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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 75, 51—59 (1984)

R. Schwarzenbach, Givaudan, Forschungsgesellschaft AG, Diibendorf

Direkte Bestimmung von Sduren in Frucht- und
Gemiisesdften mittels HPLC

Direct Determination of Carboxylic Acids in Fruit

and Vegetable Juices by HPLC

Einleitung

Die direkte chromatographische Bestimmung organischer Sduren schien lan-
ge Zeit eine schwierige, mit viel Miihe und groflem Zeitaufwand verbundene Auf-
gabe zu sein. Die Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC) hat diese
Situation jedoch stark verindert. In vielen Fillen wird es nicht mehr nétig sein,
die gewiinschte Empfindlichkeit und Spezifitit mittels Derivatisierung erreichen
zu miissen, sondern die direkte Analyse an modernen Trennsystemen mit heuti-
gen Detektoren bringt bereits die gewiinschte Antwort.

Zwei unlingst erschienene Review-Artikel zeigen eindriicklich die Fiille an
Moéglichkeiten, welche fiir direkte Bestimmungen zur Verfligung stehen (1, 2).
Die Ionenaustauschchromatographie an den modernen feinkdrnigen Austausch-
materialien ergibt sehr gute Trennungen mit kurzen Analysenzeiten. Der Trenn-
mechanismus ist jedoch nicht mehr reiner Ionenaustausch, sondern eher eine
durch Ionen gesteuerte und beeinflufite Verteilungschromatographie. Sehr ver-
breitet sind auch die Trennsysteme an C,g-belegtem Silikagel. Zur Unterdriickung
der Dissoziation wird der mobilen Phase eine Sdure oder eine Pufferlésung bei-
gemischt. Damit lassen sich die Proben als nicht ionisierte Verbindungen chro-
matographieren. Die Bildung von lonenpaaren zur Trennung von Siuren ist eine
weitere Moglichkeit, die tiberall dort bevorzugt angewendet wird, wo es gilt, ein-
zelne Sduren im Gemisch neutraler Verbindungen zu bestimmen. Im weiteren
sind in der Literatur verteilungschromatographische Systeme beschrieben, die
zwar nur mit Miihe stabil gehalten werden konnen, dafiir sich durch besondere
Trennselektivitit auszeichnen.

Anhand einiger Beispiele sollen nun im folgenden die geeignetsten Trenn-
systeme vorgestellt und ihre praktische Bedeutung demonstriert werden. Dabei
wird auch auf das Problem der Detektion und der Identifikation der Sduren ein-
gegangen.
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Experimenteller Teil

Das HPLC-System 1st aus kommerziell erhidltlichen Komponenten zusam-
mengestellt.

Pumpen: Waters Modell M-6000A und Waters Modell M-45,

Gradientensteuerung: Waters Modell M-720 System Controller.

Injektionssysteme: Waters Autosampler WISP 7108 und Waters Injektions-
loop U6K fiir manuelle Probeneingabe.

Kolonnen: Aminex-HPX 87 der Firma Bio Rad, Radial Pak C,

5 um, der Firma Waters und Lichrosorb RP-18, 5 um, der
Firma Merck, slurry-gepackt in unserem Labor bei 450
bar, mit Methanol.

Mobile Phase: Die zur Herstellung der mobilen Phase verwendeten Lo-
sungsmittel wurden als HPLC-Qualitit angeboten (Flu-
ka, Merck, Rathburn) und ohne weitere Behandlung
eingesetzt. Die verwendeten Reagenzien waren von ana-
lytischer Reinheit (Fluka, Merck) und wurden ebenfalls
so eingesetzt wie geliefert. Das Wasser wurde entionisiert
und anschliefend bidestilliert.

Detektoren: Pye Unicam LC-UV und Hewlett-Packard Modell 1040A.

Alle Chromatogramme wurden bei Raumtemperatur, ohne Thermostatisie-
rung der Kolonne oder der mobilen Phase, durchgefiihrt.

