Bestimmung von organischen Sauren in Fruchtsaften mittels HPLC-UV
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Fur Fruchtsafte gelten nach der Fruchtsaft- und Erfrischungsgetrankeverordnung
bestimmte Qualitats- und Herstellungsanforderungen . Untersuchung von orga-
nischen Sauren zur Beurteilung von Fruchtsaften und Fruchtsaftgetranken zahlt zu
den grundlegenden Untersuchungsparametern der Qualitatsbeurteilung dieser Le-
bensmittelgruppe 2. Dabei stellt die Quantifizierung von organischen Sauren mittels
HPLC-UV eine sehr schnelle und kostengunstige Alternative zur enzymatischen Be-
stimmung dar. Insbesondere die Anwendung von HPLC-Phasen, die unter 100 %
wassrigen Bedingungen eingesetzt werden konnen, tragt sehr zur Kostenreduzie-
rung der flussig-chromatographischen Bestimmung bel. Ziel bel der Entwicklung
war, diese Methodik auf einfachen HPLC-Systemen (Druckbereich kleiner 200 bar)
etablieren zu konnen. Auf eine Saulenkombination von RP18-Phasen mit Polys-
tyrol-Divinylbenzol-Harz-Saulen konnte zusatzlich verzichtet werden. Nachfolgend
wird die flussig-chromatographische Bestimmung und Quantifizierung von organi-
schen Sauren in Orangensaft, Apfelsaft und Traubensaft dargestellt.

Probenvorbereitung
e 1 mL Fruchsaft mit Eluent auf 5 mL aufflillen 5 '90;
* mit PET-Filter membranfiltrieren, PorengroBe 0,20 pm % 3
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Anschlussanalytik
Chromatographische Bedingungen

Saule: EC 250/4,6 NUCLEODUR® C,5 Gravity-SB, 5 pm

Eluent: 50 mmol KH,PO,, pH 2,7 (6,80 g KH,PO, und 666 puL Phosphorsaure konz. auf 1 L aufgefullt)
Gradient: isokratisch (25 min)

Fluss: 0,4 mL/min

Temperatur: 30°C
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Detektionswellenlange: 205 nm
Injektionsvolumen: 10 L
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Apfelsaft
- A 2. 3 e 1 mL Apfelsaft gespiked mit 0,6 mL einer Losung mit 250 ug/mL Ci-
i 1 tronensaure, 1,25 mg/mL Milchséure und 10 mg/mL Apfelséure
( e mit Eluent auf 5 mL aufgefullt
Peak- externe Standardaddition
zuordnung Kalibration (n=3) (n=3)
1 Apfelsaure 6,41 +0,03g/L 6,50 = 0,03 g/L
2 Milchsaure 0,1 +0,0g/L 0,1 +0,0g/L
3 Citronensaure 59,25 + 0,03 mg/L 60,25 + 0,03 mg/L
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Orangensaft

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, e 1 mL Orangensaft gespiked mit 0,6 mL einer Losung mit 15 mg/mL

1 Citronensaure, 150 pg/mL Isocitronensaure, 1,25 mg/mL Milchsaure,
5 mg/mL Apfelsdure und 500 pg/mL Ascorbinséure

e mit Eluent auf 5 mL aufgefullt

Peak- externe Standardaddition

Kalibration (h=3) (n=3)

zuordnung

1 Apfelsiure 2,04 + 0,24 g/L 2,08 = 0,24 g/L
2 Isocitronensaure 108 + 0,0 mg/L 111 £ 0,0 mg/L
3 Ascorbinsaure 63 + 2 mg/L 78 £ 2 mg/L

4 Milchsaure 0,2 = 0,0 g/L 0,2 + 0,0 g/L
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Citronensaure 9,52 + 0,00 g/LL 9,69 + 0,00 g/L
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Traubensaft
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e 1 mL Traubensaft gespiked mit 0,6 mL einer Losung mit 500 pg/mL
Citronensaure, 5 mg/mL Weinsaure, 1,25 mg/mL Milchsaure und 7,5
mg/mL Apfelsdure

e mit Eluent auf 5 mL aufgefullt

externe Standardaddition
Kalibration (h=3) (n=3)

Peak-

zuordnung

1 Weinsaure 2,74 + 0,00 g/L 2,70 = 0,00 g/L
2 Apfelsaure 4,27 + 0,00 g/L 4,14 + 0,24 g/L
3 Milchsaure 0,2 + 0,0 g/L 0,2 + 0,0 g/L

4 Citronensaure 0,27 + 0,00 g/L 0,27 = 0,00 g/L
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Retentionszeitvergleich nach Mehrfachinjektion am Beispiel Oran-
gensaft

1 Apfelsaure

2 |socitronensaure

3 Ascorbinsaure

4 Milchsaure

5 Citronensaure
Empfohlener Spulschritt:

e nach einer Probenserie sollte die Saule mit einem organischen LO-
sungsmittel gespult werden

e Eluent A: 50 mmol KH,PO,, pH 2,7 (6,80 g KH,PO, und 666 pL
Phosphorsaure konz. auf 1 L aufgefullt)

h ¢ Eluent B: Methanol

e Gradient: 0-50 % B in 5 min, 50 % B fur 10 min, 50-0% B in 5 min,
0% B fur 15 min
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Diskussion der Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die wichtigsten organischen Sauren in den fur
Fruchtsaften relevanten Konzentrationsbereichen per flussig-chromatographischer
Trennung erfolgreich identifiziert und quantifiziert werden konnten. Lediglich fur As-
corbinsaure sollte die Quantifizierung per Standardaddition durchgefuhrt werden.
Ansonsten ist die Quantifizierung per externer Kalibriergerade durchfuhrbar.

Der dargestellte Retentionszeitenvergleich zeigt, dass nach 10 Injektionen das chro-
matographische Bild deckungsgleich bleibt. Zur Pflege der Saule ist ein Spulschritt
mit Methanol zur Entfernung unpolarer Probenmatrix zu empftehlen.

Aufgrund der geringen Kosten und der Zeitersparnis bei gleichzeitiger Bestimmung
aller relevanten organischen Sauren in einem Lauf stellt die Methodik eine leistungs-
fahige und kostengunstige Alternative zum enzymatischen Bestimmungsverfahren
dar.
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