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1 Wassergehalt in Lebensmitteln

1.1 Bestimmung der Trockenmasse in Fleisch und Flei  scherzeugnissen

(Indirekte Wasserbestimmung)

Grundlagen

Die Probe wird nach Vermischen mit Seesand im Trockenschrank bei 103 T + 2 T getrocknet

und aus der Gewichtsabnahme der Wassergehalt berechnet.

Gerate
Abdampfschale (Aluminium- oder Nickelschale)

Glasstab (ein Ende pistillartig flachgedriickt)

Chemikalien

Seesand, gereinigt und gegliht

Durchfiihrung

Probe: Wurst (wird vom Assistenten ausgegeben)

3 - 5 g homogenisierter Probe werden auf 1 mg genau in eine mit 30 - 35 g Seesand gefillte, mit
einem Glasstab versehene, zusammen mit dem Sand und dem Glasstab vorgetrocknete
Abdampfschale eingewogen. Dann werden eingewogene Probe und Seesand in der Schale
gleichmaRig verrieben und insgesamt 4 Stunden im Trockenschrank bei 103 € £ 2 €
getrocknet. Nach der Halfte der Trocknungszeit wird die Probe erneut verrieben. Danach wird im
Exsikkator abgekuhlt und gewogen. Der Vorgang wird mit jeweils halbstindiger Trocknungszeit
bis zum Erreichen der Massenkonstanz wiederholt (Massenéanderung nicht mehr als 0,1 %). Eine

Massenzunahme bleibt unbericksichtigt, da sie auf Oxidation des Fettes zuriickzufiihren ist.

Literatur

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 LMBG, Nr. L 06.00-3
Rauscher, K.; Engst, R.; Freimuth, U. (REF): Untersuchung von Lebensmitteln, 2. Auflage, VEB
Fachbuchverlag, Leipzig 1986, S. 75
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1.2 Wasserbestimmung in Lebensmitteln nach Karl Fis cher

Grundlagen
Der Wasserbestimmung nach KARL FISCHER liegt die Bunsen-Reaktion zugrunde.

Durch einen Uberschuss von Schwefeldioxid und die Anwesenheit einer Base wird das
Gleichgewicht der Reaktion auf die rechte Seite verlagert und so fir die mafRanalytische

Wasserbestimmung verwendbar.
2H,0+S0O,+ 1, - HySO4+ 2 HI

Der Endpunkt wird elektrochemisch mittels eines so genannten biamperometrischen Verfahrens
indiziert. Es wird ein Kkleiner konstanter Gleichstrom angelegt (1-2 pA). An  der
Platindoppelelektrode lauft folgende Reaktion ab:

Anode: 21 S h+2e

Kathode: Lb+2e - 21T
Vor dem Erreichen des Endpunktes wird das zugeflihrte lod an der Kathode vollstandig zu lodid
reduziert. Es liegt ein irreversibles Redoxpaar vor, die Platinelektroden sind polarisiert
(Polarisationsspannung ca. 200 - 500 mV). Am Titrationsendpunkt befindet sich Giberschissiges
lod in der Losung. Die Anwesenheit des reversiblen Redoxpaares lod/lodid fihrt zu einer
Depolarisation der Platinelektroden, die sich in einem abrupten Spannungsabfall auf3ert. Als
Endpunkt wird eine geringe Spannung, z.B. 25 mV gewahlt. Da sich das Gleichgewicht der Karl-
Fischer-Reaktion nur langsam einstellt, wird die Abschaltung am Endpunkt je nach Gerat, Matrix

und Arbeitsmedium um 5 bis 20 Sekunden verzdgert.

Gerate

Magnetrihrstabchen

Platindoppelelektrode (vom Assistenten)
Karl-Fischer-Titriergefal3 (vom Assistenten)

Kolbenhubpipette, Nennvolumen 20 pL

Chemikalien

Karl-Fischer-L6sung, Einkomponentenreagenz, gebrauchsfertig (vom Assistenten)

Methanol, wasserfrei (vom Assistenten)

Durchfiihrung

Probe: Mehl (vom Assistenten ausgegeben)
Es werden 0,7 bis 0,9 g Mehl genau in einen trockenen 50-mL-Messkolben eingewogen, der
Messkolben wird mit dem getrockneten Methanol bis zur Marke aufgefillt, verschlossen und

durch kraftiges Schiitteln gut durchmischt. (= Probel6sung)
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Vortitration
Zur Beseitigung des Wassers im Titriergefal3, am Magnetriuhrstabchen und der Elektrode werden
20 mL Methanol in das Titriergefal3 einpipettiert und bis zum Endpunkt titriert. Der Verbrauch an

Karl-Fischer-Losung fir diese erste Titration bleibt unbertcksichtigt.

Bestimmung des Blindwertes (Wassergehalt des Lésungsmittels)
20 mL Ldsungsmittel (Methanol) werden in das austitrierte Titriergefal3 eingefillt und bis zum
Endpunkt titriert.

Bestimmung des Titers
Mit einer 20-uL-Kolbenhubpipette werden 20 uL (= 20 mg) Wasser in das austitrierte Medium

einpipettiert. Die Losung wird bis zum Endpunkt titriert.

Titration der Probel6sung
20 mL der Probelésung werden in das austitrierte Medium einpipettiert. Die Losung wird bis zum
Endpunkt titriert.

Anmerkungen
v" Vor Inbetriebnahme und Messung findet eine Einweisung am Gerat statt.

v' Eine Bedienungsanleitung fiir das automatische Titriergerat befindet sich am Gerat.

v Alle benutzten Glasgerate miissen unbedingt trocken sein.

v' Zur Uberprifung der Kolbenhubpipette sollte mehrmals Wasser von Raumtemperatur in ein
kleines Becherglas pipettiert und auf der Analysenwaage ausgewogen werden.

v Die Abfélle der Karl-Fischer-Titration sind gesondert zu entsorgen.

Literatur

Scholz, E.: Karl-Fischer-Titration, Springer Verlag, Berlin, 1984.

Riedel-de Haén: Hydranal®-Praktikum, Wasserreagenzien nach Eugen Scholz fur die Karl-
Fischer-Reaktion, Seelze, 1987.

Isengard, H.-D., Nowotny, M.: Extraktion als Vorbereitung fir die Karl-Fischer-Titration; Dtsch.
Lebensm. Rundschau, 88, 246-251, 1992.

Maier, H. G.: Lebensmittel- und Umweltanalytik, Steinkopff Verlag, Darmstadt, 1990.

Matissek, R., Schnepel, F.-M., Steiner, G.: Lebensmittelanalytik, 2. Auflage, Springer Verlag,
Berlin, 1992.

Jander, G., Jahr, K. F.: MaRRanalyse, 15. Auflage, Walter de Gruyter Verlag, Berlin, 1989.
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2 Fettgehalt in Lebensmitteln und Fettanalytik

2.1 Fettextraktion

2.1.1 Extraktion nach Saure-Aufschluss (Methode nac  h Weibull-Stoldt)

Grundlagen
Durch den S&aureaufschluss mit anschlieRender Soxhlet-Extraktion wird auch der Anteil des
Fettes im Lebensmittel erfasst, welcher chemisch oder adsorptiv an Proteine oder Kohlenhydrate

gebunden vorliegt.

Gerate und Hilfsmittel

Extraktionsapparatur nach Soxhlet mit 250-mL-Schliffkolben
Extraktionshtlsen, entfettet

Faltenfilter, doppelt, mittlerer Porendurchmesser héchstens 5 um
Watte, entfettet

Chemikalien
Extraktionsmittel: n-Hexan oder Petrolether (40-60 C)

Salzsaure, reinst, etwa 25%ig

Durchfihrung
Probe: Wurst (wird vom Assistenten ausgegeben)

Der Kolben des Extraktionsapparates wird mit einigen Siedesteinchen beschickt und 1 h im
Trockenschrank bei 103 £ 2 T getrocknet, im Exsikk ator auf Raumtemperatur abgekuhlt und auf
1 mg genau gewogen. Je nach dem zu erwartenden Fettgehalt (die Auswaage soll unter 3 g
ergeben) werden bis zu 10 g der gut durchgeriihrten Probe in ein trockenes 600-mL-Becherglas
auf 1 mg genau eingewogen, mit 100 mL Wasser und mit 150 mL Salzsaure (etwa 25%ig)
versetzt. Nach Zugabe einiger Siedesteinchen und eines Glasstabes wird das Becherglas mit
einer Uhrglasschale bedeckt, der Inhalt zum Sieden gebracht und unter mehrmaligem Umrihren
30 - 60 min auf kleiner Flamme bei schwachem Sieden gehalten; danach werden ca. 100 mL
heilRes Wasser zugegeben.

Ein Faltenfilter wird im Trichter griindlich mit heiBem Wasser durchfeuchtet und anschliel3end die
noch heilRe Aufschlussfliissigkeit schnell filtriert. Becherglas, Uhrglasschale und Glasstab werden
sorgféaltig mit heiBem Wasser nachgewaschen und im Trockenschrank getrocknet.
Filtrationsrickstand und Filter werden mit heiRem Wasser bis zur Saure- bzw. Chloridfreiheit
ausgewaschen (Prifung des Waschwassers mit pH-Indikatorpapier bzw. Silbernitratlosung) und

1 - 2 h in dem zum Aufschluss benutzten Becherglas bei 103 + 2 T im vorgeheizten
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Trockenschrank getrocknet. Auf grundliche Trocknung ist zu achten, da Feuchtigkeit das
Ergebnis beeintréchtigen kann.

Die trockenen Filter mit dem Riickstand werden in eine Extraktionshilse gegeben. Fettspuren im
Becherglas werden mit in Extraktionsmittel getrankter Zellstoffwatte aufgenommen und ebenfalls
in die Huilse gefigt und diese in den Extraktionsapparat eingesetzt. Der Kolben des
Extraktionsapparates wird mit dem Extraktionsmittel geftillt, die Innenwand des zum Aufschluss
verwendeten Becherglases sowie die Uhrglasschale werden mit Extraktionsmittel abgespilt und
dieses mit in den Extraktionskolben gegeben. Das Gesamtvolumen des Extraktionsmittels soll
etwa das 1,5 - 2fache des Nennvolumens des Extraktionsaufsatzes betragen. Nach Zusammen-
setzen der Apparatur wird der Kolbeninhalt 2 - 4 h auf dem Sand- oder Wasserbad am Sieden
gehalten (darauf achten, dass das Extraktionsmittel immer auf einmal vollstandig ,abhebt” und in

die Vorlage herunterfallt).

Nach der Extraktion wird das Extraktionsmittel abdestilliert. Der Kolben wird in waagerechter
Stellung 1 h im Trockenschrank bei 103 + 2 T getro cknet und nach Abkuhlen im Exsikkator auf
Raumtemperatur auf 1 mg genau gewogen. Der Vorgang wird mit jeweils halbstiindiger
Trocknungszeit bis zum Erreichen der Massenkonstanz (Massendnderung nicht mehr als 0,1 %)
wiederholt. Eine Massenzunahme bleibt unberiicksichtigt; der Berechnung wird in jedem Falle der
niedrigste erhaltene Auswaagewert zugrunde gelegt. Extraktion, Trocknung und Wagung muissen
unmittelbar aufeinander folgen.

Das Ergebnis wird auf eine Stelle nach dem Komma gerundet angegeben.

Anmerkungen

Das Ldsungsmittel wird gesammelt und kann zur Extraktion wieder verwendet werden.

Literatur

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 LMBG, Nr. L 08.00-6

Matissek, R., Schnepel, F.-M., Steiner, G.. Lebensmittelanalytik, 2. Auflage, Springer Verlag,
Berlin, 1992.

Pardun, H.: Analyse der Nahrungsfette, Verlag Paul Parey, Berlin 1976

Rauscher, K.; Engst, R.; Freimuth, U. (REF): Untersuchung von Lebensmitteln, 2. Auflage, VEB
Fachbuchverlag, Leipzig 1986

Schormdller, J. (Hrsg.): Handbuch der Lebensmittelchemie, Bd. 111/2, Springer-Verlag, Berlin 1968
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2.1.2 Extraktion nach ammoniakalischem Aufschluss ( Methode nach R OSE-GOTTLIEB)

Grundlagen
Die Eiweil3stoffe werden durch Behandeln mit Ammoniak aufgeschlossen. Das Fett wird mit Hilfe
organischer Ldsungsmittel extrahiert, von diesen durch Abdampfen oder Destillation befreit und

nach dem Trocknen gewogen.

Geréte
Extraktionsrohr nach Mojonnier (s. Abb.)

Korkstopfen

Chemikalien

Ammoniakldsung, 25%ig
Ethanol, mindestens 94%ig Extraktionsrohr nach
Diethylether, Siedepunkt 34 - 35 C, peroxidfrei MOJONNIER
Petrolether, Siedebereich 40 - 60 T

Phenolphthaleinlésung

Durchfihrung

Probe: Kondensmilch (vom Assistenten ausgegeben)

Ein mit einigen Siedesteinchen versehener Rundkolben wird im Trockenschrank 1 h lang
getrocknet. Nach 1 h Abkihlen an der Luft im Wéageraum wird er auf + 1 mg gewogen. VVon der zu
untersuchenden Probe werden etwa 10 g auf + 1 mg in das Extraktionsgefal3 eingewogen.

Es werden 2 mL Ammoniakldsung zugegeben, innerhalb von 30 sec gemischt, dann 10 mL
Ethanol zugegeben und erneut durchgemischt. Zum besseren Erkennen der Phasentrennung
kénnen 2 Tropfen Phenolphthaleinlosung zugegeben werden. Zum Durchmischen wird das
Extraktionsrohr mit einem angefeuchteten Korkstopfen verschlossen (Die Korkstopfen werden in
Wasser aufgekocht und stets unter Wasser aufbewahrt). Es werden 25 mL Diethylether und nach
kurzem Schiitteln 25 mL Petrolether zugegeben. Das Extraktionsgefal3 wird wieder verschlossen
und 30 s lang unter gelegentlichem Umstiirzen geschittelt. Es wird stehengelassen, bis die
Diethylether/Petroletherphase klar geworden ist und sich vollstdndig von der wassrigen Phase
getrennt hat. Nach Entfernen des Stopfens wird soviel wie mdglich von der organischen Phase in
den Rundkolben dekantiert. Es wird noch zweimal extrahiert, indem der beschriebene
Arbeitsgang mit je 15 mL Diethylether und Petrolether wiederholt wird.

Das Losungsmittel wird abdestilliert und der Rundkolben wird liegend etwa 1 h im
Trockenschrank bei 102 + 2,5 T getrocknet. Zum Abk Uhlen an der Luft wird der Kolben 1 h lang
stehengelassen und anschlieRend auf + 1 mg gewogen. Das Trocknen wird jeweils 60 min lang

fortgesetzt, bis die Gewichtsabnahme weniger als 1 mg betréagt.
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Zur Kontrolle der verwendeten Chemikalien ist nach der gegebenen Arbeitsvorschrift ein
Blindversuch durchzufiihren, wobei anstelle des Milchproduktes 10 mL Wasser zugegeben
werden. Ein hierbei ermittelter Blindwert ist festzuhalten und bei der Analysenberechnung zu

bertcksichtigen. Er darf 1 mg nicht Uberschreiten.

Die Differenz der Ergebnisse der beiden Bestimmungen darf bei Vollmilch, teilentrahmter Milch,
Magermilch, Buttermilch, Molke 0,03 g Fett in 100 g der Probe und bei Sahne und Schlagsahne
0,2 g Fett in 100 g der Probe nicht Uberschreiten (= Wiederholbarkeit r / r = 0,20 g fur Sahne,
Schlagsahne). Als Ergebnis ist das arithmetische Mittel der beiden Bestimmungen auf 2 Stellen

hinter dem Komma anzugeben.

Literatur

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 LMBG, Nr. L 01.00-9

Matissek, R., Schnepel, F.-M., Steiner, G.: Lebensmittelanalytik, 2. Auflage, Springer Verlag,
Berlin, 1992.

Rauscher, K.; Engst, R.; Freimuth, U. (REF): Untersuchung von Lebensmitteln, 2. Auflage, VEB
Fachbuchverlag, Leipzig 1986

Schormdller, J. (Hrsg.): Handbuch der Lebensmittelchemie, Bd. 11l/1, Springer-Verlag, Berlin 1968
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2.2 Fettchemische Kennzahlen

Die lod- und Verseifungszahl werden mit einem vom Assistenten ausgegebenen Ol/Fett
durchgefiihrt, welches auch der gaschromatographischen Bestimmung der Fettsauremethylester
(FSME) (s. 8.3) dient. Zur Bestimmung der Halbmikrobuttersdaurezahl wird ebenfalls eine Probe

vom Assistenten ausgegeben.

