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1 Einleitung

1 Einleitung

Obst und Gemiise sind wichtige Lieferanten fir Vitamine, Mineralstoffe, Ballaststoffe und die
vielfaltig gesundheitsférdernden sekundéren Pflanzenstoffe. Sie sind nicht nur wegen ihres
ernahrungsphysiologischen Wertes, sondern auch wegen ihres erfrischenden Geschmacks ein
elementarer Bestandteil der Erndhrung. Die Verfugbarkeit von frischem Obst war in der
Vergangenheit aufgrund der Verderbsanfalligkeit von der Jahreszeit abhéngig. Deshalb wurde
Obst als Konserve oder Saft konserviert. Heutzutage kann der Bedarf aufgrund von globalem
Handel ganzjahrig gedeckt werden. Saft ist dennoch Teil der Erndhrungskultur geblieben und
hat sich zu einem eigenstandigen Industriezweig als Teil der Getrankeindustrie entwickelt. In
Deutschland gibt es ca. 375 Fruchtsaftproduzenten mit einem Gesamtumsatz von ungeféahr
3,82 Mrd. € fiur das Geschaftsjahr 2015. Der Verbrauch im Jahr 2015 von Frucht- und
Gemiuseséften belauft sich auf 22,5 I/Kopf, von Frucht- und Gemisenektaren auf 10,5 I/Kopf,
von Fruchtsaftgetranken auf 9,3 I/Kopf und von Fruchtsaftschorlen auf 7,8 I/Kopf [1]. Durch die
Globalisierung der Markte ist die Produktvielfalt im Handel enorm gestiegen.

Ananas spielt mit einem Pro-Kopf-Verbrauch von 0,5 | eine etwas untergeordnete Rolle, liegt
aber immer noch auf Platz 5 der beliebtesten Fruchtséfte [1]. Ananas kann als Direktsaft,
Fruchtsaft aus Konzentrat oder Fruchtnektar angeboten werden. Direktsaft und Fruchtsaft aus
Konzentrat missen einen Fruchtsaftgehalt von 100 % aufweisen. Fruchtnektar muss laut
Fruchtsaft- und Erfrischungsgetrankeverordnung einen Mindestfruchtsaftgehalt von 50 %
aufweisen [2], da Ananas zu den Friichten z&hlt, deren Saft zum direkten Verzehr geeignet ist.
Der Verzehr von Fruchtsaft hat sich mit dem gestiegenen Gesundheitsbewusstsein entwickelt.
Dies steht im Zusammenhang mit den positiven Eigenschaften einiger Inhaltstoffe, wie z. B.
Polyphenole oder Flavonoide als Antioxidantien. Die DGE empfiehlt seit langerem, funf
Portionen Obst und Gemiise am Tag zu verzehren [3], dabei entsprechen 150 - 200 ml
Flissigkeit einer Portion. Es soll das Risiko fur Krankheiten, wie Bluthochdruck, koronare
Herzkrankheiten und Schlaganfélle senken.

Wie im gesamten Lebensmittelbereich ist auch die Getrankeindustrie stark reglementiert, so gilt
fur Fruchtsaft auf Ebene der EU die ,Richtlinie 2012/12/EU Uber Fruchtsafte und bestimmte
gleichartige Erzeugnisse fiir die menschliche Ernahrung“ [4] und die ins deutsche Recht
umgesetzte Fruchtsaft- und Erfrischungsgetrankeverordnung - FrSaftErfrischGetrV [2].

Zur Kontrolle der gesetzlichen Vorgaben wurden umfangreiche Analysemethoden explizit nur
fur die Untersuchung von Fruchtséften entwickelt und angewendet. Die Fruchtsaftanalytik
beschaftigt sich mit dem Nachweis der Authentizitat von Frucht- und Gemuisesaften. Als
Hilfestellung der Beurteilung wurde 1987 ,RSK - Werte Die Gesamtdarstellung® veroffentlicht.
Diese wurde durch den ,AIIN - Code of Practice” erweitert. Beide Werke enthalten Richtwerte

und Schwankungsbreiten bestimmter Kennzahlen sowie Kommentare zu deren Erklarung.



