchte Massenkonzentration (X = betrachteter Analyt)

Iy = absolute Peakflache

SW = spektrale Breite

My = molare Masse

Sl = GroBe des realen Spektrums nach Fouriertransformation

EF = ERETIC-Faktor

NI = Anzahl der Protonen, die das Signal erzeugen

DF = Verdunnungsfaktor aus der Zugabe von Puffer und TSP-D,0-L6sung

NS = die Anzahl summierter Scans (X fiir die Analytprobe, Std fur die
QuantRef-Probe)

P1 = die Anregungspulsdauer (X fir die Analytprobe, Std fur die QuantRef-
Probe)

e Das MatLab-Skript speichert die Ergebnisse als Excel- und Textdateien
ab, so dass sie direkt in ein LIMS (Labor-Informations- und Management-
System) importiert werden kdnnen.

Validierung

Zur Kontrolle, ob Matrixeffekte bestehen, wurde die Methode mit ver-
schiedenen echten Getrdnkearten validiert. Herangezogen wurden klarer
Apfelsaft, Getrankesirup, Energydrinks sowie weitere koffeinhaltige und
zuckerfreie Erfrischungsgetranke. AulSer einer Verbreiterung des TSP-Signals
bei zitrushaltigen Getrénken waren keine Matrixeffekte zu beobachten.

. . Genauigkeit Analytische Mess-
Analyt Arbeitsbereich Geringe Konz. Mittlere Konz. Hohe Konz. Grenzen unsicherheit
Bereich R?  RSDsx0 Mandel 95% Mandel99% RSDr RSDL BIAS RSDr RSDL BIAS RSDr RSDL BIAS NG BG U

Acesulfam-K 30 bis 250 99,96%  1,00% linear linear 20% 00% 89% 14% 17% 11% 08% 10% -0,9% 5 10 10,6%
Acetaldehyd 60 bis 500 99,90%  1,53% linear linear 53% 00% 43% 18% 29% -1,0% 02% 62% 95% 20 40 14,4%
Alanin 60 bis 500 99,99%  0,28% linear linear 06% 03% -07% 02% 14% -27% 04% 1,0% -27% o 10 4,9%
Ameisenséure 30 bis 250 99,97%  1,04% linear linear 04% 03% 86% 05% 00% -61% 08% 00% -68% 3 4 14,5%
Aminobuttersaure 60 bis 500 99,99%  0,75% linear linear 16% 00% -27% 13% 00% -53% 04% 10% -6,0% 5 8 9,8%
Arbutin 24 bis 200 99,99%  1,25% linear linear 6,2% 00% 102% 13% 12% 46% 16% 00% 21% 10 24 13,2%
Ascorbinsaure 240 bis 2000 99,48%  4,56% quadratisch quadratisch 3,5% 00% 94% 31% 00% -109% 33% 19% -18,1% 70 100 26,8%
Benzoeséure 60 bis 500 99,99%  0,84% quadratisch linear 12% 18% -21% 10% 19% -64% 16% 39% -84% 5 10 13,5%
Chinin 60 bis 500 99,98%  0,82% linear linear 55% 26% 59% 15% 24% -40% 21% 00% -9,0% 20 30 13,9%
Citronenséure 1200 bis 10000 99,89%  2,10% linear linear 1,0% 00% -24% 06% 08% -21% 06% 00% -19% 5 15 4,4%
Coffein LF 60 bis 500 99,98%  097% linear linear 37% 00% 91% 09% 16% 83% 15% 00% 58% 5 10 15,8%
Cyclamat 30 bis 250 99,99%  0,55% linear linear 49% 00% 93% 02% 11% -3,0% 02% 12% -45% 5 10 12,6%
Essigsaure 30 bis 250 99,99%  1,30% linear linear 19% 3,0% 04% 05% 30% 08% 11% 24% 24% 5 10 6,4%
Ethanol 30 bis 1375 99,99%  1,59% linear linear 09% 35% -20% 12% 00% 29% 07% 04% -7,1% 10 25 10,0%
Fructose 3000 bis 25000 99,99%  0,02% linear linear 07% 10% -39% 04% 03% -36% 07% 00% -42% 75 250 7,9%
Fumarsaure 15  bis 125 9997%  1,07% linear linear 27% 00% 90% 07% 11% -09% 13% 00% -1,3% 3 5 10,6%
Glucoronolakton 60 bis 500 99,99%  0,70% linear linear 42% 00% 15% 06% 24% -6,7% 12% 00% 7,9% 5 15 12,4%
Glucose 2400 bis 17000 99,99%  0,15% linear linear 02% 03% -14% 05% 00% -26% 07% 00% -34% 15 50 52%
HMF 30 bis 250 99,99%  0,59% linear linear 30% 22% -34% 13% 21% -11% 27% 19% 6,0% 5 10 9,1%
Methanol 30 bis 250 99,99%  0,36% linear linear 06% 11% 04% 04% 08% -07% 02% 07% -0,5% 5 8 2,1%
Milchséure 60 bis 500 99,99%  0,39% linear linear 14% 00% -57% 06% 09% -75% 0,7% 05% -80% 5 8 14,3%
Nicotinamid 30 bis 500 99,99%  0,75% linear linear 31% 25% 74% 03% 15% -05% 13% 00% 0,0% 5 10 9,2%
Nicotinséure 35 bis 250 99,99%  1,12% linear linear 16% 00% -13% 06% 10% 41% 11% 00% 3.8% 0 8 6,7%
Saccharin-H 24 bis 200 99,98%  1,26% linear linear 12% 28% 98% 09% 00% 48% 03% 00% 50% 6 12 14,3%
Shikimisaure 35 bis 250 99,99%  1,40% linear linear 21% 25% 60% 04% 04% 46% 07% 00% 32% 5 10 9,9%
Sorbinséure 65 bis 500 99,99%  0,73% linear linear 20% 00% 22% 08% 16% -43% 05% 18% -6,5% 15 30 9,8%
Sucrose 2400 bis 20000 99,97%  1,18% linear linear 30% 04% -11% 31% 00% -16% 15% 00% -53% 80 300 6,5%
Taurin 120 bis 1000 99,97%  1,06% quadratisch linear 14% 04% 64% 07% 01% 64% 08% 00% 81% 10 15 14,0%
Valin 60 bis 500 99,99%  0,78% linear linear 12% 00% -42% 01% 18% -50% 04% 19% -52% 5 10 10,0%
Vanillin 12 bis 100 99,96%  1,28% linear linear 14% 28% -29% 06% 49% -38% 22% 00% -23% 6 12 8,9%
Xylose 600 bis 10000 99,93%  1,81% linear linear 09% 12% -33% 06% 03% -37% 08% 00% -38% 50 100 7,4%