Resultate und Diskussion
lonenaustausch- und lonenausschlufs-Chromatographie

Uber lange Zeit waren die von Palmer und List (3) publizierten Trennungen
eine Art Standard fir die «Kunst», HPLC an Ionentauschern zu betreiben. Die
ungeniigende Druckstabilitit und das von Kolonne zu Kolonne verschiedene
Quellungsverhalten des Packungsmaterials waren jedoch nicht befriedigend und
die Analysenzeiten und Trennleistungen an diesen Austauscherharzen verdienten
die Bezeichnung HPLC nicht. Die ersten, speziell fir die HPLC entwickelten
Ionenaustauscher bestanden aus einer Glaskugel und einem aufpolymerisierten
Polystyrolfilm, an dessen Oberfliche die funktionellen Gruppen eingefiihrt wur-
den. Diese Packungsmaterialien wiesen die gewiinschte Druckstabilitit auf, die
Retentionszeit wurde durch die diinne Schicht und der damit verbundenen kur-
zen Diffusionswege stark verkiirzt, doch die Partikelgrofle dieser [onenaustau-
scher (20—40 um) ergab nur mittelmifige Bodenhohen der Kolonnen.

Heute ist es moglich, durch Erhohung des Vernetzungsgrades druckstabile,
vollporse Ionenaustauscher kleiner Partikelgrofle ( <10 wm) herzustellen. Mit
diesen Materialien wird die Trennleistung massiv erhoht und die Analysenzeit
wesentlich verkiirzt. In Abbildung 1 ist die Trennung organischer Siduren an
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Abb. 1. Trennung einer Siuremischung an einem Kationentauscher

Kolonne: Aminex HPX-87H, 9 um 300x 7,8 mm

Mobile Phase: 0,01 n Schwefelsdure

Flufirate: 0,6 ml/min

Peaks: 1 = Zitronensaure 4 = Ameisensdure 7 = Buttersdure
2 = Weinsiure 5 = Essigsdure
3 = Apfelsdure 6 = Propionsidure

einer solchen Kolonne gezeigt. Die Sduren eluieren in der Reihenfolge zuneh-
mender pK,- Werte. Es wird bei diesem System oft auch von «ionengesteuerter
Verteilungschromatographie» gesprochen und seine Anwendung in den Gebieten
der Weinanalytik, der Bestimmung von Sduren in Milchprodukten und alkohol-
freien Getrinken wurde schon etliche Male beschrieben. Leider werden nicht nur
Sauren, sondern auch Zucker und Polyalkohole zuriickgehalten und getrennt. Sie
eluteren dann zu gleichen Zeiten wie die gingigsten Sduren und kénnen von
diesen schlecht unterschieden werden.

Trennung von Séiuren an Cg-Phasen

Die Zugabe von Siuren oder saurer Puffer zur mobilen Phase erniedrigt deren
pH und unterdriickt damit die Dissoziation der sauren funktionellen Gruppen
der Probe. Die Trennung basiert in einem solchen System auf der Hydrophobizi-
tit der Proben. Die Retention ist das Resultat hydrophobischer Wechselwirkun-
gen zwischen dem Kohlenwasserstoffteil der Probe und der Octadecylkette der
stationdren Phase (4).

Fiir den Praktiker bedeutet das, eine mobile Phase zu finden, deren pH und
ionische Stirke die Dissoziation der Probe unterdriicken kann und deren Anteil
organischer Losungsmittel eine verniinftige Retention der Probe ergibt. Fruchtsiu-
ren bendtigen zur Unterdriickung der Dissoziation relativ konzentrierte Pufferlo-
sungen. Da der Kohlenwasserstoffanteil des Molekiils eher klein ist, muf}, um
eine verniinftige Retention zu erreichen, der Gehalt an organischen Losungsmit-
teln in der mobilen Phase moglichst niedrig gehalten werden. Aus Abbildung 2
ist der Einflufl von Methanol in der mobilen Phase bei der Trennung von Mono-
carbonsiuren sehr gut ersichtlich. Bei der Chromatographie der Fruchtsiuren
(Abb. 3) wird mit einer rein wiasserigen Pufferlosung gearbeitet. Ein solches
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Abb. 2. Einfluf der Methanolkonzentration in der mobilen Phase auf das Retentionsver-

halten
Kolonne: Radial PAK C,q, 10 um Partikel, 100 x 5 mm
Mobile Phase: A = 0% Methanol, 100% wisserige 0,01 m K,HPO,