2 Stand des Wissens und der Technik

Diese Bachelorarbeit ist in Zusammenarbeit mit der GfL - Gesellschaft fiir Lebensmittel-
Forschung mbH entstanden. Der Arbeitsbereich der GfL liegt in der Analyse von Frucht- und
Gemduseséaften und deren qualitative und quantitative Bewertung. Ananas stellt aufgrund ihres
besonderen Aromas, der Herkunft und der Herstellung des Saftes in den Anbaulandern eine
Besonderheit dar. Der Gesetzesgeber macht in den Produktdefinitionen eindeutige Vorgaben
zu der Herstellung und Qualitdt der Produkte. Die Besonderheit des Fruchtkdrpers und die
daraus resultierenden Herstellungsverfahren, koénnen die Qualitat des Saftes durch
Schalenanteile mindern. Aufgabenstellung dieser Bachelorarbeit war es den Nachweis zu
erbringen, ob sich der Chlorophyligehalt als Parameter flr den Schalenanteil im Saft eignet.
Daraufhin musste eine Methode zur Bestimmung des Chlorophyllgehaltes entwickelt und

validiert werden.

2 Stand des Wissens und der Technik
2.1 Technologie
2.1.1 Allgemeine Informationen zur Ananas-Pflanze, Ananas-Frucht sowie zu
Fruchtsaft und weiteren Produkten
Die Ananas zahlt zu den tropischen Friichten, d. h. die Pflanzen wachsen in der tropischen
Temperaturzone zwischen dem 25. Grad nordlicher Breite und dem 25. Grad sudlicher Breite
[5]. In der tropischen Zone herrschen das ganze Jahr gleichbleibende Temperaturen um die 27
°C. Die typischen Anbaulander sind Costa Rica, Thailand und die Philippinen sowie in kleineren
Mengen Indonesien und Kenia [6]. Ananas ist eine Scheinfrucht und gehért in die
Pflanzenfamilie der Bromeliaceaen. Die Pflanzen haben sich mit dem CAM (Crassulacean Acid
Metabolism) an die Umgebungsbedingungen angepasst [7]. Sie offnen nachts ihre
Spaltéffnungen und speichern das fur die Photosynthese bendtigte CO, in Form von
Hydroxybernsteinsaure (Apfelsaure, Malat). Tagsuber kann bei geschlossenen Spaltéffnungen
mit dem gespeicherten CO, Photosynthese betrieben werden. Dieser Mechanismus hat den
Vorteil, dass tagsiiber kein Gasaustausch Uber die Spaltéffnungen erfolgen muss und somit
kein Wasser verdunsten kann. Im Vergleich dazu ist nachts der Wasserverlust aufgrund der
hdheren Luftfeuchtigkeit geringer [8].
In Abbildung 1 ist eine Ananas als Zierpflanze zu erkennen. Sie ist lediglich in ihren
Proportionen kleiner als eine normale Ananaspflanze. Auch eine normale Pflanze besteht aus
einem kleinen Stamm auf dem sich eine Blattrosette aus langlichen, steifen Blattern mit einer
Lange von 60 - 120 cm befindet. Aus der Mitte der Blattrosette entsteht ein ca. 30 cm langer
Blutenstand. Dieser bildet aus etwa 100 Bluten, die an einer fleischigen Blitenachse sitzen,
eine sogenannte Scheinfrucht. Scheinfriichte werden aus mehreren Fruchtknoten gebildet, die
durch ihre Fruchtwénde zu einer Verbreitungseinheit verbunden sind [9]. Auch die Bluten der

Ananas sind fleischig ummantelt und wachsen mit der Zeit zu dieser Scheinfrucht zusammen.
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2 Stand des Wissens und der Technik

Die Schale der Ananas besteht daher aus den zusammengewachsenen, wabenférmig
angeordneten Blutenliberbleibseln (siehe Abbildung 2). Sie umschliel3t das gelbliche, saftige,
suBllich-sauerliche Fruchtfleisch, in dessen Mitte sich ein verholzter Strunk befindet. Die
Ananasfrucht kann je nach Sorte und Anbaugebiet eine Masse von 0,5 — 5,0 kg erreichen [7].

Abbildung 1: Ananas als Zierpflanze Abbildung 2: Ananas aus dem Supermarkt

Die in der EU verzehrten Ananasprodukte stammen hauptsachlich aus Thailand und Costa
Rica, kleinere Mengen kommen aus Kenia und Indonesien [6]. Ananassaft fallt bei der
Produktion von Ananasscheiben oder -stiicken als Nebenprodukt an. Der Saft wird auch als
Hauptprodukt gewonnen. Beide Verfahren werden im Zuge dieser Arbeit ndher erlautert.

Fur die Ananasscheiben und -stiicken werden geeignete Sorten kultiviert. Zu den bekanntesten
Sorten zéhlen Pernambuco, Perolera, Queen, Red Spanish und Smooth Cayenne [5].