2.2.1 lodzahl (Methode nach H. P. K AUFMANN)

Grundlagen

Die lodzahl (1Z) gibt die Teile Halogen (berechnet als elementares lod) an, die 100 Teile Fett
unter bestimmten Bedingungen zu binden vermdgen. Sie beruht auf der Anlagerung von Halogen
an die Doppelbindungen der Fettsauren bzw. Fettsaurereste und bildet somit ein Mal3 fir den
Gehalt eines Fettes an ungesattigten Verbindungen. Zur Bestimmung der lodzahl kdnnen
verschiedene Vorschriften (Methode nach KAUFMANN, W1Js oder HANUSZ) angewandt werden. Je
nach Methode variiert die erhaltene lodzahl in gewissen Grenzen, weshalb das angewandte

Verfahren stets anzugeben ist.

Chemikalien

Dichlormethan, p.a.

Natriumthiosulfat-MaR3lésung, ¢ = 0,1 mol / |

Methanolische Bromlosung (ca. 0,1 mol/L): 5,2 mL Brom in 1000 mL wasserfreiem, mit
Natriumbromid (vorgetrocknet bei 130 ) gesittigte m Methanol I6sen; ABZUG!!! (dunkel
einen Monat haltbar)
TIPP: frisch ansetzen und 3 — 4 Tage vor der ersten Benutzung dunkel lagern

Kaliumiodidlosung (10% w/w)

Starkeldsung (1% wiw)

Durchfiihrung
Erwartete lodzahl Einwaage in g
0- 20 05-1,0
20 - 60 0,3-0,5
60 - 120 0,2
> 120 0,10-0,12

Die Halogenlésung muss in einem derartigen Uberschuss vorhanden sein, dass die (brig

bleibende Halogenmenge etwa der aufgenommenen entspricht. Deshalb richtet sich die GroRRe
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der Einwaage nach der zu erwartenden lodzahl und ist oben genannter Aufstellung zu
entnehmen.

Das Fett wird in einen lodzahlkolben eingewogen und in 10 mL Dichlormethan gel6st. Dann lasst
man genau 25 mL der Bromlésung zuflieRen, wobei ein Teil des Natriumbromids ausfallt. Hierauf
lasst man 30 min, bei Fetten mit hoher lodzahl 2 h, im Dunkeln stehen. Nach Hinzu-figen von 15
mL Kaliumiodidlésung (10 %) titriert man mit 0,1 molarer Natriumthiosulfatlésung (Starkelésung

als Indikator). Gleichzeitig wird in gleicher Weise ein Blindversuch angesetzt.

Anmerkungen
Bei sehr niedrigen lodzahlen (< 5) ist es oft ratsam, eine hdohere Einwaage als angegeben zu

wahlen. Dabei kann es erforderlich werden, dass auch die Menge des Ldsungsmittels erhdht
werden muss, was bei dem Blindversuch entsprechend zu beriicksichtigen ist.

Fettkennzahlen unterliegen starken regionalen und klimatischen Schwankungen, eine ermittelte
Fettkennzahl ist stark von der angewandten Variante oder genauen Durchflihrung abhangig; dies
muss bei der Beurteilung des Fettes berlicksichtigt werden. Im Protokoll kann somit nur eine
Auswahl moglicher Fette angegeben werden, weitere Fettkennzahlen (Hydroxylzahl, Saurezahl,
Peroxidzahl, evtl. Gesamtzahl und Restzahl) sowie die Zusammensetzung und Menge des

Unverseifbaren kénnen zusatzliche Informationen tber die Identitéat geben.

Literatur

Deutsche Gesellschaft fur Fettwissenschaft (Hrsg.): DGF-Einheitsmethoden C - V 11 b (53),
Wissenschatftl. Verlagsges., Stuttgart
Pardun, H.: Analyse der Nahrungsfette, Verlag Paul Parey, Berlin 1976
Matissek, R., Schnepel, F.-M., Steiner, G.: Lebensmittelanalytik, 2. Auflage, Springer Verlag,
Berlin, 1992
Rauscher, K.; Engst, R.; Freimuth, U. (REF): Untersuchung von Lebensmitteln, 2. Auflage, VEB
Fachbuchverlag, Leipzig 1986
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2.2.2 Verseifungszahl (VZ) (Emulsionsmethode)

Grundlagen
Die Verseifungszahl (VZ) bezeichnet die Menge an KOH in mg, die notwendig ist, um die in 1 g

Fett enthaltenen freien Fettsauren zu neutralisieren und die Ester zu verseifen. Sie dient zur

Charakterisierung und Reinheitsprifung.

Chemikalien
Ethanolische Kaliumhydroxidldsung: 35 g Kaliumhydroxid in 20 mL Wasser l6sen + Ethanol ad

1 L Ethanol folgendermaf3en reinigen: 10 g Kaliumhydroxid + max. 5 mL H»O ad lig. + 1 L

Ethanol + 5 g Zinkstaub, 2 h Ruckfluss, destillieren. Einen Tag verschlossen stehen lassen,
dann schnell in eine braune Flasche mit Gummistopfen dekantieren.

Salzsaure, ¢ = 0,5 mol/L

Durchfiihrung

Etwa 2 g Fett werden auf 5 mg genau eingewogen und mit 25 mL 0,5 M ethanolischer Kalium-
hydroxidldsung 60 min lang unter Ruckflusskiihlung gekocht. Die noch heile Lésung versetzt
man mit einigen Tropfen Phenolphthalein-Lésung und titriert mit wassriger 0,5 M Salzsaure den

Laugeniberschuss zuriick. Unter gleichen Bedingungen wird ein Blindversuch durchgefihrt.

Anmerkung
Wenn der Umschlagspunkt von Phenolphthalein schlecht zu erkennen ist (z. B. bei dunklen

Fetten), kann als Indikator Thymolphthalein oder Alkaliblau-6-B eingesetzt werden.
Die lodzahl und die Verseifungszahl missen vor der gaschromatographischen Bestimmung der

Fettsauremethylester (8.3) bestimmt werden.

Literatur

Deutsche Gesellschaft fur Fettwissenschaft (Hrsg.): DGF-Einheitsmethoden C - V 3 (77),
Wissenschaftl. Verlagsges., Stuttgart

Pardun, H.: Analyse der Nahrungsfette, Verlag Paul Parey, Berlin 1976

Matissek, R., Schnepel, F.-M., Steiner, G.. Lebensmittelanalytik, 2. Auflage, Springer Verlag,
Berlin, 1992.

Schormiller, J. (Hrsg.): Handbuch der Lebensmittelchemie, Bd. IV, Springer-Verlag, Berlin 1969
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2.2.3 Halbmikro-Buttersdurezahl (HBsZ)

Grundlagen
Die Halbmikro-Buttersaurezahl (HBsZ) gibt an, wie viel mL 0,01 M Alkalilauge zur Neutralisation

der aus 0,5 g Fett erhaltenen, in mit Kaliumsulfat geséttigter schwefelsaurer Losung loslichen,
flichtigen Fettsduren erforderlich sind. Die Halbmikro-Buttersdurezahl erfasst nicht nur die
Buttersaure, sondern auch einen kleinen Anteil der nachsthéheren Homologen. Buttersdure ist in
Lebensmittelfetten ausschlie3lich in Milchfett enthalten, die HBsZ ist somit indirekt ein Mal3 fir
den Anteil an Milchfett in der Probe und damit ein Qualitatskriterium fir Milchfetterzeugnisse.

Nach Verseifen des Fettes werden die durch Ansauern der Seife freigesetzten wasserléslichen,
fluchtigen Fettsauren abdestilliert und im Destillat mit Natronlauge titriert. Da die Fettsauren sich
in ihrer Loslichkeit und Flichtigkeit gegenseitig beeinflussen, wird zur besseren Erhaltung
konstanter Bedingungen gesattigte Kaliumsulfatldsung (zum Aussalzen der héheren Fettsauren)

und Kokosseifenldsung(zur Sattigung des Gemisches mit mittelkettigen Fettsduren) hinzugeflgt.

Gerate

Destillationsapparatur

Roéhrchen nach BECKEL: 11,0 mL und 12,5 mL 12,5 ml
Chemikalien 5 mi
Kieselgur

Glycerin

. 12,5 mL-Rdhrchen nach BECKEL
Phenolphthalein

Alkoholische Kaliumhydroxidlosung: 40 mL Kaliumhydroxidlésung (48 Gew.-%) und 40 mL
Wasser mit 96%igem Ethanol auf 1000 mL auffillen. Der Gehalt an Lauge muss unbedingt
jedes Mal kontrolliert werden (Titration gegen Phenolphthalein; 5 mL Lauge soll 25 - 27 mL 0,1
M Salzsaure verbrauchen).

Gesattigte Kaliumsulfatlosung (bei 20 € etwa 10 g K,SO, in 100 g wassriger Losung)

Kokosseifenldsung: 100 g Kokosfett mit 100 mL Glycerin und 40 mL Kaliumhydroxidlésung
(75%ig) in einem 1-L-Kolben bis zur klaren Losung erhitzen; nach kurzem Stehen mit Wasser
auf 1 L auffillen.

Natriumhydroxid-Maf3lésung, ¢ = 0,01 mol/L

Durchfiihrung

Probe: Butter (vom Assistenten ausgegeben)

Verseifung:
In einen 50-mL-Stehkolben (NS 29) werden 500 - 520 mg frisch geschmolzenes Fett genau
eingewogen, 5,0 mL alkoholische Kaliumhydroxidldsung sowie Siedesteinchen hinzugeflgt, und

unter Ruckfluss 15 min lang zum leichten Sieden (Wasserbad) erhitzt. Das Fett muss geldst und
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verseift sein. Dann wird 1,0 mL Glycerin hinzugefiigt und weitergekocht, bis der Alkohol
groltenteils verdampft ist (starkeres Schaumen). AnschlieRend werden im Trockenschrank bei

100 < letzte Alkoholreste aus dem liegenden Kolben verdampft.

Freisetzen der Fettsauren:

Zur heiBen Seife werden sofort 15,0 mL Kaliumsulfatldsung unter kraftigem Umschiitteln
zugefugt. Der Kolben wird verschlossen und umgeschwenkt bis die Seife gleichmafig verteilt ist;
bei zahen Seifen evtl. nochmals kurz im Trockenschrank erwérmen.

Nachdem der Kolben im Wasserbad bei 20 C temperiert wurde, werden nacheinander unter
Umschutteln 0,5 mL 25%ige Schwefelsaure, 1,0 mL Kokosseifenlésung und ca. 0,1 g Kieselgur
hinzu gegeben. Daraufhin wird erneut 5 min in einem 20 T-Wasserbad temperiert, der
Kolbeninhalt (V; = 17,5 mL) kraftig geschittelt und durch ein Faltenfilter (O = 9 cm) in ein Beckel-
Roéhrchen filtriert, bis das Filtrat 12,5 mL (= V) betrdgt [der Filterriickstand darf etwas

ausgepresst werden (vorsichtig mit Reagenzglas 0.a.)].

Destillation:
Das Filtrat wird in einen 100-mL-Stehkolben Uberfiihrt und das Beckel-Réhrchen wird mit 5,0 mL
frisch ausgekochtem Wasser nachgespluilt. Nach Zugabe einiger Siedesteine werden 11,0 mL in

die Vorlage abdestilliert.

Titration:

Das Destillat wird quantitativ in einen Erlenmeyerkolben tberfuhrt, mit 1 - 2 Tropfen 1%iger
Phenolphthaleinlésung versetzt und mit 0,01 M Natriumhydroxid-Maf3l6sung bis zur bleibenden
Rosafarbung titriert.

Ein Blindversuch mit 500 mg Kakaofett wird ebenso wie der Hauptversuch behandelt.

Literatur

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 LMBG, Nr. L 18.00-1

Deutsche Gesellschaft fur Fettwissenschaft (Hrsg.): DGF-Einheitsmethoden C - V 9a (51),
Wissenschaftl. Verlagsges., Stuttgart

Matissek, R., Schnepel, F.-M., Steiner, G.: Lebensmittelanalytik, 2. Auflage, Springer Verlag,
Berlin, 1992.

Pardun, H.: Analyse der Nahrungsfette, Verlag Paul Parey, Berlin 1976

Rauscher, K.; Engst, R.; Freimuth, U. (REF): Untersuchung von Lebensmitteln, 2. Auflage, VEB
Fachbuchverlag, Leipzig 1986

Schormiller, J. (Hrsg.): Handbuch der Lebensmittelchemie, Bd. IV, Springer-Verlag, Berlin 1968
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3 Proteingehalt von Lebensmitteln

3.1 Stickstoffbestimmung nach K JELDAHL

Grundlagen
Die Probe wird mit konzentrierter Schwefelsdure in Gegenwart von Katalysatoren (hier: Selen-

reaktionsgemisch) oxidativ aufgeschlossen, wobei Proteine und Aminosauren zu Ammonium-
sulfat umgesetzt werden. In alkalischem Medium wird aus dem Ammoniumsulfat Ammoniak
freigesetzt. Dieses wird mittels Wasserdampfdestillation in eine borsdurehaltige Vorlage
Ubergetrieben und durch acidimetrische Titration bestimmt. Aus dem Verbrauch lasst sich unter
Berucksichtigung des Stickstoff-Aquivalentes und des proteinspezifischen Umrechnungsfaktors

der Proteingehalt der Probe berechnen.

Gerate

Kjeldahlkolben mit Glasbirne

Aufschlussblock (Heizblock mit Spirale)

Destillationsapparatur nach PARNAS und WAGNER (s. Abb. néchste Seite)

Chemikalien

Selenreaktionsgemisch

Schwefelsaure, konzentriert

Natronlauge, 33% (g/v)

Borséaure, 4% (g/v)

Salzsaure-Ldsung, 0,1M

Tashiro-Indikator: 10 mL 0,03%ige LOsung von Methylrot in 70%igem Ethanol und 1,5 mL
0,1%ige Losung von Methylenblau in 70%igem Ethanol (nur etwa 1 Woche haltbar)

Durchfihrung
Probe: Wurst (wird vom Assistenten ausgegeben)

Vor der Durchfihrung ist die Absauganlage auf Funktionsfahigkeit zu tberprufen.

Aufschluss (im Abzug durchzufiihren, Absauganlage ist aufgebaut)

1 g homogenisierte Wurstprobe werden eingewogen und in den Kjeldahlkolben Uberfuhrt. Nach
Zugabe von ca. 2 g Selenreaktionsgemisch, 20 mL konz. Schwefelsaure und einigen Glasperlen
wird die Glasbirne auf den schrag gestellten Kolben aufgesetzt. Der Kolben wird auf dem
Heizblock erst langsam, bis das Schdumen nachlasst, dann stark erhitzt.

Der Aufschluss ist vollstandig, wenn die Lésung klar und farblos oder hellgriin ist (mehrere
Stunden bis Tage). Es wird weitere 30 min erhitzt und der Aufschluss dann zum Abkihlen

stehengelassen. Zum Aufschluss werden vorsichtig (!!) etwa 50 mL dest. Wasser zugegeben und

16/86



Lebensmittelchemisches Praktikum Universitat Hamburg

die Losung dann unter Nachsptilen mit Wasser quantitativ in einen 100 mL Messkolben tberflhrt,

der mit Wasser aufgefillt wird.

Destillation

In die Destillationsapparatur nach PARNAS und WAGNER
werden 25 mL der verdiinnten Aufschlusslosung, 1 - 2 Tropfen
Tashiro-Indikator sowie 100 mL Wasser gegeben und die
Wasserkihlung eingeschaltet. Von oben werden 50 mL
33%ige  Natronlauge zugeben. Dabei muss eine

Unterschichtung vermieden werden, da es sonst zu heftigen

Siedeverziigen kommen kann (evtl. etwas schitteln). Der

Auslauf der Destillationsbriicke muss in die Vorlage

eintauchen, welche ca. 50 mL 4%ige Borsaure und 2 Tropfen

Tashiro-Indikator enthalten soll. Es werden 30 - 50 mL

Uberdestilliert; die Destillationsdauer soll maximal 30 min Destillationsapparatur nach
betragen. Dann wird die Vorlage gesenkt, der Auslauf PARNAS und WAGNER

abgespult und noch 1 min destilliert.

Titration
Die Vorlagenlésung wird mit 0,1M HCI bis zum Farbumschlag des Tashiro-Indikators nach grau

titriert.

Abhangig vom Aminosauremuster ergeben sich flr verschiedene ,Proteinarten” unterschiedliche
Anteile des Stickstoffs am Protein. Da aber der Stickstoffgehalt innerhalb einer "Proteinart” nur in
engen Grenzen schwankt, kann der Proteingehalt nach Aufschluss der Probe und Bestimmung
des Gesamtstickstoffgehaltes unter Zuhilfenahme eines proteinspezifischen Umrechnungsfaktors
berechnet werden.

Tabelle der Umrechnungsfaktoren (U):

Protein U

Uneinheitliche Proteingemische 6,25
Fleisch, Eier, Fisch, Mais, Leguminosen, Getreide, Gemuse, Obst 6,25
Milch- und Milchprodukte 6,38
Reis 5,95
Olsaaten, Niisse 5,40
Gelatine 5,55
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Anmerkungen

Der Aufschluss nach KJELDAHL erfasst organisch gebundenen Stickstoff, d. h., er ist nicht
spezifisch fur Proteine und Aminosauren. Es werden auch andere stickstoffhaltige Verbindungen
(Nichtproteinverbindungen) aufgeschlossen, wobei deren Umsetzung aber nicht immer quantitativ
verlauft und/oder nicht immer zum Ammoniumsalz fiihrt. Der Anteil derartiger Substanzen in
Lebensmitteln sollte aber vernachlassigbar gering sein, sodass diese Bestimmungsmethode ein

hinreichend genaues Ergebnis fiir den Gesamtproteingehalt liefert.