B =10% Methanol, 90% wisserige 0,01 m K,HPO,
C = 50% Methanol, 50% wisserige 0,01 m K,HPO,
pH der mobilen Phasen: pH 2,5

Flufirate: 1,0 ml/min

Peaks: 1 = Ameisensidure 4 = Buttersiure
2 = Essigsaure 5 = Valeriansaure
3 = Propionsaure 6 = Capronsaure

Trennsystem erlaubt nun die direkte Injektion einer wisserigen Probenldsung,
wie zum Beispiel Wein, Fruchtsaft oder Gemiisesaft. Der in Abbildung 4 analy-
sierte Tomatensaft wurde lediglich durch Zentrifugation von Festteilen geklart
und 20 wul der klaren Losung direkt eingespritzt.

Zur Chromatographie weniger starker Sduren kann der Puffer durch verdiinn-
te Sdure ersetzt werden (Abb. 5). Die Hydroxybenzoesiuren und die Hydroxy-
zimtsduren sind oft wichtige Bestandteile im Sdurespektrum von Gemiisesiften
und Gewiirzolen. Ihre Bestimmung wird durch ihre UV-Absorptionseigenschaf-
ten wesentlich erleichtert. Abbildung 6 zeigt die Bestimmung von Chlorogensau-
re in Apfelsaft. Nebst der Phosphorsidure wurden auch Essigsiure, Zitronensiure
und andere Carboxysiduren eingesetzt. Phosphorsdure wird jedoch aufgrund ihres
nicht aggressiven Verhaltens gegeniiber Kolonne und Apparaturen bevorzugt.
Die Verwendung fliissiger Sduren oder Puffer erlauben den Einsatz der Gradien-
tenelution ohne Einschrinkungen (Abb. 7). Bei Salzlésungen besteht die Gefahr,
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Abb. 3. Trennung von Fruchtsduren an Abb. 4. Direkte Bestimmung organischer
Silikagel C,q Sauren im Tomatensaft

Kolonne: Lichrosorb RP 18, 5 um
Partikel, 250x 3 mm

Mobile Phase: wisserige 0,2 m
KH,PO,

pH der mobilen Phase: pH 2,0
Flufrate: 1,0 ml/min

Peaks:

1 = Weinsaure 4 = Zitronensaure

Kolonne: Lichrosorb RP 18, 5
pum Partikel, 250x3 mm

Mobile Phase: wisserige 0,2 m
KH,PO,

pH der mobilen Phase: pH 2,0
Flufrate: 0,6 ml/min

Peaks:

1 = Apfelsdure 2 = Zitronensaure

2 = Apfelsdure 5 = Fumarsaure
3 = Milchsdure 6 = Bemsteinsdure

dafl beim Zusammentreffen mit der organischen Komponente der mobilen Phase
Teile des Puffers ausfallen und zu Verstopfungen der Leitungen fiithren.

Die Trennselektivitit kann durch den pH der mobilen Phase und durch die
Wahl der organischen Komponente in der mobilen Phase dem Trennproblem an-
gepaflt werden. Bei Anderungen des pH wird das Dissoziationsgleichgewicht ver-
andert und damit das chromatographische Verhalten der Probe. Die Wahl des or-
ganischen Losungsmittels wird bestimmt durch die Loslichkeit der Probe in der
mobilen Phase und ergibt damit die Retentionscharakteristik. Dafl bindre und
terndre organische Mischungen zu besonderen Selektivititen fithren kénnen,
wurde schon zu verschiedenen Malen beschrieben (5).