2.1.2  Herstellung von Ananassaft aus der ganzen Frucht

Die Herstellung von Saft als Primarprodukt ist abhangig von der Grol3e der Frucht, da zu kleine
Fruchte nicht fur die Konservenproduktion geeignet sind. Aus ihnen kann der benétigte Zylinder
nicht herausgestanzt werden. Zu kleine Friichte werden aussortiert; sie werden entweder zur
direkten Saftherstellung genutzt oder zu Stiucken weiter verarbeitet. Eine Maschine der Firma
ABL S.r.l. stellt aus ganzen Fruchten Stucke her; bei dieser Methode fallt jedoch kein Saft als
Nebenprodukt an. Sie entfernt den Strunk, hobelt die Schale ab, entfernt die Enden und nutzt
den kompletten verbleibenden Fruchtkérper zur Produktion von Fruchtstucken.
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Abbildung 3: Verarbeitung von Ananas [5]

Nach einem Patent der Firma Wesergold Getrankeindustrie GmbH & Co. KG aus dem Jahr
2001 [10] ist es Uublich, die kleinen, kompletten Friichte in einer Pine-o-Mat-Maschine zu
zerschneiden und anschlieBend zu entsaften. Dies geschieht zwischen einer
Entsaftungstrommel und einer perforierten Wand. Die Friichte werden dabei gegen die
perforierte Wand gedrickt und der Saft tritt aus. Bei diesem Verfahren gelangen keine Teile der
Fruchtschale mit in den Saft, jedoch tritt aus der Schale ein Pflanzensaft aus. Dieser
Pflanzensaft fihrt ungewollte Inhaltsstoffe mit sich. Bei hdéherem Pressdruck, der die
Saftausbeute zwar steigert, gelangt allerdings auch mehr Pflanzensaft in den Fruchtsaft. Dies
hat eine negative Auswirkung auf Farbe und Geschmack. Die Saftausbeute ist daher abhangig

vom Pressdruck und betragt in etwa 50 %. Der Saft wird anschlielend durch ein feines Sieb
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2 Stand des Wissens und der Technik

passiert und pasteurisiert. Bei der Herstellung von Ananassaft gibt es des Weiteren das
Problem der Trubungsstabilitat. In Ananassaft gibt es kleinere Mengen an Feintrub, mit einem
mittleren Partikeldurchmesser von 0,5 um, und grof3ere Mengen Grobtrub, mit einem mittleren
Partikeldurchmesser von 100 pm. Aufgrund des groRBeren Partikeldurchmessers des
Grobtrubes, dessen Wert um das Zehnfache hoher ist als bei triiben Apfelséaften, sedimentieren
die Partikel sehr schnell. Dieses Problem kann vom Hersteller auf zwei Arten geldst werden.
Die mechanische Losung ist das Zerkleinern des Grobtrubes durch Hochdruckhomogenisation
oder mittels Kolloidmuhlen. Bei der Hochdruckhomogenisation trifft der Saft mit dem
enthaltenen Trub mit hohem Druck auf einen Ventilstempel. Der Ventilstempel hat eine
Anderung der FlieRrichtung von bis zu 90° zur Folge (siehe Abbildung 4). Um den
Homogenisationsdruck bei einem konstanten Volumenstrom zu éndern, ist der Ventilstempel im
Abstand verstellbar. Die Produktbearbeitung erfolgt kontinuierlich und hat eine sehr hohe

Produktbeanspruchung zur Folge.

Radialdiffusoren:

Flachventil Zackenventil Messerkantenventil
~ Ventilstempel |
g Ventilsitz g
NNt/ = ; 7
< \ q-g <=
~ ‘ o /. / | -
.l‘ ry

f l
Abbildung 4: Schematische Darstellung einiger Hochdruckhomogenisatoren [11]

Bei Kolloidmiihlen (Rotor-Stator-Muihle) flieRt der Saft radial zwischen Rotor und Stator (siehe
Abbildung 5). Der Rotor dreht sich und die Partikel werden durch Scher- und Tragheitskrafte
zerkleinert. Ausschlaggebend fiir die Partikelgrof3e ist der Abstand zwischen Rotor und Stator.
Kolloidmuihlen arbeiten kontinuierlich bei einem hohen Produktdurchsatz, wobei die

Produktbeanspruchung ebenfalls relativ hoch ist.