Literatur

Rauscher, K., Engst, R., Freimuth, U.: Untersuchung von Lebensmitteln, 2.Auflage, VEB
Fachbuchverlag Leipzig, 1986
Amtl. Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 LMBG, Nr. L 06.00-7
Matissek, R., Schnepel, F.-M., Steiner, G.: Lebensmittelanalytik, 2. Auflage, Springer Verlag,
Berlin, 1992.
Lebensmittelchem. Gerichtl. Chem. 34, 70-72, 1980
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3.2 Hydroxyprolingehalt in Fleisch und Fleischerzeu gnissen

Grundlagen

Die Probe wird durch saure Hydrolyse aufgeschlossen. Das dadurch aus dem Bindegewebs-
eiweill freigesetzte Hydroxyprolin wird nach Abtrennung des Fettes unter Verwendung von
Chloramin T oxidiert. Das Oxidationsprodukt bildet mit 4-Dimethylaminobenzaldehyd eine rot
gefarbte Verbindung. Die Absorption der diese Verbindung enthaltenden Messlésung wird bei

558 nm photometrisch vermessen. Sie ist der Hydroxyprolinkonzentration proportional.

Gerate

Wasserbad

Glaskuvetten, Schichtdicke 1cm
Spektralphotometer
Schliffstopfenreagenzglaser, graduiert

Thermometer

Chemikalien

Salzséure-Lésung, 6 M

Petrolether 60/80

Pufferldsung (pH 6,8): 26,0 g Citronensaure-Monohydrat, 14,0 g Natriumhydroxid-Platzchen und
78,0 g Natriumacetat (wasserfrei) in 750 mL Wasser und 250 mL 1-Propanol (bei 4 < etwa 2
Monate haltbar)

L-Hydroxyprolin-Stammlésung I: ¢ = 60 mg/100 mL in Wasser

L-Hydroxyprolin-Stammldsung II: aus Stammlésung I; ¢ = 3 mg/500 mL in Wasser

L-Hydroxyprolin-Standardldsungen: aus Stammldsung Il; ¢ = 0; 30; 60; 90; 120 pg/100mL in
Wasser (bei 4 T etwa 2 Monate haltbar)

Oxidationsreagenz: 0,7 g Chloramin T Trihydrat in 50 mL Pufferlésung (bei 4 T und im Dunkeln
etwa 1 Woche haltbar)

Farbreagenz: 4,0 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd in 14 mL 60%iger Perchlorsaure, langsam
26 mL 2-Propanol geben (Herstellung erst am Tag der Verwendung und nur soviel, wie
bendotigt wird)

Durchfiihrung
Probe: Wurst (wird vom Assistenten ausgegeben)

Es wird eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. AuRerdem ist eine Kalibriergerade zu erstellen.
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Hydrolyse
4 g der homogenisierten Probe werden in einen 100-mL-Rundkolben eingewogen. Nach Zugabe
von 30 mL 6 M Salzsaure und einigen Siedesteinen wird der Ansatz auf dem Sandbad bis zum

schwachen Sieden erhitzt und 8 h unter Riickfluss gekocht.

Entfettung

Das Hydrolysat wird quantitativ mit Wasser in einen 250-mL-Messkolben Uberfihrt und 5 mL
Petrolether dazu gegeben. Der Kolben wird mit Wasser aufgefiillt, wobei die Petrolether-Schicht
oberhalb der Marke liegen soll. Nach griindlicher Durchmischung und Absetzenlassen wird die
Petrolether-Schicht durch Absaugen mit einer Pasteurpipette entfernt und verworfen. 5,0 mL des
verdinnten Hydrolysates werden in einen 250-mL-Messkolben (berfihrt und mit Wasser
aufgefillt.

Bei fettfreien Proben kann auf die Petrolether-Behandlung verzichtet werden.

Derivatisierung/Farbreaktion

4,0 mL der Verdiinnung werden in ein Schliffstopfenreagenzglas pipettiert und 2 mL Oxidations-
reagenz zugegeben. Nach grundlicher Durchmischung wird der Ansatz 20 £ 1 min bei Raum-
temperatur stehen gelassen. Dann werden 2 mL Farbreagenz zugegeben und nach Mischung
genau 15 min bei 60 + 0,5 € im Wasserbad inkubiert. Anschlielend wird d as Schliffstopfen-
reagenzglas unter flieBendem Leitungswasser mind. 3 min abgekuhlt. Nach 30 min Standzeit bei
Raumtemperatur erfolgt die photometrische Messung der Absorption der Lésung bei 558 nm in
der Glaskuvette. Die angegebenen Bedingungen sind genau einzuhalten. Ebenso miissen

Derivatisierung, Farbreaktion und Messung ohne Unterbrechung in einem Arbeitsgang erfolgen.

Kalibriergerade
Durchfihrung wie oben beschrieben, anstelle des verdinnten Hydrolysates sind jeweils 4 mL der
Hydroxyprolin-Standardlésungen einzusetzen.

Berechnung des Bindegewebsgehaltes

Vorbemerkung

Bindegewebsproteine (Elastin und Kollagen) weisen ein anderes Aminosauremuster als die
anderen Fleischproteine auf. Kennzeichnend fir das Kollagen sind die hohen Gehalte an Glycin,
Prolin, Hydroxyprolin sowie 5-Hydroxylysin. Hydroxyprolin kommt fast ausschliellich in
Bindegewebe vor. In kollagenem Bindegewebe betrégt der mittlere Hydroxyprolinanteil 12,4 %.
Der Hydroxyprolingehalt einer Probe kann daher als Mafstab fir den Gehalt an Bindegewebe
dienen und damit als Berechnungsgrundlage fur den BEFFE-Wert (bindegewebseiweil3freies
Fleischeiwei3), welcher ein wichtiges Kriterium fir die Qualitdt von Fleisch und

Fleischerzeugnissen nach den entsprechenden Leitsatzen darstellt.
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Der kollagene Bindegewebsanteil der Probe BG4pg errechnet sich nach:
BGaps = 8 » HyP
BGgps = kollagener Bindegewebsanteil bezogen auf die Probe [%]

HyP = Hydroxyprolingehalt der Probe in %

Von groRerer Bedeutung in Bezug auf eine Qualitdtsbewertung sind der auf das Gesamtprotein

bezogene Bindegewebsanteil BG,g| sowie der BEFFE-Wert. Sie berechnen sich nach:

_ _BGaps A
BGret =—5~ 100 bzw. BEFFE[%] = P -BGas
BGrel = kollagener Bindegewebsanteil in %, bezogen auf das Gesamtprotein

BGaps = kollagener Bindegewebsanteil in %, bezogen auf die Probe

P = Gesamtproteingehalt der Probe in %, ermittelt nach 3.1

Anmerkung

Die aufgefiihrte BEFFE-Berechnung ist nur eine vereinfachte Naherung, da korrekterweise auch
noch andere stickstoffhaltige Verbindungen wie Fremdproteine (Nichtfleischproteine, z.B.
Sojaprotein) und stickstoffhaltige Nichteiweil3-Verbindungen (z.B. Harnstoff) zu berticksichtigen

waren.

Literatur

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 LMBG, Nr. L 06.00-8
Rauscher, K., Engst, R., Freimuth, U. (REF).: Untersuchung von Lebensmitteln, 2. Auflage, VEB
Fachbuchverlag Leipzig, 1986
Matissek, R., Schnepel, F.-M., Steiner, G.. Lebensmittelanalytik, 2. Auflage, Springer Verlag,
Berlin, 1992.

Leitsatze fur Fleisch- und Fleischerzeugnisse i. d. F. vom 31.1.1994, Beck’sche Textsammlung
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3.3 Nachweis von Ei- und Milchproteinen in Lebensmi tteln mittels
diskonti-nuierlicher  Natriumdodecylsulfat-Polyacryl amidgelelektrophorese
(Disk-SDS-PAGE)

Grundlagen
a) Proteinbestimmung nach Bradford

Die Quantifizierung des Proteingehaltes der Extrakte erfolgt nach einer photometrischen
Methode. Als Farbreagenz wird Coomassie Brilliant Blue G 250 verwendet. Das Prinzip beruht
auf der Anlagerung der negativ geladenen Farbstoffmolekiile an die Aminogruppe der Proteine.
Der Protein-Farbstoffkomplex, der die Farbanderung von rot zu blau bewirkt, wird bei 590 nm
photometrisch vermessen. Die quantitative Bestimmung erfolgt Uber eine Rinderserumalbumin-
(BSA)-Kalibriergerade.

b) DISK-SDS-PAGE

Die Elektrophorese beruht auf der Wanderung elektrisch geladener Teilchen in einem
elektrischen Gleichstromfeld. Die geladenen Teilchen wandern jeweils zu der Elektrode mit
entgegengesetzter Ladung. Die so genannte SDS-Elektrophorese stellt eine spezielle Variante
dar. Die Trennung erfolgt ausschlief3lich nach MolekuilgréRe. Die Eigenladung von Proteinen wird
durch die Beladung mit dem anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) so effektiv
unterdriickt, dass fir alle Proteine ein einheitliches Ladungs-Masse-Verhéltnis resultiert. Durch
reduzierende Thiolverbindungen (2-Mercaptoethanol) werden die Disulfidbriicken der Proteine
gespalten, was zu einer Auffaltung der Proteine und somit zu einer einheitlichen Micellenform
fuhrt. Die elektrophoretische Trennung wird unter Verwendung eines so genannten restriktiven
Gels durchgefiihrt. Aufgrund der engen Poren des Gels werden die kleineren Micellen weniger
bei der Wanderung durch das Gel behindert als die groRReren. Die Geschwindigkeit der
Wanderung ist somit dem Molekulargewicht proportional. Das verwendete Gel ist ein Polyacryl-
amidgel, welches durch Copolymerisation von Acrylamid-Monomeren mit dem Vernetzer N,N’-
Methylbisacrylamid hergestellt wird. Die fiir die Trennleistung des Gels mafigebende PorengrofRe
kann sowohl tber die Totalacrylamidkonzentration als auch tber den Vernetzungsgrad exakt und
reproduzierbar eingestellt werden. Bei dem hier verwendeten Trennsystem handelt es sich um
ein diskontinuierliches System aus einem weitporigen Sammelgel (pH 6.8) und einem engporigen
Trenngel (pH 8.8). Hierdurch wird zum einen das Aggregieren und Préazipitieren von Proteinen
beim Eintritt in die Gelmatrix verhindert und zum anderen eine hohe Bandenschérfe erzielt. Die
Proteinbanden kdonnen im Gel unspezifisch entweder durch eine kolloidale Coomassie-Farbung
durch die Anlagerung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 als blaue Banden, oder
mittels Silberfarbung als dunkle Banden sichtbar gemacht werden. Bei der Silberfarbung binden
zunachst Silberionen an die Proteine, welche anschlieend zu elementarem Silber reduziert und

somit als gelbbraune Banden sichtbar werden.
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Reagenzien

Proteinbestimmung nach Bradford

Lésung 1 10 mL Ethanol (96 %)
20 mL Phosphorséaure (88 %)
35 mg Coomassie Serva Blue G
Losung 2 3 mL Losung 1

3 mL Phosphorsaure (88 %)
1,5 mL Ethanol (96 %)
42.5 mL bidest. Wasser

Die L6sung wird bei RT unter Lichtausschluss aufbewahrt

Standardlésungen

400 ug BSA/ mL
300 pg BSA/ mL
200 pg BSA/ mL
100 pg BSA / mL

50 ug BSA/ mL

Probenvorbereitung

Probenpuffer (pH 6,8)

3,03 g Tris

2,5 mL 3-Mercaptoethanol

5,0 mL Glycerin

2,09 SDS

0,01 g Bromphenolblau

150 pL Pyronin Y-Lésung (1%ig in Wasser, w:v)

40 mL bidest. Wasser

Ldsung mit 4 M HCI auf pH 6,8, ad 50 mL mit bidest.Wasser

Molekulargewichtsmarker

Protein Molekulargewicht [kDa]
a-Lactalbumin 14,4
Trypsininhibitor 20,1
Carboanhydrase 30,0
Ovalbumin 43,0
Rinderserumalbumin 67,0
Phosphorylase 94,0
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Silberfarbung nach HEUKESHOVEN und DERNICK (1986)

Schritt Ldsung V [mL] Zeit [min]

Fixieren 15 mL Ethanol 50 30 min
5 mL Eisessig
mit dest. Wasser ad 50 mL

Inkubieren |75 mL Ethanol 50 30 min
17,00 g Natriumacetat oder Uber
ad 250 mL mit dest. Wasser Nacht
unmittelbar vor Anwendung zugeben:

0,50 g Na,S,03 * 5 H,O
1,25 mL Glutardialdehyd

Waschen |bidest. Wasser 550 55

Versilbern |0,5 g AgNO; 50 20
50 uL Formaldehyd (37 Gew.-%)

Entwickeln |25 g Na,COs 250 1, abgielRen
mit bidest. Wasser ad 1000 mL 3-10 (je nach
pH 11,8 (einstellen mit NaHCO53) Intensivitat
unmittelbar vor Anwendung: der Farbung)
300 mL Entwicklungslésung und 30 pL Formaldehyd
(37 Gew.-%) zusammengeben

Stoppen 18,6 g Titriplex (EDTA) mit bidest. Wasser ad 1000 mL 50 10

Durchfiihrung

1. Probenvorbereitung

Die Probe wird homogenisiert, in ein Pyrexglas eingewogen und mit PBS-Lésung extrahiert.

Anhand von Proteingehalt-Literaturwerten fur die jeweiligen Proben und Referenzsubstanzen sind

entsprechend die Extrakte herzustellen. Die Gesamtproteinkonzentration des Extraktes soll

ca. 10 mg/mL betragen.

Die Aufarbeitung der Referenzproben erfolgt entsprechend.

Mittels Proteinbestimmung nach Bradford werden bei den Proben und den Referenzsubstanzen

die Proteingehalte bestimmt und auf 250 pg/mL eingestellt.

2. Reduktion der Proteine

Die mit Probenpuffer versetzten Proben und Referenzsubstanzen werden fiir 3 min in einem

Wasserbad auf 90 € erhitzt, um die Proteine zu red uzieren und mit dem Aniontensid SDS zu

belegen.

3. Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE

Ein Fertiggel wird in die Trennkammer eingesetzt und Trennpuffer dazugegeben. 20 uL Proben-,

Referenz- und Markerlésung werden aufgegeben und die Elektrophoresekammer verschlossen.

Der Lauf wird beendet, wenn der im Probenpuffer enthaltene Farbstoff die Anode erreicht hat.
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4. Silberfarbung
Die Durchfihrung der Farbung erfolgt nach obiger Beschreibung.

5. Auswertung

Beispielhafte Auswertung anhand von Milch- und Eiprodukten:

Milchproteine:

Bei 67 kDa ist das Rinderserumalbumin (BSA) zu erkennen. Anschliel3end folgen die Caseine mit
a-Casein, pB-Casein und y-Casein. Im niedrigen Molekulargewichtsbereich sind die
Molkenproteine [3-Lactoglobulin und a-Lactalbumin zu erkennen. Bei der untersuchten Probe
kann durch Betrachten des Proteinmusters auf das eingesetzte Milchprodukt geschlossen
werden. Wurde beispielsweise ausschlief3lich Molkenpulver eingesetzt, sind keine Caseine
detektierbar.

Eiproteine:

In Abb. 3 sind folgende Eiklarproteine dargestellt: Bei 76 kDa ist das Ovotransferrin, bei 43 kDa
das Ovalbumin, bei 30-40 kDa das Ovomucoid und bei 14 kDa ist das Lysozym zu erkennen. Die
Eidotterproteine sind nicht klar detektierbar, da es sich hierbei um Lipoproteine handelt, die sich
mittels SDS-PAGE nicht reproduzierbar trennen lassen. Meist werden auch bei ausschlief3lichem
Einsatz von Eigelb die Eiklarproteine detektiert, da die verfahrenstechnische Trennung nicht von
ausreichender Sauberkeit ist.

94 kD
67 kD

43 kD
J0kD
20 kD

14 kD

Abb. 3. Ei- und Milchstandardproteine nach Trenmumg mittels Disk-SDS-PAGE

Caitn 7
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4 Kohlenhydratgehalt in Lebensmitteln

4.1 Mono- und Oligosaccharide

4.1.1 Bestimmung reduzierender Zucker nach L  UFF-SCHOORL

Grundlagen
Mit dieser reduktometrischen Methode werden alle reduzierenden Zucker in Summe erfasst. Die

intramolekularen Halbacetale werden in alkalischer Losung gespalten, was zu einer Freisetzung
der reduzierenden Aldehydgruppen fuhrt. Gleichzeitig finden Epimerisierungen der Zucker (tber
ihnre Endiolformen) statt, wobei durch Kettenbruch an der Doppelbindung kurzkettige
Hydroxyaldehyde und -ketone gebildet werden. Die genannten Verbindungen werden in der
Siedehitze mit Uberschissigen Kupfer(ll)-lonen oxidiert, die dabei selbst zu Kupfer(l) reduziert
werden. Dabei fallt Cu,O aus, wahrend Cu?* durch Citrat komplex in Lésung gehalten wird. Die
Umsetzung erfolgt nicht stdchiometrisch. Daher missen die Reaktionsbedingungen genau
eingehalten werden. Es handelt sich hier um eine Konventionsmethode.

