Analytik

Nahrwertbestimmung und
Betrugserkennung

Verfahrenskombination bei der Analyse von Speisedlen

Die Gaschromatographie (GC) hat sich als Verfahren fiir die Detektion und Quanti-

fizierung von Fettsauren in Speisedlen bewahrt — insbesondere in Kombination mit

dem Flammenionisationsdetektor (GC-FID). Die Quantifizierung von Fettsauren in

Speisedlen ist niitzlich, um den Nahrwert der Ole zu bestimmen und Betrug auf-

zudecken — etwa, wenn ein hochwertiges Ol mit minderwertigeren Olen gestreckt

wurde. Das GC-FID-Verfahren hat jedoch gewisse Einschrankungen, die Forscher

nun durch die erganzende Anwendung von GC-MS fiir die Analyse von sechs Spei-

sedlen Uberwinden konnten. Das kombinierte Verfahren kam anschlieBend noch

zum Nachweis von Squalen in drei Proben zur Anwendung.

Die Reinheit von
Speisedlen sicherstellen

Speisedle mit einem hohen Anteil an einfach
ungesattigten Fettsauren (MUFA) und mehr-
fach ungesattigten Fettsduren (PUFA) weisen
einen hohen Nahrwert auf. Diese Speisedle
haben einen positiven Effekt auf die menschli-
che Gesundheit und Entwicklung. So senken sie
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bspw. das Risiko, an kardiovaskuldren Erkran-
kungen, Diabetes und Alzheimer zu erkranken,
und unterstiitzen die Pravention und Behand-
lung von Krebs [2].

Pflanzliche Fette und Fischfette sind grund-
satzlich ungesattigt. Im Gegensatz dazu weisen
die meisten tierischen Fette und viele verarbei-
tete Lebensmittel einen hohen Anteil an gesat-
tigtem Fett auf. Der negative Effekt von gesat-
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Abb. 1: Gehalt (%) von SFA, MUFA, PUFA in Olivendl und Oliventresterél.
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tigten Fettsauren (SFA) auf die Herzgesundheit
ist griindlich erforscht [3] und viele Gesundheits-
behorden weisen darauf hin, dass der Verzehr
von gesattigtem Fett zu den Risikofaktoren fiir
die Ausbildung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
gehort [4]. In mehreren Studien wurde zudem
festgestellt, dass SFA zu Stress im endoplasma-
tischen Retikulum (ER) und zu Leberschaden fiih-
ren kénnen.

Betrugsfalle aufdecken

Vor allem mit Blick auf den korrekten Nahrwert
ist es daher wichtig, dass Verbraucher wissen,
was sie kaufen. Die Verantwortung dafiir obliegt
in der Regel den staatlichen Stellen fiir Lebens-
mittelsicherheit und -kennzeichnung. Bei Speise-
6len sind Aufsichtsbehdrden haufig mit Betrugs-
fallen konfrontiert, in denen héherwertige Ole
mit minderwertigeren gestreckt werden. Solche
Falle lassen sich haufig allein mit griindlichen
Testverfahren aufdecken.

Die Gaschromatographie (GC) hat sich als
Methode fiir die Detektion und Quantifizierung
von Fettsduren in Speisedlen bewahrt — insbe-
sondere in Kombination mit einem Flammenio-
nisationsdetektor (GC-FID). Jedoch liefert GC-FID
keine Informationen zur Identitdt der gemesse-
nen Peaks, sodass zur Bestatigung der Mess-
ergebnisse Referenzstandards injiziert werden
miissen.

Deshalb entschied sich eine Gruppe von
Forschern, das haufig angewendete Verfah-
ren mit einem neuen Verfahren zu vergleichen:
der Gaschromatographie gekoppelt mit einem
Massenspektrometer (GC-MS). Unterstiitzung
bekamen sie von Shimadzu, dem Hersteller
der Messgerate, die fir diesen Test erforderlich
waren. AnschlieBend wurden insgesamt fiinf
verschiedene Arten von Speisedlen — Olivendl,
Oliventrester6l, Maiskeimél, Hanfél und Sojadl —
sowohl mittels GC-FID als auch mittels GC-MS
untersucht und analysiert.

Versuchsvorbereitung

Fettsauren werden je nach Anzahl der Doppelbin-
dungen als geséattigte Fettsauren (SFA), einfach
ungeséttigte Fettsauren (MUFA) und mehrfach
ungeséttigte Fettsauren (PUFA) kategorisiert, die
wiederum nach ihren spezifischen Bestandteilen
unterteilt werden [1].
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I Abb. 2: Gehalt (%) von SFA, MUFA, PUFA in Maiskeim-, Soja- und Hanfol.