Abkiirzungen: R2 = BestimmtheitsmaR, Mandel = Linearitatstest n. Mandel, RSDsx0 = Verfahrensstandardabweichung; RSDr = Wiederholprazision; RSDL = Laborprazision; BIAS = Genauigkeit;

NG = Nachweisgrenze; BG = Bestimmungsgrenze; U = Messunsicherheit (erw., 20)
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Probe Analyt B(NMR) B(HPLC)
mg/L  mg/L
Energydrink Acesulfam-K 179 171
Orangenlimonade, kalorienarm Acesulfam-K 30 27
Erfrischungsgetrank mit Vitaminzusatzen, kalorienarm Saccharin 31 30
Orangenlimonade, kalorienarm Saccharin 19 19
Erfrischungsgetrank mit Ingwer-Geschmack Benzoesaure 126 116
Bittergetrank Benzoesdure 134 129
Erfrischungsgetrank m. Kirschgeschmack Sorbinsdure 205 190
Erfrischungsgetrank mit Passionsfrucht- und Sorbinsdure 177 183
Apfelgeschmack
Energydrink Koffein 360 328
Energydrink Koffein 291 301
Tabelle 2. Vergleich HPLC mit NMR (ausgew. Daten)
Analyt B(soll) B(HPLC) B(NMR)
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Acesulfam-K 231 211 233
Cyclamat 330 329 315
Benzoesaure 243 220 254
Sorbinsaure 199 194 209

Tabelle 3. Ergebnisse einer Probe aus einer Laborvergleichsuntersuchung

Fur stichprobenartig ausgewahlte Analyten wurde die Richtigkeit der
Methode per Standardadditionen (+ 50 %, + 100 %, + 150 % der grob ermit-
telten Anfangsgehalte der jeweiligen Analyten) bestatigt.