Die nicht verbrauchten Kupfer(ll)-lonen oxidieren tberschiissiges Kaliumiodid zu lod, das mit
Natriumthiosulfat titriert wird. Nach Bertcksichtigung eines Blindwertes kann aus dem Verbrauch
an Thiosulfat der Gehalt an reduzierenden Zuckern anhand einer Tabelle ermittelt werden.
Proteine und Aminosauren mussen vorher durch Klarung entfernt werden, da sie die Fallung von

Cu,0 beeinflussen.

Gerate
300-mL-Erlenmeyerkolben
Ruckflusskuhler

Stoppuhr

Chemikalien

Schwefelsaure, 25% (g/v)

Kaliumiodid

Starke-Losung, 1% (g/v), frisch angesetzt

Natriumthiosulfat-MaRRI6ésung, ¢ = 0,1 mol/L

CARREZ-LOsung I: 15 g K4[Fe(CN)e] * 3H,0 in 100 mL dest. Wasser lésen

CARREZz-LOsung II: 30 g ZnSO, * 7H,0 in 100 mL dest. Wasser l6sen

LUFF sche Losung: 50 g Citronensaure in 50 mL lauwarmem dest. Wasser loésen, 143,7 g Na,COs
(wasserfrei) in 350 mL lauwarmem dest. Wasser. Nach Abkihlen beide Lésungen vorsichtig in
1-L-Messkolben mischen. 25 g CuSO,4 ¢ 5 H,0 in 100 mL dest. Wasser vorldsen, in den
Messkolben geben und bis zur Marke mit dest. Wasser auffillen. Die Losung durch einen

Faltenfilter in eine Braunglasflasche filtrieren. Die Lésung ist filtriert unbegrenzt haltbar.
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Durchfihrung
Probe: flissiges Lebensmittel (wird vom Assistenten ausgegeben)

Probenvorbereitung: Klarung nach CARREZ zur quantitativen Abtrennung der Proteine:

10 mL der Probe werden (je nach Zuckergehalt) in einen 100-, 200- oder 250-mL-Messkolben
pipettiert und mit ca. 50 mL dest. Wasser versetzt. Nach Zugabe von 2 mL CARREZ-LOsung | und
kraftigem Schuitteln werden 2 mL CARREz-LOsung Il zugegeben und erneut gut umge-schiittelt.
Der Messkolben wird mit dest. Wasser bis zur Marke aufgefiillt und nach 10 min Stehenlassen

filtriert.

Oxidation der reduzierenden Zucker mit Kupfer(ll)-lonen

Die zur Bestimmung eingesetzte Probenlésung sollte nicht mehr als 50 mg reduzierende Zucker
(als Glucose) in 25 mL enthalten, ansonsten ist entsprechend zu verdinnen.

25,0 mL LUFF’sche Losung und 25,0 mL des evtl. verdiinnten Probenfiltrats werden in einen 300-
mL-Erlenmeyerkolben pipettiert, mit Siedesteinchen versetzt und sofort auf einem Drahtnetz tber
der Bunsenbrennerflamme unter Rickfluss in 2 min zum Sieden erhitzt. Nach genau 10 min
Sieden (Stoppuhr!) wird sofort mit kaltem Wasser abgekunhlt.

Sollte die tiber dem rotbraunen Niederschlag von Kupfer(l)-Oxid stehende Losung keine hellblaue
Farbung aufweisen, so ist der Uberschuss an Kupfer(ll)-lonen verbraucht. Der Ansatz ist dann mit

einer entsprechend verdiinnten Lésung zu wiederholen.

lodometrische Titration des Kupfer(ll)-Uberschusses
Der erkalteten, oxidierten Probenlosung werden 3 g Kaliumiodid und unter vorsichtigem
Umschwenken 25 mL Schwefelsdure (25%) zugegeben. Nach Zugabe von 1 mL Starkelésung

wird mit Natriumthiosulfat-MaRI6sung (0,1 mol/L) bis zum Verschwinden der Blaufarbung titriert.

Blindversuch

Der Blindversuch wird wie oben beschrieben durchgefiihrt. Statt der Probenlésung werden
25 mL dest. Wasser eingesetzt.

Die diesem Verbrauch entsprechende Menge an reduzierenden Zuckern im Probenansatz wird
anhand einer Tabelle (siehe ASU nach 835 LMBG, Nr. L 31.00-11) mittels Interpolation
abgelesen. Unter Bertlicksichtigung der Verdinnungen und des Probenvolumens kann der Gehalt
an direkt reduzierenden Zuckern in der Probe cy berechnet werden. Die Angabe des Ergebnisses

erfolgt in g/L Probe (bei festen Proben in %), gerundet auf eine Nachkommastelle.

Anmerkungen

Bei Verbrduchen unter 5 mL oder tber 20 mL an Natriumthiosulfat-MaRlésung muss eine

gunstigere Verdinnung gewahlt werden.
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Wiederholbarkeit der Methode (in Fruchtsaft nach 835 LMBG, Nr. L 31.00-11):
r=0479/L+0,012-cv[g/L]

Dieses bedeutet, dass die Differenz der Ergebnisse der beiden Bestimmungen aus dem

Fruchtsaft den nach der Formel berechneten Wert r (Wiederholbarkeit) nicht Gberschreiten darf.

Literatur
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Matissek,R., Schnepel,F.-M., Steiner, G.: Lebensmittelanalytik, 2. Auflage, Springer, Berlin, 1992.

Rauscher, K., Engst, R., Freimuth, U. (REF): Untersuchung von Lebensmitteln, 2. Auflage, VEB
Fachbuchverlag Leipzig, 1986

4.1.2 Bestimmung der Saccharose hach L  UFF-SCHOORL

Grundlagen

Bei nichtreduzierenden Zuckern sind alle latenten Carbonylfunktionen blockiert (Vollacetale). Sie
sind in alkalischer Losung stabil und missen zunachst mit Salzsdure hydrolysiert werden.
Saccharose hydrolysiert (ebenso wie andere Fructofuranoside) schneller als die meisten in der
Natur vorkommenden Di- und Oligosaccharide. Bei exakter Einhaltung der Reaktions-
bedingungen ist die Hydrolyse von Dextrinen daher noch vernachlassigbar. Da bei der Hydrolyse
von rechtsdrehender Saccharose Glucose und Fructose entstehen, die die Ebene des
polarisierten Lichtes nach links drehen, nennt man diesen Vorgang Inversion.

Die freigesetzten Zucker werden gemeinsam mit den in der Probe zusatzlich vorhandenen
reduzierenden Zuckern reduktometrisch bestimmt. Aus der Differenz der Bestimmung des
Zuckergehaltes ,nach der Inversion” und ,vor der Inversion” lasst sich der Gehalt an Saccharose

berechnen.

Gerate zusatzlich zu 4.1.1;

Wasserbad mit Thermometer

Chemikalien zusatzlich zu 4.1.1:

konz. Salzsaure, 32%

Essigsaure, mind. 96%
Kaliumhydroxid-Loésung, 30% (g/v)
Phenolphthalein-Losung: 0,1% (g/v) in Ethanol

Durchfiihrung
Probenvorbereitung: siehe 4.1.1
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Hydrolyse der Saccharose (Inversion)

25,0 mL der geklarten Probenlésung werden in einen 100-mL- oder 200-mL-Messkolben (je nach
Zuckergehalt) pipettiert und mit dest. Wasser auf 75 mL verdinnt. Nach Zugabe von 5 mL konz.
HCI (32%) wird der Kolben im Wasserbad in maximal 5 min auf 67 - 70 T gebracht
(Temperaturkontrolle durch Thermometer im Messkolben). Die Inversionsldsung wird genau 5
min bei 67 - 70 € gehalten. Der Kolben muss dabei haufig umgeschwenkt werden. Nach der
Inversion wird sofort auf 20 T abgekihlt, das Ther mometer abgesplilt und die Inversionslésung
mit Kaliumhydroxidlésung (30%) gegen 1 Tropfen Phenolphthalein-Lésung neutralisiert.
AnschlieBend wird sofort mit wenigen Tropfen Eisessig versetzt, bis die Farbung wieder

verschwunden ist, und mit dest. Wasser bis zur Marke aufgefullt.

Hauptversuch nach der Inversion

25,0 mL der invertierten und entsprechend verdinnten Ldsung werden wie unter 4.1.1
beschrieben fur die reduktometrische Bestimmung der Zucker eingesetzt.

Blindversuch

Es kann der Verbrauch an Natriumthiosulfat-Maf3lésung b aus 4.1.1 herangezogen werden.

Auswertung
Die Auswertung erfolgt wie unter 4.1.1. Man erhéalt die Summe aus direkt reduzierenden und nach

Inversion reduzierenden Zuckern cy. Aus der Differenz der gesamtreduzierenden und der direkt
reduzierenden Zucker ergibt sich der Saccharosegehalt der Probe cs nach folgender Berechnung:
Cs [g/L] = (cn—cv) * 0,95

Cn . Gehalt an reduzierenden Zuckern nach der Inversion in g/L
Cv: Gehalt an reduzierenden Zuckern vor der Inversion in g/L
0,95: Faktor zur Berlcksichtigung des freigesetzten Wassers bei der Kondensation von
Glucose und Fructose zu Saccharose
Die Angabe des Ergebnisses erfolgt in g/L Probe (bei festen Proben in %), gerundet auf eine

Nachkommastelle.

Wiederholbarkeit der Methode (in Fruchtsaft nach 835 LMBG, Nr. L 31.00-11): r=2,1 g/L

Literatur

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 LMBG, Nr. L 31.00-11
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4.2 Polysaccharide

4.2.1 Polarimetrische Bestimmung des Starkegehaltes in Lebensmitteln

Grundlagen

Da die optisch aktive Starke eine Ablenkung linear polarisierter Lichtstrahlen bewirkt, stellt die
Polarimetrie eine einfache Methode der Starkebestimmung dar, die fur die meisten Lebensmittel
hinreichend genau ist. Die haufig als Begleitstoffe auftretenden Hemicellulosen sind dagegen
kaum optisch aktiv, andere optisch aktive Substanzen (z. B. Mono- und Oligosaccharide) kénnen
leicht abgetrennt werden.

Fur den Hauptversuch wird die Starke in Salzsaure geldst, wobei auf strikte Einhaltung der
Reaktionsbedingungen geachtet werden muss, da die Stérke sonst leicht hydrolysiert. Fur den
Blindversuch wird die Starke aus dem Probenansatz entfernt, um den Drehwert der Ubrigen
optisch aktiven Probeninhaltsstoffe zu bestimmen. Zur Entfernung loslicher (d.i. Starke, die z.B.
durch Sulfatieren oder Carboylieren etc. chemisch modifiziert ist) und verkleisterter Starke (Starke

nach dem Anteigen mit Kleberproteinen) ist hierfir eine Fallung mit Tannin/Bleiessig erforderlich.

Gerate

Polarimeter mit 10 cm- bzw. 20 cm-Polarimeterrohr
Wasserbad

Stoppuhr

Thermometer

Chemikalien

Salzsaure, 25%

Salzséaure, ¢ = 0,31mol/L: 40 mL Salzséure (25%) mit dest. Wasser auf 1000 mL auffillen.

CARREZ-LOsung I 15 g K4[Fe(CN)g] * 3H,0 in 100 mL dest. Wasser losen

CARREZ-LOsung Il: 30 g ZnSO,4 * 7H,0 in 100 mL dest. Wasser l6sen

bei Anwesenheit I6slicher Starke:

Tanninldsung, 10% (g/v) in dest. Wasser

gesattigte Natriumsulfatlésung (ca. 45 g Na,SO,4 * 10H,0/100 mL dest. Wasser)

Bleiessig-Losung: 30,0 g Pb(CH3;COO), ¢ 3H,0 und 10,0 g PbO mit 10 g Wasser verreiben und
solange auf dem Wasserbad erhitzen, bis die Mischung weil3 bis rétlich weil3 geworden ist.

Dann unter Umriihren 190 mL Wasser hinzuftigen und filtrieren.

Durchfiihrung
Probe: Backware (wird vom Assistenten ausgegeben)

Es kann auch eine andere Einwaage als die genannten 2,5 g gewahlt werden, es ist nur darauf

zu achten, dass sie fur den Blindwert exakt doppelt so hoch ist wie flr den Hauptversuch.
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Hauptversuch

2,5 g Probe werden genau in einen 100-mL-Messkolben eingewogen, mit 25 mL Salzsaure (0,31
mol/L) versetzt und gut geschdttelt. AnschlieBend werden weitere 25 mL Salzsaure (0,31 mol/L)
zugegeben. Der Messkolben wird im siedenden Wasserbad unter 6fterem Umschwenken erhitzt,
wobei wahrend der ersten 3 min ununterbrochen geschiittelt werden muss, um Klumpenbildung
zu vermeiden. Nach genau 15 min (Stoppuhr) Gesamterhitzungszeit werden sofort 30 mL
mdglichst kaltes dest. Wasser zugegeben und unter flieBendem Wasser auf Raumtemperatur
abgekihlt.

Zur Klarung der Losung werden nacheinander je 1 mL CARREz-L6sung | und Il unter Umschiuitteln
zugegeben, der Messkolben mit dest. Wasser bis zur Marke aufgefllt, die Lésung geschittelt

und durch ein trockenes Faltenfilter filtriert.

Blindversuch fir Proben ohne verkleisterte oder l6sliche Starke (z. B. Mehle)

5 g Probe werden genau in einen 100-mL-Messkolben eingewogen, mit 70 - 75 mL dest. Wasser
versetzt und 15 min lang durch Rihren auf dem Magnetrithrer ausgelaugt. Nach Entfernen des
Ruhrmagneten werden nacheinander je 2 mL CARREz-L6sung | und Il unter Umschutteln
zugegeben, der Kolben bis zur Marke aufgefillt und die Losung durch ein trockenes Faltenfilter
filtriert. Das Filtrat muss auf Starkefreiheit geprift werden (lodreaktion: rotbraun, nicht tiefblau).
Bei positivem Starkenachweis muss die Probe mit Tannin/Bleiessig behandelt werden (s.
Blindversuch fir Proben mit verkleisterter oder Ioslicher Starke).

50 mL des Filtrats werden in einen 100-mL-Messkolben pipettiert, mit 2 mL Salzsaure (25%)
versetzt und im siedenden Wasserbad unter Umschwenken genau 15 min (Stoppuhr) erhitzt,

anschlielend abgekihlt und aufgefulit.

Blindversuch fur Proben mit verkleisterter oder l6slicher Starke (z. B. Backwaren)

5 g Probe werden genau in einen 100-mL-Messkolben eingewogen, mit 70 - 75 mL dest. Wasser
versetzt und 1lh durch Rihren auf dem Magnetrihrer ausgelaugt. Nach Entfernen des
Ruhrmagneten werden nacheinander je 5 mL Tannin- und 5 mL Bleiessig-LOsung unter
Umschitteln zugesetzt. Der Messkolben wird mit gesattigter Natriumsulfatlosung aufgefillt (um
das Pb als PbSQO, zu féallen), umgeschiuttelt und durch ein trockenes Faltenfilter filtriert. Das Filtrat
muss auf Starkefreiheit geprift werden (lodreaktion: rotbraun, nicht tiefblau). Bei positivem
Starkenachweis muss die Starkefallung mit einer groReren Menge Tannin/Bleiessig wiederholt
werden.

50 mL des starkefreien Filtrats werden in einen 100-mL-Messkolben pipettiert, mit 2 mL
Salzsaure (25%) versetzt und im siedenden Wasserbad unter Umschwenken genau 15 min
(Stoppuhr) erhitzt, nach dem Abkihlen mit je 1 mL CARREz-L6sung | und Il versetzt (unter

Schiitteln), mit dest. Wasser aufgefillt und filtriert.
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Polarimetrische Messung
Die Filtrate aus dem Haupt- und dem Blindversuch werden luftblasenfrei (!) in Polarimeterrohre
geflllt und die Drehwinkel am Polarimeter jeweils fiinfmal abgelesen (arithmetischer Mittelwert).

Das Ergebnis wird auf eine Stelle nach dem Komma gerundet angegeben.

Anmerkungen

Nach der 8§35 Methode (s.u.) betragen die starkespezifischen Drehwinkel (a)® bei den

angegebenen Reaktionsbedingungen fur

Weizenstarke 182,7
Roggenstarke: 184,0
Reisstarke: 185,9
Kartoffelstarke: 185,7
Gerstenstarke 181,5
Haferstarke 181,3
andere: 184,0
Berechnung:

Es wird empfohlen, die Berechnung aus der 835 Methode zu Gibernehmen.