lonenpaarchromatographie

Die lonenpaarchromatographie an «reversed phase»-Systemen hat fiir die
Trennung von organischen Siuren an Bedeutung gewonnen und wird auch in Zu-
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Abb. 5. Hydroxybenzoe- und Hydroxy- Abb. 6. Direkte Bestimmung von Chloro-
zimtsduren gensaure in Apfelsaft
Kolonne: Lichrosorb RP 18, 10 um Kolonne: Lichrosorb RP 18,
Partikel, 250 x 3 mm S5um Partikel, 250 x 3 mm
Mobile Phase: 700 wisserige 0,05 Mobile Phase:
m Phosphorsaure, 30% Methanol 70% wisserige
pH der mobilen Phase: pH 2,5 0,05 m Phosphorsiure
Flufirate: 0,9 ml/min 30% Methanol
Peaks: pH der mobilen Phase: pH 2,0
1 = Gallussiure Flufrate: 1,0 ml/min

2 = Protocatechusidure

3 = Mandelsdure

4 = para-Hydroxybenzoesiure

5 = Kaffeesdure

6 = para-Hydroxyzimtsdure

7 = Ferulasidure

8 = meta-Hydroxyzimtsiure

9 = Benzoesidure
10 = ortho-Hydroxybenzoesiure
11 = ortho-Hydroxyzimtsaure

kunft noch an Bedeutung zunehmen. Eine praktische Anleitung zum Einsatz der
Ionenpaarchromatographie an C,3-Phasen wurde von Gloor und Johnson publi-
ziert (6).

Durch Zugabe eines Gegenions wird im chromatographischen System mit der
Sdure ein lonenpaar gebildet, welches praktisch keine Ladung besitzt und eine
geringe Polaritit aufweist. Wird ein apolares Gegenion verwendet, so wird dieses
an der stationdren Phase adsorbiert und das Trennsystem kann mit einem in situ
praparierten [onenaustauscher verglichen werden. Polarere Gegenionen befinden
sich bevorzugt in der mobilen Phase und das dort gebildete lonenpaar erhilt auf-
grund seiner Hydrophobizitit seine spezifische Retention.

Die Retention hingt ab von der Art des Gegenions, vom pH der mobilen Pha-
se und von der Konzentration des organischen Losungsmittels in der mobilen
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Abb. 7. Gradientenelution einer Mi-

schung aromatischer Sduren
Kolonne: Radial PAK Ci;, 10 um
Partikel, 100 x 9 mm
Mobile Phase: Start:
800 wisserige 10%ige Essigsiure
20% Methanol
Ende:
60% wisserige 10%ige Essigsaure
40% Methanol
Gradientenverlauf: konkav, iiber 8
min, mit 1,5 ml/min
Peaks:

1 = Gallussaure

2 = Protocatechusiure

3 = Chlorogensiure

4 = Kaffeesaure

5 = Mandelsiure

6 = Ferulasaure

7 = meta-Hydroxyzimtsdure

8 = ortho-Hydroxyzimtsiure

9 = Benzoesdure
10 = Salicylsdure
11 = Zimtsaure

‘%-
-

(E 2 min 0 5 min

I

Abb. 8. lonenpaarchromatographie. Ein-

fluf des pH’s auf die Trennung

Kolonne: Lichrosorb RP 18, 10 um

Partikel, 250 x 3 mm

Mobile  Phase:  70% wisserige

0,05 m Phosphorsiure

30% Methanol

0,005 m Hexylamine

pH der mobilen Phase:

A=70 B=25

Flufirate: 1,0 ml/min

Peaks: Chromatogramm A:

1 = Gallussdure +
Protocatechusiure

2 = para-Hydroxybenzoesiure

3 = Benzoesaure

4 = ortho-Hydroxybenzoesiure

Chromatogramm B:

1 = Gallussaure

2 = Protocatechusiure

3 = para-Hydroxybenzoesiure
4 = ortho-Hydroxybenzoesiure
5 = Benzoesdure

Phase. Die Art des Gegenions, seine Grofle und Polaritit, wird der Art der zu er-
wartenden Nebenkomponenten der Probe angepafit. Mit dem pH wird die lonen-
paarbildung kontrolliert. Dieser Parameter wird verwendet, um die Trennung der
ionischen Verbindungen in einer Probe zu optimieren. Als Beispiel dazu mag die
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Trennung von Hydroxybenzoesiduren in Abbildung 8 dienen. Die Wahl der orga-
nischen Komponente in der mobilen Phase richtet sich nach der gewiinschten
Trennselektivitit fiir die nicht ionischen Verbindungen in der Probe. Der Einsatz
von Gradienten bei der Art des Gegenions, dem pH und der Zusammensetzung
der mobilen Phase ist durchfithrbar und ergibt eine Unzahl von Moglichkeiten,
die gewiinschte Trennung zu optimieren.