Fur die Arbeitsbereiche wurde bertcksichtigt, welche Konzentration typisch
fur den jeweiligen Analyt in Erfrischungsgetrénken ist oder welche Grenz-
werte zu beachten sind. Mittels Mandel-F-Test wurde die Linearitdt anhand
vierfach wiederholter Messungen von sechs Konzentrationen Uberpruft.
Daten zur Interday- und Laborprézision lieferten Wiederholungen der Praparati-
onen und Messungen durch unterschiedliches Personal Gber langere Zeitrdume.

Ergebnisse

Das Screening von Erfrischungsgetranken mittels gNMR ermoglicht die

ressourcenschonende Bestimmung einer Vielzahl von Inhaltsstoffen diver-

ser Substanzklassen wie Kohlenhydrate, SU3- und Konservierungsstoffe,

Koffein, Taurin, Aromastoffe, Vitamine, Alkohole, organische Sduren und

sekundére Pflanzenstoffe.

Die Messung eines typischen Erfrischungsgetrankes dauert knapp 30 min,

je Tag kdnnen also bis zu 48 Proben gemessen werden.

® Zurzeit ist die Methode fur 31 Analyten validiert (Tabelle 1).

® Die Detektion und Quantifizierung sind bis in den mg/L-Bereich zuverlassig.

e Der Verfahrensvariationskoeffizient liegt fir alle validierten Analyten
unter 3,3 %, er belegt als Gutemal$ die hohe Qualitdt der gNMR-Analytik
fur Erfrischungsgetranke.

e Die erweiterte Gesamtunsicherheit (U, 20) liegt unter 10 %.

e Die quantitative NMR bietet einen sehr groen linearen Arbeitsbereich
(Uber sechs GroRenordnungen).

Bei einem CVUA-OWL-internen Methodenvergleich zwischen NMR und

HPLC zeigte sich die gute bis sehr gute Ubereinstimmung der Ergebnisse

an realen Proben: Fur Acesulfam-K, Saccharin, Benzoesaure, Sorbinsdure und

Koffein liegen die Abweichungen (BIAS, bezogen auf NMR) zwischen den

NMR-Ergebnissen und den Ergebnissen der §64-HPLC-Methode alle deut-

lich unter 10 % (Tabelle 2).

Die nachtrdgliche Analyse einer Probe aus einer Laborvergleichsunter-

suchung (Energydrink) mit der NMR-Methode am CVUA-OWL zeigte fur

alle ausgewerteten Parameter (Acesulfam-K, Cyclamat, Saccharin, Ben-

zoesaure, Sorbinsdure und Koffein) Abweichungen von unter 5 % zu den

Sollwerten (Tabelle 3).

Fazit, aktueller Stand und Ausblick

Das Screening von Erfrischungsgetranken mittels gNMR ist als einsatz-
féhig fur die Routineuntersuchung zu bewerten. Es erlaubt eine effizientere
Vorabbeurteilung der amtlichen Proben und hat gutes Erweiterungspo-
tential. Wie schon bei anderen Matrices [11, 12, 13] zeigt sich die gNMR fur
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die zuverldssige Quantifizierung verschiedenster Analyten fur Routineunter-

suchungen bis herab in den mg/L-Bereich als geeignet.

In den Chemischen und Veterindruntersuchungsamtern Karlsruhe und

Detmold wird die Methode bereits in der Routine eingesetzt, die Weiter-

entwicklung hat folgende Ziele:

e Programmierung einer selbstoptimierenden Auswerteroutine, die leichte
Signalverschiebungen erkennt und berticksichtigt.

® \orschaltung eines Algorithmus zum qualitativen Nachweis der Analyten
anhand der 2D-JRES Daten.

e Entwicklung eines Algorithmus zur Dekonvolution von Uberlagerten Peaks
zur zuverldssigen Quantifizierung von Analyten, die nur teiliberlagerte
oder in enger Nachbarschaft stehende Signale zeigen, z. B. Inositol im
,Zuckerwald" zwischen 3,25 und 4,5 ppm.

o fortlaufende Validierung relevanter neuer Analyten.
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