Fiir die Gaschromatographie miissen Fettsau-
ren derivatisiert werden, damit sie ausreichend
volatil sind, um bei niedrigeren Temperaturen
ohne thermische Zersetzung eluiert werden zu
kénnen. Dies setzt in der Regel eine Veresterung
voraus. Methylester sind haufig untersuchte
Derivate, die durch Methylierung hergestellt
werden. Fiir das angewandte Verfahren werden
die Esterbindungen hydrolisiert, um freie Fett-

sauren freizusetzen, die zur Bildung von Fettsau-
remethylester (FAME) transmethyliert werden.
Das entsprechende FAME-Profil, das mittels GC
festgestellt wird, bezeichnet man als Fettsaure-
zusammensetzung.

Fir diesen Vergleichstest wurden FAME mit-
tels Veresterung vorbereitet. Hinweis: Alle fiir
die Probenvorbereitung verwendeten Chemi-
kalien lagen analysenrein vor (> 98 %): Metha-
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nol, Heptan und Kaliumhydroxid. Als Néchstes
wurden aliquote Teile der Probe von 1-2 g in
einem Becherglas gefiltert. Sofern das Ol keine
mit bloBem Auge sichtbaren Sedimente oder
Suspensionen aufwies, war keine Filterung not-
wendig. AnschlieBend wurde 0,5 g des Ols in
einem 10-ml-Reagenzglas abgewogen. Mit einer
Pipette wurden der Probe 5 ml Heptan und 1 ml
Kalilauge in Methanol zugesetzt. Das Reagenz-
glas wurde 30 Sekunden lang kraftig geschiittelt
und anschlieBend 15 Minuten lang stehen gelas-
sen (Zentrifugation der Probe ware ebenfalls
eine Option gewesen). Im Reagenzglas bildeten
sich zwei Schichten. Von der oberen organischen
Phase (Heptan) wurde anschlieBend 1 pl in das
GC- bzw. GC-MS-Instrument injiziert.

Analytische Bedingungen: GC-FID

I Gaschromatograph: Shimadzu GC-2030 mit
AOC-20i+s, Split-/Splitless-Injektor, FID

I Kapillarsaule: MEGA-10 (30 m x 0,25 mm ID,
0,25 pm Schichtdicke)

Analytische Bedingungen: GC-MS

I Gaschromatographie-Massenspektrometrie:
Shimadzu Nexis GCMS-QP2020NX mit AOC-
30i+s, Split-/Splitless-Injektor

I Kapillarsaule: MEGA-WAX_MS
(30 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm Schichtdicke)

Ergebnisse

Der FAME-Gehalt wurde fiir jedes Speised| mit-
tels GC-FID und GC-MS separat berechnet. Die
Verhaltnisse von einfach und mehrfach ungesat-
tigten Fettsduren wurden ebenfalls bestimmt.
Olsaure ist die wichtigste einfach ungesattigte
Fettsaure in Speisedlen, wahrend als mehrfach
ungeséttigte Fettsduren hauptsachlich Linol- und
Linolensaure vorkommen. Tabelle 3 und 4 fiihren
die Gesamtergebnisse fir den Anteil von Fett-
sauren in finf verschiedenen Speisedlen auf.
Aufféllig ist, dass sich die mittels GC-FID
erlangten Ergebnisse nicht unmittelbar mit den
Ergebnissen der GC-MS fiir alle Proben verglei-
chen lassen. Wir stellen fest, dass der gemessene
SFA-Gehalt beim GC-MS-Verfahren héher war
als bei GC-FID. Beispielsweise ergab die Unter-
suchung der fiinf Speisedle mittels GC-MS einen
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I Abb. 3: GC-MS-Chromatogramm von Olivenél.
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I Abb. 5: Suche des Squalen-Peaks in der Datenbank.

hoheren Gehalt an Palmitinsaure. Umgekehrt
wurden beim GC-FID-Verfahren héhere PUFA-
Verhdltnisse (Linol-, Linolensdure) festgestellt.
Daraus wird gefolgert, dass die GC-MS-Analyse
von FAME unabhéngig vom Probentyp zu einer
Uberschitzung des SFA-Gehaltes fiihrt.