Anmerkung: Fetthaltige Proben sind vor der Untersuchung zu entfetten.
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5 Mineralstoffgehalt in Lebensmitteln

5.1 Bestimmung und Untersuchung der Asche

5.1.1 Bestimmung der Gesamtasche und des "Saureunlé  slichen"

Grundlagen

Der Begriff Asche bzw. Gluhrickstand bezeichnet den Rickstand, der bei der vollstandigen
Verbrennung (Veraschung) der organischen Bestandteile eines Lebensmittels unter festgelegten
Bedingungen entsteht. Nach Abzug etwaiger Verunreinigungen und Kohlepartikel aus
unvollstandiger Verbrennung korreliert dieser Ruckstand mit dem Mineralstoffgehalt des
Lebensmittels. Der saureunlésliche Gluhrickstand (,Saureunlésliches®) entspricht ndherungsweise

dem Sandgehalt.

Gerate
Trockenschrank
Muffelofen
Exsikkator
Quarzschalen
Wasserbad

aschefreie Papierfilter

Chemikalien
Wasserstoffperoxid-Losung (30 %ig)
Salzsaure (37 %iQ)

Salzsaure (1 mol/L)

Durchfiihrung

Probe: Wurst, evtl. nach Absprache anderes Lebensmittel (wird vom Assistenten ausgegeben)

Zwei Quarzschalen (Doppelbestimmung!) werden zunéchst tber dem Bunsenbrenner gegliht, an
der Luft vorgekihlt, dann zum endgiiltigen Abkthlen in einen Exsikkator gestellt und anschlielend
gewogen. Die Einwaage der Probe richtet sich nach der zu erwartenden Aschemenge: Diese sollte
maximal 0,5 g an Auswaage betragen.

Zur Trocknung des Probenmaterials werden die Quarzschalen in einen Trockenschrank (ca. 120 C)
gestellt und danach mit Hilfe eines Bunsenbrenners vorsichtig weitgehend verkohlt. Sirup6se, stark
schaumende Proben werden erst villig entwassert und kénnen dann gefahrlos verkohlt und verascht
werden. Ein Verspritzen bei Proben mit hohem Salzgehalt kann man durch Bedecken der méglichst
getrockneten Probe mit einem Rundfilter verhindern, bevor man gliiht. Anschliel3end bringt man die
Schale in einen Muffelofen und vergliht die Kohle bei 500 T (bis 550 T). Am zweckmaligsten stellt

man die Probe schon beim Aufheizen in den Muffelofen. Nach zwei Stunden wird die abgekuhlte
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Asche vorsichtig tropfenweise mit 30%igem Wasserstoffperoxid durchfeuchtet (Pasteurpipette!) und
bis zum kohlefreien Rickstand weiter verascht.

Die Wasserstoffperoxid-Behandlung kann wiederholt werden (Gelegentlich wird es notwendig, zur
vollstandigen Beseitigung der Kohle einen wassrigen Auszug herzustellen und den Filterriickstand
weiter zu veraschen). Der Ascheriickstand kann nunmehr nach Auskihlen im Exsikkator
ausgewogen werden und dient zur Angabe des Aschegehaltes.

Die gewonnene Asche wird mit konz. Salzsdure abgeraucht und mit 10 mL verdinnter Salzsaure
aufgenommen. Digerieren auf dem siedenden Wasserbad (etwa 20 min) férdert das vollstandige
Abscheiden der Kieselsdure. Daraufhin wird die noch heiRe Losung durch ein aschefreies
Filterpapier filtriert und das Filter mit heiRem dest. Wasser ausgewaschen.

Bei der Mineralisierung von Proben zu Kationenbestimmung ist das Filtrat nicht zu verwerfen, da es
die Kationen enthalt.

Zur Bestimmung des "Saureunltslichen” werden Filter und Rickstand in die Quarzschalen

zurtickgegeben, verkohlt, bei 550 T verascht und au sgewogen.

Anmerkungen
Viele Aschen, besonders magnesiumreiche, sind sehr hygroskopisch. Sie missen daher, wenn sie

nicht unmittelbar weiterverarbeitet werden, vor einer analytischen Einwaage erneut gegliht werden.

34/86



Lebensmittelchemisches Praktikum Universitat Hamburg

5.2 Bestimmung von Anionen

Grundlagen
ZweckmaRigerweise erfolgt die Bestimmung von Anionen in komplexen Matrices nach Veraschung.

Da Anionen wie Phosphat oder Chlorid ohne ausreichende Mengen an Gegenionen bei der
Trockenveraschung (vgl. 5.1.1) nicht quantitativ im Gluhrickstand verbleiben, muss zu ihrer Bindung
Magnesiumacetat-Lésung vor der Veraschung hinzugefligt werden. Dieses Veraschungshilfsmittel
dient einerseits zur Bindung der Anionen an Magnesium und andererseits der Oberflachenver-

gréRerung durch Freisetzung von Kohlendioxid.

Chemikalien

Magnesiumacetat-Lésung: 50 g MgO in Uberschiissiger Essigsaure l6sen, mit dest. Wasser ad 1 L
auffillen und filtrieren.

Wasserstoffperoxid-Losung (30 %)

verd. Salpetersaure: Salpetersaure (min. 65 Gew%) / dest. Wasser (1:2, vv)

Durchfiihrung
Probe: Wurst, evtl. nach Absprache anderes Lebensmittel (wird vom Assistenten ausgegeben)

Zwei Quarzschalen (Doppelbestimmung!) werden zunéchst tber dem Bunsenbrenner gegliht, an
der Luft vorgekuihlt, dann zum endgiiltigen Abkthlen in einen Exsikkator gestellt und anschlieend
gewogen. Die Einwaage der Probe richtet sich nach der zu erwartenden Aschemenge: Diese sollte
maximal 0,5 g an Auswaage betragen.

Nach dem Trocknen des Analysenmaterials bei 120 T in einem Trockenschrank wird das
Trockengut mit 5 mL Magnesiumacetat-Lésung durchtréankt (Halbfesten, breiigen Proben setzt man
die 5 mL Magnesiumacetat-Losung besser vor der Trocknung zu.). Zur weiteren Veraschung verfahrt
man wie zur Herstellung der Kationenasche, wobei allerdings eine Veraschungstemperatur von
500 T nicht tberschritten werden darf.

Die Asche wird hier in 20 mL verdinnter Salpetersaure geltst und die saure Lésung 1 - 2 h auf dem
Wasserbad zur Abscheidung der Kieselsaure digeriert, dann heif in einen 50-mL-Messkolben filtriert.
Nach griundlichem Nachwaschen mit heiRem dest. Wasser wird der abgekihlte Messkolben
aufgeflllt. Dieses ist die Grundldsung Il . Aus ihr erfolgt die Bestimmung der Anionen. (s. Versuche

5.2.1 & 5.2.2) Der Filtrierriickstand wird verworfen.

Literatur

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 LMBG, Nr. L 06.00-4.

Forstners, P.: Z. Unters. Lebensm. 51, 300 (1926).

Rauscher, K., Engst, R., Freimuth, U. (REF): Untersuchung von Lebensmitteln, 2. Auflage, VEB
Fachbuchverlag Leipzig (1986).
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5.2.1 Bestimmung von Chlorid (argentometrisch)

Grundlagen

Das in der Probe vorhandene Chlorid wird argentometrisch titriert. Der Titrationsendpunkt wird

mittels einer Silber/-Silberchlorid-Einstabmesskette potentiometrisch indiziert.

Gerate
Silber/-Silberchlorid-Einstabmesskette (vom Assistenten)

Magnetrihrstabchen

Chemikalien
Silbernitrat-Maf3losung, 0,01 N
Salpetersaure, 2 N

Natriumchlorid-Eichlésung zur Titerbestimmung der Silbernitratldsung, 0,01 N (Vor der Einwaage

Glilhen des Natriumchlorids bei 500 °C bis zur Massenkonstanz)

Durchfiihrung

Die Chloridbestimmung erfolgt sowohl aus der Grundlésung Il (s. Versuch 5.2) als auch aus
einem wassrigen Auszug. FiUr den wassrigen Auszug werden ca. 10 g Wurst in einen
Erlenmeyer-kolben genau eingewogen, mit 100 mL heillem Wasser versetzt und 15 Minuten auf
dem siedenden Wasserbad erhitzt. Anschlieend wird durch ein angefeuchtetes Faltenfilter in
einen 200 mL-Messkolben filtriert; Erlenmeyerkolben und Filter werden mehrfach mit heil3em
Wasser nachgespiilt.

Zur Titration wird ein Aliquot der Grundlésung Il bzw. des wassrigen Auszuges eingesetzt, mit
2 mL Salpetersaure angesauert und mit soviel destilliertem Wasser versetzt, dass das
Diaphragma der Silber/Silberchlorid-Einstabmesskette vollstandig in die Losung taucht. Es wird
mit Silbernitratidsung bis zum Endpunkt titriert. Der Titer der Silbernitrat-Malosung wird auf

gleiche Weise bestimmit.

Anmerkungen

Silberhaltige Abfalle (sauer!) werden in einem separaten Kanister gesammelt.

Es erfolgt eine Einweisung am Gerét.

Literatur

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren 835 LMBG: Nr. L 03.00-11 bzw. L 03.42-4
Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren 835 LMBG: Nr. L 26.11.03-2

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren 835 LMBG: Nr. L 13.05-4 bzw. L 13.06-4
Maier, H.G.: Lebensmittel- und Umweltanalytik, Steinkopff Verlag, Darmstadt, 1990.
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5.2.2 Bestimmung von Phosphat (VIS-Photometrie)

Grundlagen
Die Reaktion berunht auf der Bildung eines Phosphor-Vanadin-Molybdat-Komplexes, der

photometrisch vermessen wird. Die Berechnung des Phosphatgehaltes erfolgt als

Phosphorpentoxid (P,Os).

Gerate
Spektralphotometer
Glaskuivetten (1 cm)

Wasserbad

Chemikalien

Salpetersaure (min. 65 Gew%)

verd. Salpetersaure: Salpetersaure (min. 65 Gew%) / dest. Wasser (1:2, v:v)

Ammoniumheptamolybdat-Losung: 50 g Ammoniumheptamolybdat, (NH4)sM0;024 ¢ 4 H,0, in
800 mL dest. Wasser von etwa 50 T lésen. Nach dem Abkihlen die Lésung auf 1000 mL
auffillen, evtl. filtrieren.

Ammoniumvanadat-L6sung: 2,5 g Ammoniummonovanadat, NH;VOs;, in 500 mL siedendes dest.
Wasser geben und Iésen. Nach dem Erkalten die Losung mit 20 mL Salpetersaure (min. 65
Gew%) versetzen und mit dest. Wasser ad 1000 mL aufftllen.

Reagenzlosung: Je 1 Volumenteil verdiinnte Salpetersaure, Ammoniumvanadat-Losung und
Ammoniumheptamolybdat-Loésung in der angegebenen Reihenfolge mischen. Die Reagenz-
I6sung muss vollstandig klar und schwach gelblich sein.

Phosphat-Stammlésung, aus Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO,4, 3 h bei 103 T getrocknet,

GroRRenordnung der P,Os - Konzentration ca. 500 mg/L (genaue Konzentration festhalten)

Durchfiihrung
Probe: Wurst, evtl. nach Absprache anderes Lebensmittel (wird vom Assistenten ausgegeben)

Von der Phosphat-Stammlésung werden 10 mL, 20 mL, 30 mL, 40 mL, 50 mL bzw. 60 mL in
100-mL-Messkolben pipettiert. Nach Zusatz von jeweils 10 mL verdinnter Salpetersdure wird mit
dest. Wasser zur Marke aufgefullt. Je 20 mL dieser salpetersaurehaltigen Kalibrierlosungen sowie
jeweils 30 mL Reagenzlésung werden in 100-mL-Messkolben pipettiert und mit dest. Wasser zur
Marke aufgefullt (Kontrolle: Phosphorgehalte hier ca. 1 - 6 mg / 100 mL, berechnet als
Phosphorpentoxid).

Fur die Blindprobe werden 2 mL verdiinnte Salpetersdure mit 30 mL Reagenzlésung versetzt und
mit dest. Wasser auf 100 mL aufgefullt.

Nach friihestens 15 min werden die Extinktionen dieser Losungen im Photometer bei 430 nm

gemessen.
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20 mL der Grundlésung Il (s. Versuch 5.2) werden in einem 100-mL-Messkolben mit 30 mL
Reagenzlésung versetzt. Die Losung wird mit dest. Wasser zur Marke aufgefullt. Nach friihestens

15 min wird die Absorption dieser Losung im Photometer bei 430 nm gemessen.

Auswertung
Mit den 6 Messwerten aus den Phosphat-Kalibrierlésungen wird die Kalibrierfunktion mit Hilfe der

linearen Regression errechnet. Zusatzlich ist eine graphische Auswertung vorzunehmen. Der
Gesamtphosphorgehalt in g/100 g der Probe wird als Phosphorpentoxid auf drei Stellen nach dem

Komma gerundet angegeben.

Anmerkungen
SiO,, Citronensaure, Oxalsaure und H,O, fihren zu erheblichen Stérungen. Alkalien, Erdalkalien und

bis zu 10 mg Fe*" pro Ansatz stéren die Bestimmung nicht (Gericke und Kurmies, 1952). Pyrophos-
phate ergeben keine Reaktion. Da sich beim Veraschungsprozess Meta- und Pyrophosphate bilden,
ist die Behandlung der Asche mit Saure (kurzes Aufkochen mit verdinnter Schwefelsaure) zur
vollstandigen Hydrolyse der kondensierten Phosphate notwendig.

Ein Phosphatzusatz kann Uber die Ermittlung der ,P-Zahl” nachgewiesen werden. Die P-Zahl ist eine
empirische Kennzahl, der das im Fleisch relativ konstante Verhéltnis Phosphatgehalt zu Rohprotein
(Kjeldahl) zugrunde liegt.

% P,05 * 100 %
% Rohprotein

P-zahl =

Die durchschnittliche P-Zahl bei Fleischerzeugnissen liegt bei 2,2. Bei Bruhwirsten gilt ein

Phosphatzusatz als erwiesen, wenn die P-Zahl tiber 2,4 liegt.

Literatur

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 LMBG, Nr. L 06.00-9

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 LMBG, Nr. L 08.00-9

Gericke, S.; Kurmies, B.: Z. Anal. Chemie 137, 15 (1952).

Kiermeier, F.; Méhler, K.: Z. Unters. Lebensm. 106, 35 (1957).

Matissek, R., Schnepel, F.-M., Steiner, G.: Lebensmittelanalytik, 2. Auflage, Springer Verlag,
Berlin, 1992.

Thile, E. et al.: Z. Anorg. Chem. 272, 182 (1953).

Watzel, R.: Angew. Chem. 55, 356 (1942).

Winkler, Z.: Z. Lebensm. Unters. Forsch. 100, 113 (1955).
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6 Zusatzstoffe in Lebensmitteln

6.1 Quantitative Bestimmung von Sorbin- und Benzoes  aure nach Wasser-

dampfdestillation (UV-Photometrie)

Allgemeines
Konservierungsstoffe sind Zusatzstoffe im Sinne des 82 LFGB. Anwendungsbereiche und

Hochstmengen sind in § 3 der ZUSATZSTOFFZULASSUNGSVERORDNUNG und in diversen speziellen

Produktverordnungen geregelt.

6.1.1 Isolierung durch Wasserdampfdestillation

Grundlagen
Die beiden Konservierungsstoffe werden aus der Lebensmittelmatrix durch Wasserdampfdestillation

abgetrennt. Die S&uren sind erst nach Protonierung im sauren Medium wasserdampffliichtig. Zur

Destillation hat sich die Schliffapparatur nach Antonacopoulos (1960) bewahrt.

Gerate
Schliffapparatur nach Antonacopoulos

Siedesteine

Chemikalien

Kochsalz (Handelsware)

Magnesiumsulfat

Tartratpuffer, pH 3.0: 8,0 g Natriumhydroxid und 43,3 g Weinsaure in einem 1-L-Messkolben mit ca.
800 mL dest. Wasser losen, den pH-Wert Uberprifen (ggf. einstellen) und die Lésung bis zur
Eichmarke mit dest. Wasser auffullen

Schwefelsaure, 20 % (v/v)

Durchfiihrung (nach LORENZEN UND SIEH (1962))

Probe: wird vom Assistenten ausgegeben.

10 - 20 mL bzw. 1 - 5 g der Probe werden mit 30 g Magnesiumsulfat
und 10 mL Tartratpuffer vermischt und der pH-Wert Uberprift (ca.
pH 3,00 und ggf. eingestellt. Das Gemisch wird in das
Destillationsgefald (1) Uberfihrt und der 2-L-Kochkolben (2) im

Heizpilz (3) mit 1,5 L Wasser und Siedesteinen versetzt. Nach Jackl

(1963) erhoht sich die Intensitat der Wasserdampfdestillation

wesentlich, wenn Uberhitzter Wasserdampf von 105 T durch die

Probe geleitet wird. Das erreicht man durch Zugabe von ca. 100 g

Kochsalz zu dem Wasser im Kochkolben. Apparatur nach Antonacopoulos
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Achtung! Das Kochsalz sollte zu jeder Zeit geldst vorliegen, da es sonst zu Siedeverziigen kommen
kann.