Schluflbemerkungen

Diese wenigen Beispiele zeigen, wie viele und verschiedenartige Moglichkei-
ten vorhanden sind, um Sduren direkt qualitativ und quantitativ zu erfassen. Zur
Detektion werden hauptsichlich drei Prinzipien angewandt: UV-Absorption,
Differenzrefraktometrie und elektrochemische Detektion. Aromatische Siuren
konnen problemlos mit einem UV-Monitor bei 280 nm oder 254 nm erfafit wer-
den. Fiir aliphatische Siuren ist die Detektion bei 205—220 nm immer noch 20-
bis 40mal empfindlicher als die Erfassung mit dem Differentialrefraktometer. Fiir
sehr spezifische und empfindliche Messungen sind die elektrochemischen Detek-
toren (7) die geeignetsten. Die Art der Matrix, in welcher die Sduren zu bestim-
men sind, die Konzentration und Art der Sduren selbst sowie die Fragestellung
werden dariiber entscheiden, welches Trennsystem und welches Detektionssy-
stem Verwendung finden soll.

Zusammenfassung

Zur direkten Bestimmung organischer Sduren mittels HPLC stehen dem Analytiker ver-
schiedene Trennsysteme zur Verfligung. lonenaustauschchromatographie an vollpordsen
Ionentauschern kleinster Partikelgrofle ergeben gute Trennungen bei kurzen Analysenzei-
ten. Der Trennmechanimus ist jedoch nicht mehr reiner lonenaustausch, sondern vielmehr
eine ionengesteuerte Verteilungschromatographie. Trennungen an C,g-Phasen, mit Puffer
oder Sduren in der mobilen Phase zur Untedriickung der Dissoziation, sind oft der einfach-
ste Weg zur Analyse von Sduren. Immer mehr an Bedeutung gewinnt die lonenpaarchro-
matographie. Sie hat eindeutig die grofite Zahl von Parametern, welche zur Optimierung
der gewiinschten Trennselektivitit verwendet werden konnen. Das Trennproblem wird dar-
iber entscheiden, welches System zur Losung der Fragestellung am besten geeignet ist.

Résumé

Nous disposons de divers systémes de séparation pour la détermination directe d’acides
organiques au moyen de la chromatographie en phase liquide. La chromatographie
d’échange d’ions sur les plus fines résines microréticulées permet de bonnes séparations en
un temps d’analyse trés court. La cinétique de séparation n’est plus un échange d’ions au
sens propre, mais plutdét une chromatographie liquide-liquide contrdlée par des ions. Des
séparations sur phases C,g4, au moyen de tampons ou d’acides dans la phase mobile pour li-
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miter la dissociation, sont souvent le moyen le plus simple d’analyser des acides carboxyli-
ques.

Le partage par formation de paires d’ions prend de plus en plus d’importance, son
grand nombre de parameétres pouvant augmenter la selectivité des séparations voulues. Le
genre de séparation détermine le choix du systéme le mieux approprié.

Summary

Several separation systems are used for the direct determination of carboxylic acids by
HPLC. Ion exchange chromatography on micro particulated exchange materials gives ex-
cellent separations within short analysis time. The separation mechanism, however, is no
longer pure ion exchange but often referred to as ion moderated partition chromatogra-
phy. Reversed phase partition chromatography, using an acid or buffer in the mobile phase
to suppress the ionization of the solutes is the most comfortable and simple separation sy-
stem for carboxylic acids. The use of ion pairing reagents in reversed phase chromatogra-
phy does facilitate HPLC separation of acidic solutes and gives largest number of parame-
ters for the selection of separation selectivity.
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