Verhaltnis von MUFA zu PUFA

Das Verhaltnis von Ol- zu Linolsdure bzw. von
Ol- zu Linolensaure wurde in allen fiinf Speise-
6len untersucht (Tabelle 5). Die beiden Verfah-
ren ergeben signifikant
unterschiedliche Ergeb-
nisse fir das Verhaltnis
von MUFA (Olséure) zu
PUFA (Linol- und Lin-
olensaure). Die Abwei-

EsHaManzy

I Abb. 6: Shimadzu
GC-2030.

chungen bei der Peakflache spiegelten sich auch
in den Verhéltnissen der Fettsauren wider. Grund
dafiir ist, dass der Gehalt der PUFA (Linol-, Lin-
olensdure), der im Nenner der entsprechenden
Bruchrechnungen steht, bei der GC-MS-Analyse
unterschatzt wird. Die kleinste Differenz zwi-
schen den beiden Methoden in Bezug auf das
Verhéltnis von OI- zu Linolensaure fand sich bei
Olivendl und Oliventresterél. Die Peakflachen
dieser Fettsauren waren so groB3, dass die Aus-
wirkungen auf das Verhaltnis beim GC-FID- und
GC-MS-Verfahren geringfiigiger ausfielen.

SFA — MUFA - PUFA
Der Anteil an SFA, MUFA und PUFA in den fiinf

Speisedlen wurde miteinander verglichen. Fiir
die Gruppe der SFA wurden Peaks von Palmitin-
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chen Proben, wo die Prozentwerte signifikante
Abweichungen aufwiesen. Mit dem GC-MS-Ver-
fahren wurde ein deutlich hoherer SFA-Gehalt
(Palmitin- und Stearinséure) gemessen.

Die Auswertung der Ergebnisse

In dieser Studie wurden fiinf Speisedlproben
sowohl mittels GC-FID als auch mittels GC-MS
analysiert. Der Vergleich der quantitativen Ergeb-
nisse beider Verfahren ergab, dass GC-FID trotz
der Entwicklung neuer Messgeréate weiterhin das
Referenzverfahren fiir die quantitative Analyse
von Fettsauren ist.

Dennoch hat sich das GC-MS-Verfahren fiir
die Analyse von Speisedlen eindeutig als niitzlich
erwiesen. Inshesondere durch die Kombination
der hohen Leistung des GC-2030 bei der Zielana-
lyse mit der hohen Empfindlichkeit des GCMS-
QP2020NX zur Erfassung von Strukturinformati-
onen fiir eine groBe Anzahl von Verbindungen in
jeder Probe konnten die Forscher zeigen, wie viel
mehr Daten sich erfassen lieBen.

Zusammenfassend lasst sich sagen: Mittels
GC-FID lassen sich die Mengen bei bekannten
Peaks eindeutig bestimmen, wahrend die hohe
Empfindlichkeit der GC-MS die Detektion weiterer
Verbindungen fiir unbekannte Peaks und somit ein
griindlicheres Screening der Proben erméglicht.

I Abb. 7: Shimadzu GCMS-QP2020NX.
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I Abb. 8: Durch Hydrolyse in Fettsauren und
Glycerol gespaltene Triglyceride.

Der Mehrwert des GC-MS-Verfahrens

Um diese Schlussfolgerung zu belegen, nutzten
die Forscher GC-MS-Daten zur Identifizierung
von Squalen in drei Proben. Squalen ist ein
natiirlich vorkommendes Triterpen und dient
als biochemischer Vorldufer von Sterinen. Es
wurde zuerst in Hai-Lebertran festgestellt und
hat nachweislich einen signifikanten medizi-
nischen, therapeutischen und kosmetischen
Nutzen [5]. Obwohl Squalen nicht zu den Fett-
sduren zdhlt, entschieden die Forscher, das
GC-MS-Verfahren anzuwenden, um dessen
N&hrwert in den untersuchten Speisedlen zu
ermitteln.

Das Massenspektrum von Squalen wurde
im Masse-zu-Ladung-Verhéltnis von 40-500
m/z gemessen. Nach der Identifikation der am
haufigsten vorkommenden und typischsten
lonen unter Scan-Bedingungen wurde die Tech-
nik des Selected lon Monitoring (SIM) ange-
wendet.

In drei der untersuchten Speisedle (Olivendl,
Oliventresterdl, Maiskeimdl) konnte Squalen in
unterschiedlicher Konzentration festgestellt wer-
den. Die Bestimmung von Squalen mittels GC-MS
erfolgte Gber die Retentionszeit; zur Bestatigung
der Strukturformel wurden die Datenbanken NIST-
20 und Wiley-7 herangezogen. Die Datenbanksu-
che nach dieser Zielverbindung ergab einen Ahn-
lichkeitsindex von 90 % . Auch das Vorhandensein
von m/z:69 als Ziel-lon und von m/z:81, m/z:41 als
Referenzionen zur selben Retentionszeit bestatig-
te den Nachweis von Squalen.