Der Kolben ist bei getffnetem Trichterhahn (4) bis zum Sieden des Wassers zu erhitzen und dann
der Dampfablass zu schlieRen. Danach sind ca. 900 mL in einen 1000-mL-Messkolben
abzudestillieren. Nach beendeter Destillation wird zunéchst der Trichterhahn (4) getffnet und erst
dann der Heizpilz abgestellt, da sonst der Inhalt des Destillationskolbens in den Kochkolben zuriick
steigt. Das Destillat wird mit 5 mL Schwefelsdure (20 %) angeséuert, mit dest. Wasser bis zur

Eichmarke aufgefullt und direkt zur Messung eingesetzt.

Anmerkungen
Wasserdampffliichtige Konservierungsstoffe sind neben Sorbinsaure und Benzoesdure auch

Ameisensaure, Propionsaure, p-Chlorbenzoesaure, o-Phenylphenol (OPP), Diphenyl (DP), pHB-
Ester (nicht quantitativ, die p-Hydroxybenzoesaure selbst ist nicht wasserdampffliichtig),
Hexamethylentetramin (als Formaldehyd) und Salicylsdure (DIEMEYER UND POSTEL, 1967).

Bei kohlenhydratreichen Lebensmitteln kann bei Hitzeeinwirkung in saurem Medium das UV-
aktive, wasserdampfflichtige 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) entstehen, das eine photo-metrische
Bestimmung der Konservierungsstoffe stort. Deshalb sollte zur Vermeidung seiner Bildung ein pH
von 3 eingestellt werden. Fiur qualitative Zwecke kann der Puffer jedoch auch z.B. durch 2 g
Citronensaure ersetzt werden.

Bei Storungen durch andere Stoffe (Aromastoffe, etherische Ole) in Form von Absorption oder
Tribung des Destillates wird das saure Destillat mit Diethylether extrahiert, die organische Phase
mit 0,1 N Natriumhydroxidlosung reextrahiert und die wassrige Phase vor der Messung mit
Schwefelsdure angesauert.

Fur dinnschichtchromatographische Identifizierungen (s. 8.1.5) ist in der Regel eine Konzentrierung
des Destillates notig. Dazu werden 100 - 200 mL des sauren Destillates zweimal mit 25 mL Diethyl-
ether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer zur Trockene gebracht. Der Riickstand wird mit 1 mL

Ethanol aufgenommen.

Literatur

Antonacopoulos, N.: Z. Lebensm. Unters. Forsch. 113, 113 - 116 (1960).

Courtial, W.: Die spektralphotometrische Bestimmung der Konservierungsstoffe Sorbinsdure,
Benzoeséaure und PHB-Ester, Dt. Lebensm. Rundschau, 66, 220 - 223 (1970).

Frede, W.: Konservierungsstoffe in Lebensmitteln. In: Fresenius, W., Gunzler, H. Huber, W., Kelker,
H., Luderwald, I., Tolg, G., Wisser, H. (Hrsg.): Analytiker-Taschenbuch, Band 7, Springer-
Verlag Berlin (1988).

Zusatzstoffzulassungsverordnung: Verordnung Uber die Zulassung von Zusatzstoffen zu
Lebensmitteln vom 22.12.1981 (BGBI. | S.1633) in der jeweils neuesten Fassung.
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6.1.2 UV-Photometrische Bestimmung von Benzoesaure und Sorbinsaure

Grundlagen
Durch Messung der UV-Absorption an zwei verschiedenen Wellen-

o
v
T
. d=tem
-c=2pgimi

langen und die Anwendung eines einfachen mathematischen

Sorbinsdure

T

——= Extinktion

Verfahrens (Lésen einer Gleichung mit zwei Unbekannten) kénnen

zwei UV-aktive Substanzen, deren UV-Spektren Uberlappen - in
o3}t

diesem Fall Benzoesaure (B) und Sorbinsdure (S) (siehe Abb.) -

nebeneinander bestimmt werden. Voraussetzung ist, dass keine

o2k

weiteren UV-aktiven Substanzen in der Losung enthalten sind.

Benzoesdure
p-Hydroxybenzo
sdurepropylester

Als Wellenlangen A1l und A2 fir die Messung der Absorption der ot

Probenlésung werden in der Regel die Absorptionsmaxima der

0,0 L

beiden zu bestimmenden Substanzen gewdahlt. Die gemessenen . 20 # 300 o
Absorptionen bei A1 und A2 setzen sich additiv aus den Teilabsorptionen der Benzoe- und
Sorbinsdure zusammen. Bei Kenntnis des molaren Absorptionskoeffizienten beider Substanzen

bei beiden Wellenl&ngen (eA1 und gA2) gilt:

Exi= sB;\l B+ 88)\1 - c® (Gl.1) und E)o = SB)\Z .cB+ ss)\z . c° (Gl.2)

Ex1 Absorption der Probenlésung beim Absorptionsmaximum von Benzoeséaure (Wellenlange A1)
Ex. Absorption der Probenldsung beim Absorptionsmaximum von Sorbinsaure (Wellenlange A2)
¢ Konzentration in mol/L
€ molarer Absorptionskoeffizient fiir die jeweilige Substanz (B = Benzoesaure oder
S = Sorbinsaure) bei der gewahlten Wellenldange (A1 oder A2)
Es liegen zwei Gleichungen mit zwei Unbekannten vor (Gl. 1,2), die man nach der Eliminations-
methode (Aufldsen nach c®, Gleichsetzen beider Ausdriicke fiir ¢ und Auflésen nach c®, siehe

Zachmann, 1977) I6sen kann:

s
E. .M Ex2
B ™ €7A2 s Ex- g%, c®
c = (GL.3) und c® = (GL.4)
s . .B ¢S
B €N €2 A2
€ - —mm9 9 —
€2

Dieses Verfahren lasst sich auf beliebige andere Substanzen ubertragen, sofern sich ihre

spektroskopischen Eigenschaften (Lage der Absorptionsmaxima) unterscheiden.

Geréate
Spektralphotometer
Quarzkivetten (1 cm)

10 mL Messpipette
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Chemikalien

Natriumhydroxidlésung, 0,1 M

Schwefelsaure, 20 % (v/v)

Benzoesaurestammlésung (ca. 1,0 x 10 mol/L): Einwaage Benzoesaure in einem 1-L-Messkolben
mit etwa 100 mL dest. Wasser suspendieren und mit wenig Natriumhydroxidlésung vollstandig
I6sen. Anschliel3end mit dest. Wasser bis zur Eichmarke auffullen.

Benzoesaure-Kalibrierldsungen | (ca. 1,0 - 8,0 x 10° mol/L): 5 verschiedene Volumina [mL] der
Benzoesaurestammldsung in 100-mL-Messkolben fillen, mit 2 mL Schwefelsaure ansauern und
mit dest. Wasser zur Eichmarke aufflllen.

Benzoes&ure-Kalibrierlésungen 1l (ca. 10 - 80 x 10° mol/lL): Die jeweils gleichen Mengen
Stammldsung (s.0.) in je einen 10-mL-Messkolben fillen, mit wenigen Tropfen Schwefelsaure
ansauern und mit dest. Wasser zur Eichmarke auffullen.

Sorbinsdurestammlésung (ca. 1,0 x 10 mol/L): Einwaage Sorbinséure in einem 1-L-Messkolben mit
etwa 100 mL dest. Wasser suspendieren und mit wenig Natriumhydroxidlésung vollstandig l6sen.
Anschliel3end mit dest. Wasser bis zur Eichmarke auffullen.

Sorbinséure-Kalibrierlésungen (ca. 0,5 - 10 x 10° mol/L): 5 verschiedene Volumina [mL] der
Sorbinsaurestammlosung in je einen 100-mL-Messkolben fiillen, mit 2 mL Schwefelsdure

ansauern und zur Eichmarke mit dest. Wasser auffillen.

Durchfiihrung
Aufnahme eines UV-Spektrums aus dem Wasserdampfdestillat

Aus dem sauren Destillat wird ein UV-Spektrum (z.B. 200 - 300nm) aufgenommen und im Protokoll
dokumentiert (evtl. ist eine Verdiinnung anzufertigen).
Bestimmung der Absorptionsmaxima von Sorbinsdure und Benzoesaure
Aus einer Kalibrierldsung von Sorbinsaure bzw. Benzoesaure ist je ein Spektrum aufzunehmen und
daraus das jeweilige Absorptionsmaximum zu bestimmen (Amax @enzoesaure) = AL; Amax (Sominsaure) = A2)
Bestimmung der molaren Absorptionskoeffizienten Benzoe- und Sorbinséure
Mit Hilfe der Kalibrierlosungen sind durch Messung der UV-Absorption bei A1 und A2 Kalibrier-
geraden aufzunehmen und die molaren Absorptionskoeffizienten von Sorbin- und Benzoesaure bei
beiden Wellenlangen zu ermitteln.
Nach dem Lambert-Beer schen Gesetz gilt: E=sll (G5

E: gemessene Absorption (AU = Absorptionseinheiten)

&, molarer Absorptionskoeffizient bei der Wellenlange A [L/(mollltm)]

d: Schichtdicke der Kivette [cm]

c: Konzentration [mol/L]
Tragt man die erhaltenen Absorptionen gegen die jeweilige Konzentration des Konservierungsstoffes
(in mol/L) auf, so entspricht die Steigung der Ausgleichs- oder Regressionsgeraden dem molaren

Absorptionskoeffzienten. Man erhélt €°,4, €°),, €51, €%0.
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Absorptionsmessung des Probendestillates

Die Absorption des sauren Destillats wird bei A1 und A2 gemessen. Man erhdlt E,; und E)..

Berechnung der Gehalte von Sorbin- und Benzoesaure in der Messlésung

Durch Einsetzen von €%,,, €, €% und €8), sowie EA1 und EA2 in Gleichung 3 und 4 lassen sich die
Konzentrationen von Benzoe- und Sorbinséaure in der Probenldsung (c® und ¢®) berechnen.
Berechnung der Gehalte in der Probe

Der Konservierungsstoffgehalt der Probe wird wie folgt berechnet:

Cpr = — 'V'Gé B 100 (Gle)

Cpr Konzentration von Benzoe- oder Sorbinsdure in der Probe [g/100g]

Probeneinwaage [g] zur Wasserdampfdestillation

F Faktor falls verdiinnt wurde; entsprechend einem Liter Destillat = Einheit: [L]
c berechnete Gehalte von Sorbin- und Benzoesaure in der Messlésung [mol/L]
MG Molmasse des betreffenden Konservierungsstoffes [g/mol]

MG genzoesaure) = 122,12 g/mol MG sorbinsaure) = 112,13 g/mol

Anmerkungen
Die Lage eines Absorptionsmaximums sowie der jeweilige Absorptionskoeffizient ist bei Substanzen,

deren Chromophor protonierbar oder deprotonierbar ist, abhéngig vom pH-Wert der Losung. Auch
die Verwendung protischer / aprotischer Losungsmittel kann hierbei eine Rolle spielen.

Bei A1 und A2 sind nur die Kalibrierlosungen des jeweiligen Konservierungsstoffes zu beriick-
sichtigen, deren Absorptionswert sich im Messbereich des UV-Photometers befinden.

Die Lage des Absorptionsmaximums sowie die Werte fiir die molaren Absorptionskoeffizienten sind
in UV-Atlanten (Perkampus et al., 1971) mit den jeweiligen Spektren dokumentiert und kdnnen zum

Vergleich mit den selbst bestimmten Werten herangezogen werden.

Literatur

Lorenzen, W., Sieh, R.: Spektroskopische Schnellbestimmung von Konservierungsstoffen in
Lebensmitteln, Z. Lebensm. Unters. Forsch., 118, 223 - 233 (1962).

Perkampus, H.H., Sandemann, I., Timmons, C.J. (Hrsg.): UV-Atlas organischer Verbindungen, Band
| -V, Verlag Chemie, Weinheim (1971).

Zachmann, H.G.: Mathematik fir Chemiker, 3. Auflage, Verlag Chemie, Weinheim, S. 52 ff. (1977).
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6.2 Bitterstoffe

6.2.1 Chinin in Tonic-Wassern (fluorimetrisch)

Fluorimetrie

Eine Reihe von Molekilen - in der Regel mit einem ausgepragtem t-Elektronensystem - kann
durch Photonen ganz bestimmter Energie zur Emission von Strahlung angeregt werden. Die
Anregungsstrahlung vermag die Elektronen im Molekul vom Grundzustand in den angeregten
Zustand zu heben. Beim Zurtickkehren in den Grundzustand wird die Energiedifferenz zwischen
dem angeregten und dem Grundzustand in Form von Lichtenergie abgegeben. Die emittierte
Strahlung ist dabei immer langwelliger (energiedrmer) als die absorbierte Strahlung (Stoke’sche
Wellenlangenverschiebung), da ein Teil der Energie durch Kollision, Schwingung etc. ,verloren
geht". Gemessen wird die Emissionsintensitat, nicht das Verhaltnis I/l wie bei absorptions-
spektrometrischen Verfahren. Die Fluoreszenz-Intensitéat ist direkt proportional der Konzentration.
Die Fluorimetrie bendtigt eine starkere Anregungsenergie als z. B. die UV-Spektrometrie. Es

werden z.B. Hg-Dampfentladelampen oder Xe-Hochdrucklampen verwendet.

Standardaddition

Um Fehler bei der Messung wie z. B. durch Fremdstoffquenching zu verhindern, arbeitet man bei
der Fluorimetrie haufig mit der Methode der Standardaddition:

Zur Durchfuihrung teilt man die Probe in flnf aliquote Anteile. Vier dieser Probenanteile setzt man
ein definiertes Volumen einer Kalibrierlosung unterschiedlicher Konzentration des zu
bestimmenden Stoffes hinzu. Dem flinften Teil setzt man das gleiche Volumen an dest. Wasser
zu. Nach dem Durchmischen haben alle Teile exakt die gleiche Matrixzusammensetzung.
Darlber hinaus wird ein Reagenzienblindwert erstellt und die Fluoreszensintensitat dieses
Blindwertes von allen Messwerten abgezogen. Zur Auswertung tragt man die gemessene und
gegebenenfalls korrigierte Fluoreszenzintensitdt gegen die zugesetzte Konzentration des zu
bestimmenden Stoffes auf.

Man erhélt eine Kalibriergerade, die nicht durch den Nullpunkt geht, sondern die Y-Achse in
einem Punkt grof3er Null schneidet (= Fluoreszenzintensitat der Losung ohne Standardaddition).
Durch Extrapolation der erhaltenen Kalibriergerade durch die Konzentrationsachse lasst sich der

tatsachliche Gehalt der Probe an dem zu bestimmenden Stoff ablesen.

Fluoreszenzintensitat

F

c: Konzentration

1-4: zur Lésung zugesetzte bekannte Konzentration
X

Konzentration der zu bestimmenden Probe

S S— 1 2 3 4 c
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Gerate
Spektralfluorimeter

1-cm-Fluoreszenzquarzkivette

Chemikalien

Chininsulfat Dihydrat

Schwefelsdure 96%ig

0,5 M Schwefelsaure-Losung

27 mL Schwefelsdure 96%ig werden mit Wasser auf 1 L aufgefillt.

Chinin-Stammldsung: ca. 50 mg Dichininmonosulfat Dihydrat auf 0,1 mg genau einwiegen und in
100 mL 0,5 M Schwefelsaure losen.

Chinin-Aufstocklésung: 3 mL der Chinin-Stammlésung mit 0,5 M Schwefelsaure auf 100 mL

verdiinnen. Die Konzentration der Losung wird als freie Chininbase [mg/L] berechnet.

Durchfihrung
Probe: Tonic-Wasser (vom Assistenten ausgegeben)

Bestimmung des Emissions- und Anregungsmaximums

Aus der Aufstockldsung wird eine 1:100-Verdinnung hergestellt und ein Emissions- sowie An-
regungsspektrum aufgenommen. Damit wird die maximale Anregungs- und Emissions-Wellen-
lange zu ermittelt. Hierfir wird zunéachst der Emissionsmonochromator am Fluorimeter auf Null
gestellt und das Anregungsspektrum aufgenommen. Hieraus wird diejenige Wellenlange ermittelt,
die die starkste Anregung bewirkt (Anregungsmaximum). AnschlieBend wird mit dieser

Wellenlange ein Emissionsspektrum aufgenommen und so das Emissionsmaximum ermittelt.

Standardaddition

Fur die Standardaddition werden in fiunf 100 mL Messkolben je 1 mL der ggf. verdinnten
Probenldsung vorgelegt. Die Probenlésung in den Messkolben 2-5 wird vor dem Auffillen mit 0,5
M Schwefelsaure in aufsteigender Konzentration mit Chinin dotiert. Hierzu werden 1, 2, 3 und 4
mL der Chinin-Standardlosung (Aufstocklésung) in die Messkolben 2 - 5 pipettiert. Die Losung in
Messkolben 1 bleibt undotiert.

