Nachweis wasserloslicher Vitamine

Einsatz der Kapillarelektrophorese mit UV- und LIF-Detektor in der Lebensmittelanalytik
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Seit einigen Jahren wird die Kapillarelektrophorese (Capillary Elec-
trophoresis, CE) bei der qualitativen und quantitativen Analyse der
unterschiedlichsten Produkte eingesetzt, zunehmend auch in der
Lebensmittelkontrolle. Ihre hohe Selektivitat, die schnelle Proben-
auftrennung und die gute Matrixvertraglichkeit sind die entschei-
denden Vorteile dieser Methode gegeniiber den chromatographi-
schen Verfahren. Insbesondere beim Nachweis von Vitaminen ist
die CE den herkémmlichen Trenntechniken klar iiberlegen.

Die Untersuchung und der
Nachweis von Vitaminen ist
eine besondere Herausforde-
rung fiir jedes analytische
Trennverfahren. Da die Vita-
mine verschiedensten Stoff-
klassen zuzuordnen sind, ist

die simultane Bestimmung
moglichst vieler Vitamine nor-
malerweise erschwert. Wih-
rend bei den chromatographi-
schenTrennmechanismen-z.B.
Diinnschicht-, Hochdruckfliis-
sigkeits- oder Gaschromato-

graphie — hauptsachlich Unter-
schiede in der Polaritit der
Verbindungen und die daraus
resultierende unterschiedliche
Affinitdt zur stationdren Phase
fiir eine Trennung ausschlag-
gebend sind, ist in der CE die
elektrophoretische ~ Mobilitat
das entscheidende Selektivi-
tatskriterium. Die einzelnen
Vitamine weisen deutliche Un-
terschiede in ihren Ladungs-
zu-Radius-Verhéltnissen  be-
ziehungsweise Mobilitdten auf
und konnen daher mit der CE
gut getrennt werden.

Analyse von wasserloéslichen
Vitaminen mittels
UV-Detektion

Abbildung 1 zeigt, dass bei Ver-
wendung der direkten UV-De-
tektion prinzipiell neun Vita-
mine detektierbar sind. Das
verwendete  Elektrolytsystem
wurde dahingehend optimiert,
kationische (zum Beispiel Vita-
min B1), anionische und na-
hezu ungeladene Substanzen

(zum Beispiel Vitamin B12) si-
multan in moglichst kurzer Zeit
erfassen zu konnen.

Da bei den gewihlten Be-
dingungen ein starker Elek-
troosmotischer Fluss (EOF)
und eine negativ geladene Mi-
cellenphase vorhanden sind,
bewegen sich sowohl die kati-
onischen als auch die anionis-
chen Vitamine in Richtung der
Katode und kénnen so detek-
tiert werden. Die Migrations-
zeiten werden somit sowohl
durch die elektrophoretischen
Mobilitdten als auch durch die
Affinitdt zur Micelle bestimmt.
Dieses Elektrolytsystem kann
beispielsweise zur Untersu-
chung von vitaminreichen
Nahrungsergdnzungsmitteln
angewandt werden (Abb. 1B).




Tab. 1: Ergebnisse der Quantifizierung fiir Riboflavin

(Verfahren: Standardaddition)

Tomatensaft Multivitamin-  Riesen-
Saft Champignons
Gehalt in der 3 30 28
Probeldsung [ppb]
Gehalt in der Probe [%] ~ 3,5%10 6,110 1,4*10*

Als vorteilhaft erweisen sich
die unterschiedlichen Extink-
tionskoeffizienten und Spekt-
renverldufe der einzelnen Vi-
tamine, wodurch die
Peakzuordnung bei einer ein-
mal angelegten Spektrendatei
sehr einfach ist. Die Nach-
weisgrenzen liegen zwischen
0,5 ppm und 10 ppm. Sollte
diese Nachweisstirke fiir be-
stimmte Untersuchungen
nicht ausreichend sein, kann
ein  Anreicherungsverfahren
oder die Wahl einer anderen
Detekionsart von Vorteil sein.

Die Anwendung fiir reale
Proben ist in Abbildung 2 ge-
zeigt. Aus ihr wird ersichtlich,
dass bei der Untersuchung na-
tlirlicher Lebensmittel héufig
ein regelrechter ,Peakwald“ zu
beobachten ist. In der Folge
kann es zu einer Peakiiberla-

gerung der Vitamine mit ande-
ren Inhaltsstoffen kommen,
die die eindeutige Zuordnung
und Quantifizierung von Vita-
minen in komplex zusammen-
gesetzten Proben erschwert.
Zum anderen konnen die na-
tlirlichen Gehalte von Vitami-
nen in Lebensmitteln sehr ge-
ring sein, so dass ein sehr
nachweisstarkes System ange-
wandt werden muss.