Durch Erganzung von GC-FID mit GC-MS
konnte neben der Bestimmung von Fettsduren

Split-Injektor-Temperatur 245°C
Split-Verhaltnis 200
FID-Temperatur 245°C
FID-Luftstram 200 mi/min
FID-Wasserstoff 32 mlfmin
FID-Make-up-Gas 24 mlfmin
Tragergas He
Lineare Geschwindigkeit 31,3 cm/sec
Saulendurchfluss 1,1 ml/min
150°C—+1 r
Otentemperaturprogramm 1%C —+ 175 °C - 5 min
3°C—+200°C~+1 min
Sl ;th:?-‘l;;% mim, 0,25 pm)

lonenquellen-Temperatur 220 °C

Interface-Temperatur 240°C

150°C = 5min

29C > 175°C > Smin

12 °C -+ 200 °C = 5min
10 7C - 240 °C ~ 10 min
MEC AX_MS

(3¢ m*0,25 mm, 0,25 pm)

Gfentemperaturprogramm

Saule

I Tabelle 1: FAME-Methodenparameter der
GC-FID-Analyse.

auch bestatigt werden, dass Olivend| die wich-
tigste Squalenquelle unter den Speisedlen ist.
Oliventresterdl wies einen geringeren Gehalt
auf; dieser fiel in Maiskeimdl noch niedriger aus.
In Hanf- und Sojadl wurde gar kein Squalen fest-
gestellt.

Genauere Ergebnisse durch
kombinierte Verfahren

In dieser Studie konnten die Forscher nach-
weisen, dass GC-FID fiir die Analyse von Fett-
sauren in Speisedlen am besten geeignet ist.
Die Integration von Total lon Chromatograms
(TIC) lieferte hingegen keine zuverldssigen
Ergebnisse. Obwohl GC-FID eine sehr hohe
Leistung bei der quantitativen Analyse erzielt,
lasst sich damit lediglich eine sehr kleine Grup-
pe von Verbindungen feststellen. Im Rahmen
dieser Studie konnte deshalb auch nachgewie-
sen werden, dass sich durch die erganzende
Anwendung von GC-MS ein breiteres Spekt-
rum an Verbindungen detektieren lasst. Dieser
zusatzliche Verfahrensschritt kann schnell und
ohne groBen Aufwand durch Nutzung der NIST-
Datenbank durchgefiihrt werden, wie beim
anschlieBenden Nachweis von Squalen gezeigt
werden konnte.

GC- GC-MS- GC- GC-M5-
FAME Flich, Flacha Flicha Flicha
(%) i% TIC) () (% TIC)
CLa40 0,013 9,02
ci6:0 11,060 11,72 12,604 13,22
Cial 0238 ¢,98 1.04% 11z
Ci7%0 0.041 0.04 0.066 .06
Ci7:1 0,073 0,08 c,091 2,10
ciao 2,419 2,68 2,625 297
C18:1 17,291 76,74 69,477 68,76
cig:2 6.470 &,00 12,207 11,65
ci8:3 0,764 0.59 0,732 0,69
C20:0 0,424 0,50 0,183 0,58
CI0:1 0,313 0,35 G363 0,45
C22:0 0,135 0,21 0,199 0,25
C2a0 0068 0.11 0.103 0,13
100,000 100,000 100,000 100,000

GC- GC-MS5- GC- GC-M5- GC- GC-MS-
Fliche Fliche Flicha Fliche Flzch Fliche
(%) (% TIC) (%) (% TIC) (%) (% TIC)
0,012 004 0,024 0,11 005
11,286 13,64 10,6449 12,29 6,126 7,33
0,136 016 0,087 0,11 0,166 018
0,064 a.or .080 0,10 0.08
0,036 0,02 0,05 003
1567 236 4, 2,78
31,808 34,92 25,117 18,66 22,374 25,67
52,594 46,40 52,955 46,87 49,416 45,28
1,011 092 5,894 5,38 17,514 15,95
0,426 055 0,448 0,48 0,838 1,10
0,338 .44 0,189 0,33 0,451 077
0,147 0.22 0,479 0,68 0,400 0,59
0474 025 0,159 0,22 0168 0.21
100,000 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000

I Tabelle 2: FAME-Methodenparameter der
GC-MS-Analyse.
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SPEISE- GC- GC-MS- GC- GC-MS
oLE Verhaltnis hiltni haltni
olivensl 11,95 12,79 101,30 130,09
Qilven: 5,69 5,89 9475 99,89

tresterdl ¥

Maiskeimil 0,60 0,75 31,865 38,09
Sojasl 0,47 061 4,26 5,33
Hantal 0.45 057 1.28 1.61

I Tabelle 3: Fettsauregehalt (%) in Olivenol,
Oliventresterol und Maiskeimol.

I Tabelle 4: Fettsauregehalt (%) in
Soja- und Hanfol.

1 Tabelle 5: Verhiltnis von Ol- zu Linolsiure bzw.
Ol- zu Linolenséure in Speisedlen.
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