Nr. des 100 Zu 1 mL Probenlésung in 100 mL

mL Messkolben zugegebene Menge Chinin- Dotierte freie Chininbase
Messkolben Standard-l6sung [mL] [mg/100mL Kolben]

1 0 0,000

2 1

3 2

4 3

5 4 ca. 0,5
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Probenvorbereitung

Bei kohlensaurehaltigen Proben ist es zunachst nétig, diese zu entgasen. Hierzu wird ein Teil der
Probe in einen lodzahlkolben gefillt und im Ultraschallbad entgast (anfangs starkes Schaumen!).
Von dieser Lésung wird je 1 mL in funf 100-mL-Messkolben pipettiert. Zu den Kolben zwei bis
funf wird je 1, 2, 3 und 4 mL der Aufstockldésung (5.3.2.) zupipettiert. Die Messkolben werden mit
0,5 M Schwefelsaure aufgefllt und gut geschittelt.

Messung

Die Messung erfolgt gegen die 0,5 M Schwefelsdurelésung. Hierzu wird eine Quarzkivette mit
dieser Losung in das Gerat gestellt und die Anzeige auf Null gebracht. AnschlieRend werden die

Probenldsung und die aufgestockten Losungen in aufsteigender Konzentration vermessen.

Auswertung
Die Auswertung erfolgt graphisch und durch lineare Regression:
x-Werte y-Werte
Dotierte freie Chininbase [mg/100 mL] Nr. 1-5 Messwert 1-5

Man erhélt die Geradensteigung b, den Achsenabschnitt a und den Regressionskoeffizienten r.
Der Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der x-Achse entspricht dem Gehalt an freier
Chininbase in der verdiinnten Probe in mg/100 mL. AnschlieBend erfolgt eine Rickrechnung bzw.
der Bezug auf das eingesetzte Probenvolumen und die Verdinnung. Das Ergebnis wird als
Chinin (berechnet als freie Chininbase) in mg/L auf eine Stelle nach dem Komma gerundet

angegeben.

Anmerkung

Vor der Inbetriebnahme und Messung erfolgt eine Einweisung am Gerat.

Das Fluoreszenzspektrum einer Substanz ist stark vom Losungsmittel abhangig. Ein Problem bei
der Fluoreszenz ist das Quenching (Fluoreszenz-Ldschung) wie z. B. Konzentrations- oder

Fremdstoffquenching.

Literatur

Mller, A.: Bestimmung von Chinin in Lebensmitteln, SOP Nr. 1998/17, Praktikumsmethoden-
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6.3 Pyknometrische Alkoholbestimmung

Grundlagen
Der Ethanolgehalt wird aus der Dichte bei 20 €T einer Alkohol-Wasser-Mischung oder eines

Destillates ermittelt. Der Einfluss geringer Mengen eventuell vorhandener Begleitstoffe wie z.B.
Methanol, 1-Propanol, 2-Propanol usw. bleibt unbertcksichtigt. Sind grél3ere Mengen (> 0,1%)
vorhanden, missen die Begleitstoffe ermittelt und bei der Berechnung des Ethanolgehaltes

bericksichtigt werden.

Gerate
Wasserbad mit Thermostat (20.0 £ 0.1 T)
Pyknometer, Inhalt 50 cm?® nach Reischauer
Einfllltrichter fir Pyknometer

Destillationsapparatur

Durchfiihrung
Probe: wird vom Assistenten ausgegeben

Bestimmung des Leerwertes (LW) des Pyknometers

Es ist eine Doppelbestimmung durchzufiihren. Die Pyknometer werden zunéchst gereinigt, aul3erlich
abgetrocknet und innerlich durch Ausblasen mit Luft oder Stickstoff getrocknet. Nachdem die
Pyknometer 30 min im Waagenraum gestanden haben, werden sie verschlossen und leer gewogen
(= Leerwert LW).

Bestimmung des Wasserwertes (WW) des Pyknometers

Die Pyknometer werden mittels Einfulltrichter mit frisch ausgekochtem Wasser von ca. 20 T bis tber
die Marke aufgefiillt, verschlossen und 20 - 30 min bei 20 T im Thermostaten temperiert. Sie werden
dann aus dem Thermostaten genommen, wobei nur der obere, leere Teil des Halses anzufassen ist.
Dann stellt man den unteren Rand des Meniskus auf die Marke ein und trocknet den Hals z.B. mit
Filterpapier von innen ab. Die Pyknometer werden auflen gut getrocknet, 20 - 30 min in den
Waagenkasten gestellt und dann gewogen (Wasserwert WW). Der Wasserwert (WW) wird dreimal
bestimmt und der Mittelwert der drei Wagungen gebildet.

Aus Leergewicht und Wasserwert lasst sich das Volumen (V) der Pyknometer berechnen:

WW - LW

VT TowoL

Dabei wird die Dichte des Wassers (¢W) mit 998.20 kg/m? und die Dichte der Luft (¢L) mit 1.2 kg/m?

angenommen.
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Bestimmung des Alkoholgehaltes

Die zu untersuchende Losung wird mittels Einfulltrichter in die Pyknometer bis Uber die Marke
eingefiillt, verschlossen und 20 - 30 min bei 20 T im Thermostaten temperiert. Die Pyknometer
werden dann aus dem Thermostaten genommen, wobei nur der obere, leere Teil des Halses
anzufassen ist. Dann stellt man den unteren Rand des Meniskus auf die Marke ein und trocknet den
Hals von innen ab. Nun wird der Inhalt quantitativ in die Destillierkolben tberfiihrt und dreimal mit 5-
10 mL Wasser nachgespilt. Nach Zusatz von Siedesteinen und gegebenenfalls Entschaumer
werden die Destillierkolben an die Destillierapparatur angeschlossen. Als Vorlage dienen die
Pyknometer mit Einfilltrichter.

Es wird langsam unter guter Kihlung destilliert bis die Pyknometer ungefahr bis zum Ansatz der
Halsverjungung gefllt sind. Nun wird mit Wasser bis kurz unter die Marke aufgefillt und 20 - 30 min
im Thermostaten temperiert. Die Pyknometer werden dann aus dem Thermostaten genommen und
mit temperiertem Wasser auf die Marke eingestellt. Der Hals ist von innen abzutrocknen. Die
Pyknometer werden von auf3en gut getrocknet, 20 - 30 min in den Waagenkasten gestellt und dann
gewogen. Die Destillation und Wagung wird dreimal durchgefiihrt und der Mittelwert der drei
Wagungen (WD) gebildet.

Hieraus lasst sich die Dichte des Destillates ($¢D) berechnen:

¢D = —WDV‘ LW, oL

Aufgrund der Dichte des Destillates lasst sich der Alkoholgehalt aus der ,Amtlichen Alkoholtafel

entnehmen. Er ist auf eine Dezimale gerundet in %vol anzugeben.

Anmerkungen
Pyknometer sind empfindliche Messinstrumente und erfordern eine pflegliche Behandlung. Sie sind

stets sorgféaltig zu reinigen. Die Trocknung muss bei Zimmertemperatur erfolgen. Erwarmung im

Trockenschrank ist unzulassig!

Literatur

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 835 LMBG, Nr. L 37.00-1

Rauscher, K., Engst, R., Freimuth, U. (REF): Untersuchung von Lebensmitteln, 2. Auflage, VEB
Fachbuchverlag Leipzig, 1986.
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7 Wasseranalyse

7.1 Bestimmung der Kationen mit Flammenemissions- u nd Atom-

absorptionsspektrometrie

Grundlagen
Jede Materie absorbiert nur Licht der Wellenléngen, die sie auch emittieren kann (Kirchhoff sches

Gesetz).

Gerat

Kombiniertes Atomabsorptionsspektrometer bzw. Flammenphotometer

Probenvorbereitung

Probe: Wasser (wird vom Assistenten ausgegeben)

Wird ein klares Wasser untersucht, so kann es direkt bzw. verdinnt eingesetzt werden. Tribe
Wasser oder andere Proben muissen vor der Bestimmung der Kationen mineralisiert werden
(siehe 5.1.1), ggf. muss ein Wasser vor einer qualitativen Prifung auf ein geeignetes kleineres

Volumen eingeengt werden.

7.1.1 Flammenemissionsspektrometrische Bestimmung v on Natrium und Kalium

Grundlagen
Bei der Flammenemissionsspektrometrie (FES) wird das Emissionsspektrum von angeregten

Atomen gemessen. Regt man Atome thermisch oder elektrisch an, so senden diese
aufgenommene Energie in Form eines Emissionsspektrums aus; durch die Verwendung eines
Monochromators wird nur das Licht einer bestimmten Wellenlange gemessen.

Die Probelosung wird z.B. in einer Flamme verdampft und die Salze dissoziieren zu einem
geringen Teil in die Atome. Durch die Flamme werden ein Teil dieser Atome bzw. ihre Valenz-
elektronen angeregt und beim Zurlckfallen auf das urspringliche Energieniveau wird Licht
emittiert. Diese Strahlungsenergie wird mittels eines Photomultipliers gemessen und Uber eine
Kalibriergerade der Gehalt der Probe an dem untersuchten Metall bestimmt. Die lonisation von
Proben und Kalibrierstandards wird durch Zugabe von Lithiumsalzen zuriickgedrangt, da diese
sehr leicht in die lonen zerfallen und durch den damit verbundenen Elektronen-,Uberschuss* das

lonisationsgleichgewicht des zu bestimmenden Elementes zum ,Atom“ hin verschieben.

Chemikalien

Zum Herstellen der Stammlésungen kénnen folgende Salze verwendet werden:

Fur die Erstellung des Blindwertes und zur Verhinderung der lonisation: LiCl p.a. (oder CacCly)
NaCl p.a. sicc.

KCl p.a.
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Durchfihrung

Kalibrierstandards: alle Angaben in [ug/mL]
Kalium* 1 2 3 4
Natrium* 1 2 3 4

*Alle Kalibrierstandards sollten 0,5% (g/v) LiCl enthalten

Geréateeinstellungen

Element Spalt [mm] Wellenlange [nm]

Kalium 0,5 764,9

Natrium 0,5 589,0
Auswertung

Die Auswertung erfolgt sowohl graphisch als auch rechnerisch durch lineare Regression!

Anmerkung
Vor der Inbetriebnahme und Messung erfolgt eine Einweisung am Gerat.

7.1.2 Atomabsorptionsspektroskopische Bestimmung vo n Eisen, Calcium, Magnesium,

Mangan

(in Absprache mit dem Assistenten kdnnen statt der vier genannten abweichend andere Kationen
bestimmt werden: z.B. Pb, Cd, Cu, Zn, Sr, Ba, Cr, Co, Ni, und evtl. andere, soweit AAS-Lampen

vorhanden)

Grundlagen
Bei der Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) wird die Resonanz-Absorption von Strahlungs-

energie durch Atome gemessen. Die Probelosung wird z.B. in einer Flamme verdampft und die
Salze dissoziieren zu einem geringen Teil in die Atome. Durch eine Hohlkathodenlampe, die das
Metall enthalt, das untersucht werden soll, wird Licht einer bestimmten Wellenlange in die
verdampfte Probe gestrahlt. Es erfolgt eine Anregung der Atome und damit verbunden eine
Absorption/Schwachung des eingestrahlten Lichtes. Diese Schwéachung der Strahlungsenergie
wird mittels eines Photomultipliers gemessen. Aufgrund der Giltigkeit des Lambert-Beer’'schen

Gesetzes lasst sich der Gehalt der Probe mittels einer Kalibriergerade ermitteln.
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Chemikalien

Zum Herstellen der Stammlésungen kdnnen folgende Salze verwendet werden:

CaCO; sicc. p.a.

FeSO,+ 7 H,O p.a.

Mg(NO,), + 6 H,O p.a.

MnCI2 * 4 H,0Op.a.

Die Stammlosungen sollten eine Konzentration von jeweils ca. 100 ug/mL des zu bestimmenden
Metalls enthalten. Es muss darauf geachtet werden, dass nicht hygroskopische Substanzen
verwendet werden und dass die Angabe des Hydratwassers stimmt; eine gute Moglichkeit ist
auch, nur wasserfreie Substanzen zu verwenden und diese dann bei 100 + 3 € zu trocknen und

immer im Exsiccator aufzubewahren.

Durchfihrung

Kalibrierstandards*: alle Angaben in [pg/mL]
Calcium 1,0 2,0 3,0 4,0 | 50
Eisen 0,1 0,5 1,0 1,5 2,0
Magnesium 0,1 0,5 1,0 1,5 2,0
Mangan 05 (0,75 1,25 | 15 2,0

*Die Kalibrierstandards sollen verdiinnte HCI enthalten.

Gerateeinstellungen

Element Hohlkathoden- Maximaler Spalt Wellenlange
Lampe Lampenstrom [mm] [nm]
Ca Ca 6 mA 0,2-0,5 4227
Fe Fe 10 mA 0,2-0,5 248,3
Mg Mg 4 mA 0,2-0,5 285,2
Mn Mn 12 mA 0,2-0,5 279,5
Auswertung

Die Auswertung erfolgt rechnerisch durch lineare Regression!

Anmerkung

Vor der Inbetriebnahme und Messung erfolgt eine Einweisung am Gerat.

Zur Eliminierung von Matrixeinflissen wird bei der AAS haufig mit der Standardadditionsmethode
(siehe 6.2.1) gearbeitet.
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7.2 Weitere Bestimmungen

Es ist auf die Einheitsmethoden zur Wasseruntersuchung und evtl. Jander Blasius ,Lehrbuch
der analytischen und praparativen anorganischen Chemie* oder ,Einfihrung in das
anorganisch chemische Praktikum® zurtickgreifen.

- Prifung auf die Anwesenheit von Anionen (Chlorid, Fluorid, Nitrit, Nitrat, Hydrogencarbonat,
Phosphat, Sulfat, Borat; in Absprache Silikat, Cyanid, Kieselsaure als SiO;) mittels geeigneter
Vorproben

- Quantitative Bestimmung von zwei der Anionen in Absprache mit dem Assistenten.

- Permanganatzahl (Oxidierbarkeit) oder Sauerstoffgehalt nach Winkler.

- Berechnung der Gesamtharte (aus Magnesium- und Calciumbestimmung), der Carbonatharte
(aus Saurekapazitat bis pH 4,3 vor CaCO;-Sattigung) und der Nichtcarbonatharte (Differenz).

- Diese und weitere Bestimmungen (Saurekapazitat bis pH 4,3 nach CaCO;-Sattigung,
Basenkapazitat bis pH 8,2 vor CaCOs-Sattigung, Basenkapazitat bis pH 8,2 nach CaCO;-
Séttigung, kénnen in Absprache mit dem Assistenten erforderlich sein, genaue Vorschriften
und Berechnungsgrundlagen vom Assistenten erhaltlich.

- Erstellen einer lonenbilanz: Angabe aller in der Probe gefundenen Kationen und Anionen inkl.
der Ergebnisse der quantitativen Bestimmungen in mg/L bzw. g/L und in mmol/L bzw. mol/L.

Diskussion der lonenbilanz, v.a. im Hinblick auf die Ausgeglichenheit etc.

Literatur

Maier, H.G.: Lebensmittel- und Umweltanalytik, Methoden und Anwendungen, Steinkopff Verlag,
Darmstadt 1990

Merck: Die Untersuchung von Wasser, E. Merck, Darmstadt
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52/86



Lebensmittelchemisches Praktikum Universitat Hamburg

8 Einfuhrung in die Chromatographie

8.1 Papier-, Dunnschicht- und Saulenchromatographie

Die verschiedenen Aufgaben aus dem Bereich der Lebensmittel-Analytik sollen in die Technik der
Papierchromatographie (PC), der Dinnschichtchromatographie (DC) und der Saulen-
chromatographie (SC) einfuhren. Der gesamte Themenkreis 8 (aufRer 2-dim.-Aminosdure-DC

(hier Fleischextrakt)) wird an einer vom Assistenten ausgegebenen Probe durchgefihrt.

Herstellung von DC-Platten

Die DC-Platten kdonnen im Praktikum selbst hergestellt werden: (Pulver beim Assistenten
erhaltlich). Vor der Beschichtung der Glasplatten (20x20 cm) missen diese grindlich gereinigt
werden. Die stationdre Phase wird mit Wasser oder Ethanol intensiv vermengt (z. B. Schutteln im
lodzahlkolben) und dann als Suspension mit einem Streichgerat (DESAGA; ist im Praktikums-
satz (Labor 554) enthalten) mdglichst gleichméafig aufgetragen. Nach dem Trocknen an der Luft
kénnen die DC-Platten im Trockenschrank aktiviert werden. Dabei wird Wasser von den aktiven

Zentren des Sorptionsmittels entfernt - die Trenneigenschaften des Systems andern sich.

HINWEIS: Stadube von Substanzen, die als stationare Phasen fur DC-Platten verwendet werden,
sind lungengangig. Daher ist bei der Herstellung von DC-Platten und beim Umgang

mit ihnen auf Sorgfalt und Sauberkeit zu achten.