Waihrend fiir den Multivita-
min-Saft (Abb. 2A) noch einige
Vitamine zugeordnet werden
konnen, handelt es sich bei
den in Tomatensaft und Cham-
pignons detektierten Peaks
um unbekannte Substanzen,
die wahrscheinlich teilweise
die Analyten iiberdecken. Fiir
solche Proben ist dann eine
Detektionsart mit hoherer Se-
lektivitdt zu bevorzugen.

mAU]
i BE
A) Vitamin-Standard
50 ""C""r";g“r““ (Vit. € und Pantothensiure; je 25 ppm
o) alle anderen: je 10 ppm)
40
Fartethen-
EETE
30
B12
20 Fuolsaure
= B1 = Hicctinssurs
10 System peal | 82
EOF L | ‘
o % JJ Ll I N | _
75 3 T8 fo 12.5 13 175 min
maLl B1
1411
) B) Nahrungsergdnzungs-
2 priparat
(eine Tablette [ 100 ml entionisiertem
100 VWasser)
0
B6 ©C
o
Fantcthen-
SElre
404 Micatinssure
Fa
20 ljlll
3 el
~EOE B2 | J N
0. L I | W N B e N
75 B 78 o 125 i 175 in

Abb. 1: A) Bestimmung von Vitaminen: Standard (jeweils: 10 ppm; Vitamin C
und Pantothenséure: 25 ppm); B) Nahrungserganzungsmittel (1 Tablette/100
ml) Elektrolyt: 25 mM Borat, 75 mM SDS, pH 9,3; CE-Gerat: HP3D (Agilent
Technologies, Waldbronn); Detektion: UV, direkt, 200 nm, Kapillare: Bubble

Cell, 50 ym 1.D.; 64 cm lang

Analyse von Vitamin B2
(Riboflavin) mittels
LIF-Detektion

Eine Moglichkeit der drasti-
schen Verbesserung der Nach-
weisstidrke besteht in der An-
kopplung eines
laserinduzierten Fluoreszenz-
Detektors (LIF). Hierbei wird
mittels eines Lasers ver-
gleichsweiser hoher Energie
die Anregung der Molekiile
durchgefithrt und somit die
hohe Selektivitit der Fluores-
zenzmessung mit der auller-
ordentlichen Sensitivitit kom-
biniert. Von den untersuchten
Vitaminen weist Riboflavin
(B2) eine natiirliche Fluores-
zenz auf, so dass eine Bestim-
mung ohne vorhergehende
Derivatisierung erfolgen kann.
Die anderen Vitamine konnen
mit diesem Verfahren nicht
bestimmt werden beziehungs-
weise miissten vorher deriva-
tisiert werden. Hinsichtlich
der Simultanitdt bedeutet die
Anwendung eines LIF-Detek-
tors somit einen Nachteil, in
Hinblick auf die sehr komplex
zusammengesetzten Proben

ist eine hohe Selektivitit aber
von deutlichem Vorteil.

Abbildung 3 zeigt die au-
Berordentliche Verbesserung
der Nachweisgrenze fiir Ribo-
flavin durch die Verwendung
eines LIF-Detektors. So kann
Vitamin B2 (Riboflavin) im un-
teren ppb-Bereich in vielen Le-
bensmitteln mit sehr hoher
Selektivitit bestimmt werden.
Die errechnete Nachweis-
grenze in der jeweiligen Pro-
belosung liegt bei 1 ppb.

Die Analysenergebnisse fiir
die gezeigte Applikation sind
in Tabelle 1 zusammengefasst.

Zusammenfassung

Die stetig wachsenden Anforde-
rungen an die instrumentelle
Analytik hinsichtlich
hoher Selektivitdt, hoher Nach-
weisstidrke, kurzen Trennzeiten
und schneller Umstellbarkeit
des Systems machen die Kapil-
larelektrophorese in  vielen
Féllen zu einer geeigneten Al-
ternative zu herkémmlichen
Trennungsverfahren. Die An-
kopplung eines externen LIF-
Detektors ermoglicht in vielen
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Abb. 2: Bestimmung von Vitaminen in verschiedenen Proben Elektrolyt: 50
mM Borat, pH 9,3; CE-Gerat: HP3D (Agilent Technologies, Waldbronn); De-
tektion: UV, direkt, 200 nm, Kapillare: Bubble cell; 50 pm 1.D.; 64 cm lang;

Trennung: 30 kV, 25°C

Féllen eine drastische Verbes-
serung der Nachweisstirke
(circa um den Faktor 1.000) bei
gleichzeitiger Selektivititserho-
hung. Weitere Applikationen
und Literaturstellen kénnen bei
den Autoren erfragt werden.
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Abb. 3: Bestimmung von Vitamin B2 (Riboflavin); A) Multivitamin-Saft (Ver-
diinnung: 1:200); B) Tomatensaft (Verdiinnung: 1:10); C) WeiBe Riesen-Cham-
pignons (trocken piiriert, Einwaage: 1 g/50 ml). Elektrolyt: 20 mM Borat, pH
9,3 CE-Gerat: LIF-Detektor 488 nm (Picometrics, Ramonville, Frankreich) an-
gekoppelt an HP3D (Agilent Technologies, Waldbronn); Detektion: Fluores-
zenz, Kapillare: 50 pm 1.D.; 64 cm lang; Trennung: 30 kV, 25 °C
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