Kieselgel

50 g Kieselgel 60 G oder Kieselgel 60 GF,s, fir die DC (MERCK) werden mit 100 mL dest.
Wasser zu einer homogenen Suspension vermengt. Es werden 5 Glasplatten mit einer Schicht-
dicke von ca. 300 pum bestrichen. Die Platten sollten 20 Minuten an der Luft trocknen, dann 30

Minuten im Trockenschrank bei 105 € aktiviert und anschlieRend im Exsikkator gelagert werden.

Polyamid

15 g Polyamid DC-6 oder Polyamid DC-6 UV,s4 zur DC (Macherey & Nagel) werden mit 65 mL
Ethanol zu einer homogenen Suspension vermengt. Es werden 5 Glasplatten mit einer Schicht-
dicke von ca. 300 um bestrichen. Nach dem Trocknen an der Luft kbnnen die Platten 10 Minuten

im Trockenschrank bei 70 € aktiviert werden - dann im Exsikkator aufbewahren.

Cellulose
5 g Cellulosepulver MN 300 fiir die DC (MACHEREY & NAGEL) werden mit 90 mL dest. Wasser
zu einer homogenen Suspension vermengt. Es werden 5 Glasplatten mit einer Schichtdicke von

ca. 300 um bestrichen. Nach 10 Minuten Trocknen bei 105 € sind die Platten gebrauchsfertig.
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Probenaufgabe

Die zur DC eingesetzten Losungen sollten 0,01 - 1 % des jeweiligen Analyten in einem mdglichst
flichtigen L6sungsmittel enthalten. Die Untersuchungslésungen sollten in mehreren kleinen
Anteilen nacheinander aufgetragen werden, wobei vor dem erneuten Auftragen jeweils getrocknet
werden sollte - dabei ist ein Fon hilfreich. Die Lésungen missen in gleichem Abstand (ca. 15 mm)
vom unteren Rand der DC-Platte aufgetragen werden und dabei moglichst kleine
Substanzflecken (O 3 mm) ergeben. Es sollten nicht viel mehr als 12 Proben auf einer 20 cm
langen Platte aufgetragen werden um Ineinanderlaufen zu verhindern; es muss unbedingt
verhindert werden dass sich das Plattenmaterial auflost und Lécher die die Chromatographie
beeinflussen entstehen; mehr als ca. 25 pL (abhangig von Lésungsmittel / stat. Phase) sollten
nicht aufgetragen werden.

Zum Auftragen kénnen Einmal-Mikropipetten verschiedener Volumina oder ,DC-Spritzen® (10-pL-

Spritzen mit stumpfer Kanule) eingesetzt werden.

Entwicklung

Es gibt verschiedene Methoden, mit denen man DC-Platten entwickeln kann. Im Praktikum ist
eine Methode gangig, bei der die Platte senkrecht in die DC-Kammer gestellt wird und das
Laufmittel ,aufsteigt”. Die DC-Kammer sollte hdchstens einen Zentimeter hoch mit Laufmittel
gefullt werden.

Vor der Entwicklung der ersten DC-Platte sollten mindestens 30 Minuten bis zur Aquilibrierung
des Gasraumes verstreichen. FlieBmittel missen nach spatestens einem Tag bzw. einigen
Laufen frisch angesetzt werden! (Veranderung der Zusammensetzung!). Um bessere
FlieRgeschwindigkeiten zu erreichen, ist es sinnvoll, die Kammer mit Filterpapier auszukleiden,
welches mit dem Ldésungsmittel getrankt ist. Es kann auch sinnvoll sein (Zucker-DC) die Platte
einfach eine begrenzte Zeit (sonst zu starke Diffusionserscheinungen!) ,lUberlaufen* zu lassen
bzw. nach Zwischentrocknen noch mal im selben oder anderen FlieRmittel laufen zu lassen.

Die Laufstrecke sollte, je nach Trennproblem, 5 - 15 cm betragen. Die bendétigte Zeit ist unter
anderem vom Sorptionsmittel, der Schichtdicke und der Laufmittel-Zusammensetzung abhéngig.
Ist die Entwicklung abgeschlossen, wird die (gesamte) Laufmittelfront markiert, die DC-Platte aus
der Kammer genommen und bis zur Trockne unter einem Abzug oder in einem Trockenschrank
(Warnhinweis anbringen!) belassen. Bei einer Mehrfach-Entwicklung muss die DC-Platte
ebenfalls nach jeder Entwicklung vollstandig getrocknet werden.

Da viele der zur Entwicklung eingesetzten Losungsmittel flichtig sind, sollte der Deckel der DC-
Kammer stets geschlossen bleiben. Nachts sind die Lésungsmittelkammern in geschlossene
Abzlge zu stellen!

Es sollten ggf. weitere im Skript nicht angegebene Systeme ausprobiert werden (bes. bei

Farbstoffen bei speziellen Trennproblemen) siehe dazu Lit.: Stahl, Matissek etc..
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Detektion

Die Lage der Substanzflecken kann prinzipiell durch folgende Mdglichkeiten bestimmt werden:
Die Eigenfarbung der Substanzen, ihre Eigenfluoreszenz, die Fluoreszenzldschung (bei Platten
mit Fluoreszenzindikator) und die Detektion mit Sprihreagenzien. Welche Methode angewandt
wird, ist von der jeweiligen Anwendung abhéngig. Es bietet sich jedoch an, auch Platten, die mit
Detektionsreagenzien bespriht werden sollen, vorher unter UV-Licht zu betrachten.

Anmerkung: Es ist bei der Interpretation der Platten darauf zu achten, wie selektiv aufgearbeitet
wurde und wie selektiv das verwendete Detektionsmittel ist (vgl. hierzu Lit.: Jork, Funk, Fischer,

Wimmer — dort auch genaue Vorschriften zur Herstellung bestimmter Detektionsmittel).

VORSICHT: Viele der genutzten Sprilhreagenzien sind Gefahrstoffe!

Identifizierung (qualitative Analyse) Die Identifizierung von Verbindungen erfolgt durch
Vergleich der R-Werte mit denen von Vergleichssubstanzen, welche auf der gleichen Platte mit
aufgetragen werden. Positive Befunde werden durch Dotierung der Probe mit der
entsprechenden Vergleichssubstanz bestétigt. Die Dotierung erfolgt durch Auftragen der Probe
und des Vergleiches auf demselben Punkt der DC. Dabei ist das Auftragevolumen der dotierten
und undotierten Probe identisch zu wéhlen. Trennen sich die beiden Substanzen nicht, so gilt der

Befund als bestatigt.

Dokumentation

Auf einer entwickelten DC-Platte werden Startpunkte, Laufmittelfront und alle detektierten Spots
mit einem weichen Bleistift (Vorsicht bei Cellulose!) markiert. Die DC-Platte wird dann z.B. auf
Transparentpapier in OriginalgréRe dargestellt oder eingescannt (mdglichst zeithah, manche
Detektionen verblassen sehr schnell). Chromatographie-Bedingungen wie stationare Phase,
mobile Phase, Detektionsmethode sowie Auftragsmengen und Konzentrationen der
aufgetragenen Lésungen missen bei der Dokumentation aufgezeichnet und im Anhang zu jedem

Chromatogramm angegeben werden.
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8.1.1 Identifizierung wasserl6slicher Lebensmittelf arbstoffe

Grundlagen
Die wasserloslichen Farbstoffe werden nach Ansduern eines wassrigen Probenextraktes an

einen dicken Wollfaden (farbstofffreie Strickwolle 0.4.) oder an Polyamidpulver adsorbiert. Nach
Desorption der Farbstoffe mit ammoniakalischer Losung erfolgt die diannschicht- oder papier-
chromatographische Trennung an Cellulose-Platten bzw. Chromatographiepapier. Aufgrund ihrer
Eigenfarbung sind die Farbstoffe direkt erkennbar (Allerdings: Es kdnnen sich Mischfarben bilden

und die Farbqualitat ist z.T. konzentrationsabhéngig!).

Durchfihrung
Probenvorbereitung

30 - 50 mL wassriger Probenextrakt werden mit 5 mL 10%iger Kaliumhydrogensulfatlésung
(pKs = 1,96) angesauert. Zur Isolierung der wasserloslichen Farbstoffe wird a) nach der
Wollfadenmethode oder b) nach der Polyamidmethode verfahren. Abhéngig vom Lebensmittel
bzw. der Probenmatrix kdnnen umfangreichere Aufarbeitungen erforderlich sein.

Proteinhaltige Lebensmittel: Die Probe wird zunachst mit methanolischer Ammoniaklésung
(25%iges NHsMethanol, 5/95 v/v) extrahiert (Hinweis: bei Proben, welche auch Fette enthalten,
muss zuvor eine Entfettung mit Petrolether erfolgen). Der Ansatz wird zentrifugiert und der klare
gefarbte Uberstand in eine Porzellanschale dekantiert. Das Losungsmittel wird unter leichtem
Erwarmen abgedampft und der Ruckstand mit Wasser aufgenommen. Die Lésung wird mit
10%iger Kaliumsulfatiésung angesauert (pH-Wert prifen!). Weiter nach a) oder b).

Fetthaltige Lebensmittel: Die Probe wird zunéchst mit Petrolether entfettet und anschlielend mit
heiRem Wasser behandelt. Der wassrige Extrakt wird mit 10%iger Kaliumsulfatiésung angeséuert
(pH-Wert prufen!). Weiter nach a) oder b).

Kohlenhydrathaltige Lebensmittel: Ein wassriger Probenextrakt wird mit 10%iger Kaliumsulfat-
Ibsung angesauert. Der Extrakt muss deutlich sauer sein, anderenfalls tritt bei der weiteren
Isolierung eine stdrende Karamelisierung der Zucker auf. Nach Zentrifugation wird der klare
gefarbte Uberstand abdekantiert. Weiter nach a) oder b). Fiir starkehaltige Lebensmittel ist die

Aufarbeitung fur proteinreiche Lebensmittel (Starkeféallung mit Methanol) geeigneter.

a) Wollfadenmethode

Die etwa 10 cm langen, weiRen, Wollfaden werden in der Soxhlet-Apparatur mit Petrolether
entfettet (25 - 30 Ablaufe), an der Luft getrocknet, dann im Becherglas 1 h mit 5%iger
Ammoniaklésung unter haufigem Ruhren auf ca. 80 T erwarmt, grindlich mit Wasser gespiilt
und an der Luft getrocknet.

Die Adsorption der Farbstoffe erfolgt durch Kochen des angeséuerten Extraktes mit mehreren
entfetteten Wollfaden im bedeckten Becherglas fur 10 min. Die Wollfaden werden mehrmals mit

Wasser gewaschen. Durch Erwarmen in 25%igem Ammoniak/Methanol (5/95, v/v) fir 30 min
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werden die Farbstoffe von der Wolle desorbiert. Diese Losung wird auf dem Wasserbad oder am
Rotationsverdampfer auf 0,5 - 1 mL eingeengt und zur chromatographischen Trennung
eingesetzt.

Malachitgriin und Brillantgriin lassen sich nur mit verdiinnter Essigsaure (pKs = 4.75) vom Faden
ablésen. Rhodamin B farbt nicht auf Wolle auf. Die Anwesenheit synthetischer Farbstoffe (friher
Anilin- oder Teerfarbstoffe), wie Azo- oder Triphenylmethanfarbstoffe, kann nach der Desorption
der Farbstoffe und nach Vertreiben des Ammoniaks durch ,Umfarben* nachgewiesen werden, da
diese Farbstoffe auch aus schwach saurer Lésung an Wollfaden adsorbieren. Es wird mit
Weinsaure (pKs; = 2.98) angesauert und erneut 10 min mit Wollfaden im bedeckten Becherglas

gekocht.

b) Polyamidmethode

Die Adsorption der Farbstoffe erfolgt durch kurzes Aufkochen des angesauerten Extraktes mit ca.
1 g Polyamidpulver. Es wird 10 min stehengelassen. Die Suspension wird z.B. in eine
Pasteurpipette (oder Glassaule mit Hahn), welche mit wenig Glaswolle oder Watte nach unten
verschlossen wurde, Uberflhrt.

AnschlieBend wird mit heiBem dest. Wasser (10 - 20 mL) und zweimal mit 5 mL Methanol
gewaschen. Die Desorption der Farbstoffe erfolgt mit 25%igem Ammoniak/Methanol (5/95, v/v).
Das Eluat wird auf dem Wasserbad oder am Rotationsverdampfer auf 0,5 - 1 mL eingeengt und

zur chromatographischen Trennung eingesetzt.

Chromatographiebedingungen (nur fiir allgemeinen Uberblick ausreichend)

Methode: Dunnschichtchromatographie (Papierchromatographie)
Trennproblem: Diverse wasserltsliche Lebensmittelfarbstoffe

Stationare Phase: Cellulose (oder Chromatographiepapier)

Mobile Phase: 2.5%ige Natriumcitratlésung /25%iges Ammoniak (4/1, viv)
Vergleichslésungen: 0,1 - 0,15 %ig in Wasser (Substanzen siehe unten)
Aufgabevolumen: bis gut sichtbar

Detektion: Eigenfarbung

Anmerkung:

Die Farbstoffe sind chemisch unterschiedlichste Verbindungen! Es gibt kein System dass alle
Farben, Farbstoffarten (fett- /wasserldsliche, synthetische/natirliche) einwandfrei trennen wird; es
ist im Vorfeld zu planen welches System die gewiinschten Trennungen bestmdoglich erzielen kann
(siehe SOPs auf der LC-Homepage oder diverse DC-Blcher, (z.B. DGF-Ringbuch fur Farbstoffe,
Stahl, Matissek etc.) und bereits durchgefiihrte Trennungen anderer Studenten) auch im Hinblick

auf das Sparen von DC-Platten!
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Verwendete Farbstoffe

Alizarin C158000/Dihydroxyanthrachinon keine

Allurarot AC E 129 Rot
Amaranth E 123 Rot
Azophloxine/Amidonaphtholrot G / C118050) / CAS6368-72-5 keine
Azorubin/Echtrot/Carmoisin/C114720 E 122 Rot
Bixin E160b

Brilliant Black/Brilliantschwarz BN E 151 Schwarz
Buttergelb keine

Ceresrot / Sudanrot G / Sudan R / Fettrot G / keine

Fettfarbe Rot BG/Solvent Red 1/C 10/ CI12150

Curcumin E 100 Gelb
Chinolingelb E 104 Gelb
Gelborange E 111 Orange
Grin S/Brilliantsduregrin BS/Acid Green 50/C144090 E 142 Grin
Indigotin E 132 Blau
Karminrot E 120 Rot
Kongorot (nicht mehr in ZZulV!) (E 126) Rot
Malachitgrin keine

Naphtholgrin C7 keine

Neo Coccine / Cochenillerot —A / Ponceau 4R / Sudanrot 7B (?) E 124 Rot
Patent Blau E 131 Blau
Riboflavin E 101 Gelb
Rhodamin B/Brilliantrosa/Fettrosa A keine

Scharlach GN (nicht mehr in ZZulV!) (E125) Rot
Serva Blue keine

Sudanblau C11 keine

Sudanrot B/Erythrosin E 127 Rot
Tartrazin E 102 Gelb
Viktoriablau B/Basic Blue 26/Cl144045/C4 keine

Weitere zugelassene Farbstoffe It. ZusatzstoffZulassungsVerordnung (ZZulV): Rot 2G (E 128), Brilliantblau
(E 133), Chlorophylle (E 141), Zuckerkulore, Braun FK/HAT, Pflanzenkohle (E 153), Carotinoide (E
160/161), u.a. nattrl. Farbstoffe (E 162/163) und diverse anorganische Pigmente/Metalle.

Achtung! Farbstoffe kdnnen viele unterschiedliche Namen haben! Eine eindeutige Nomenklatur
ist nur nach IUPAC oder mittels der Colour Indices (ClI...) moglich, fur erlaubte Lebensmittel-

Farbstoffe die E-Nummern, aber eine Angabe wie ,C 5" ist nicht eindeutig!
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8.1.2 lIdentifizierung fettloslicher Lebensmittelfar bstoffe

Grundlagen
Die fettloslichen Farbstoffe werden mit Aceton und Petrolether aus der Probe extrahiert. Die

Abtrennung von Lipiden erfolgt saulenchromatographisch an Aluminiumoxid. Die Farbstoffe

werden auf Kieselgel-Platten dinnschichtchromatographisch getrennt.

Durchfiihrung
Probenvorbereitung

Es werden 10 - 20 g der Probe mit ca. 50 mL Aceton unter Ruhren extrahiert. Nach Filtration wird
mit 10 mL dest. Wasser versetzt und das Aceton am Vakuumrotationsverdampfer abgezogen.
AnschlieBend wird die wassrige Losung dreimal mit je 20 mL Petrolether ausgeschuttelt. Die

vereinigten Petroletherphasen werden Uber eine Aluminiumoxidsaule gereinigt.

Herstellung der Aluminiumoxidsaule

In ein Mikrochr