Grobtrub Grobtrub

&> b N

Feintrub | | Feintrub

Abbildung 5: Schematische Darstellung Rotor-Stator-Mihlen [12]
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Ein weiteres Verfahren hat sich die Wesergold Getrankeindustrie GmbH & Co. KG 2001
patentieren lassen. Bei diesem Verfahren werden bereits geséuberte Ananasfriichte ohne
Blattkrone verwendet. Diese Friichte werden zur Abtrennung der Schale in der &uReren Partie
gefrostet. Dies dient dazu, die Schale hart und sprode zu machen, um das Entfernen zu
erleichtern. Dabei sollte die Schale auf einer Mindesttiefe von 2 cm gefroren sein, um sie gut
entfernen zu kdnnen. Die Randschicht sollte idealerweise eine Gefriertemperatur von - 18 °C
bis - 10 °C aufweisen. Da sonst aufgrund der gefrierpunktserniedrigenden Eigenschaften der
enthaltenen Stoffe keine ausreichenden Harte gegeben ist. Das Gefrieren kann durch
unterschiedliche Verfahren realisiert werden. Zum einen kontinuierlich in einem Gefriertunnel,
der durch kryogene Gase gekunhlt wird. Aber auch batchweise, entweder in einem Batchfroster
oder in einem Gefrierlager. Der Batchfroster wird ebenso wie der Gefriertunnel mit kryogenen
Gasen gekihlt. Beide Verfahren weisen Temperaturen von - 90 °C bis - 30 °C auf. Das
Gefrierlager wird von einem Kalteaggregat bei Temperaturen zwischen - 28 °C und - 18 °C
gehalten. AnschlieBend werden 3 - 7 mm der gefrorenen Randschicht der Ananas entfernt,
indem beispielsweise ein Korundschéler die Schale mechanisch abschmirgelt. Die restliche
Frucht inklusive Strunk wird durch eine Reibe oder Obstmihle mechanisch zerkleinert. Die
dabei entstehende Maische kann zur Steigerung der Trubungsstabilitat in einem Homogenisator
weiter zerkleinert werden. In einem Warmetauscher wird die Maische auf eine Temperatur
zwischen + 4 °C und + 15 °C erwarmt und anschlieBend durch einen Dekanter oder andere
Press-Systeme entsaftet. Es entstehen Ananassaft und Trester. Durch die hohe Zerkleinerung
der Maische ergeben sich kleinere Trubpartikel. Dies hat den Vorteil einer Saftausbeute von
Uber 80 % sowie eine gute Trubstabilitat. Die Verarbeitungstemperatur bei diesem Verfahren
liegt deutlich niedriger als bei dem vorher erwahnten Verfahren, dessen
Verarbeitungstemperatur der Umgebungstemperatur von ungefahr 30 °C oder mehr entspricht.
Die geringe Verarbeitungstemperatur hat qualitative Vorteile in Bezug auf Geschmack und
Produktbeanspruchung.

Der erzeugte Ananassaft wird direkt im Anschluss pasteurisiert. Er kann durch Eindampfen zu
Ananassaftkonzentrat weiter verarbeitet werden oder als Direktsaft verkauft werden. Beide
Endprodukte werden entweder in Fassern eingefroren oder aseptisch, also unter sterilen

Bedingungen, verpackt und verschickt.

2.1.3  Herstellung von Ananassaft aus Uberresten der Konservenproduktion

Ananassaft wird hauptséchlich als Nebenprodukt aus der Konservenproduktion gewonnen. Als
Konservenprodukte sind in Europa Ananas als Scheiben oder Ananas in Sticken bekannt.
Beides wird aus dem zylindrischen Mittelteil der Ananas hergestellt. Der zylindrische Mittelteil
wird in Ginaca-Maschinen gewonnen. Die Ananas werden auf dem Feld von ihrer Blattkrone

befreit und in die Produktionsstétte gebracht. Dort werden sie nach ihrer Gro3e sortiert. Die zu
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kleinen Friichte werden der Vollfruchtverarbeitung zugefiihrt. Nach dem Waschen kommen die
Frichte in die Ginaca-Maschine. In dieser wird zunéchst der Zylinder ausgestanzt, wobei
Schale mit anhaftendem Fruchtfleisch abfallt [13]. Anschlie3end werden oben ca. 1,9 cm und
unten ca. 1,3 cm der Frucht abgeschnitten. Aus dem Zylinder wird danach der Strunk in der
Mitte ausgestanzt [5]. Heraus kommt ein Ananas-Zylinder, der in weiteren Maschinen entweder
zu Scheiben oder Stuicken weiter verarbeitet wird.

An einigen Ginaca-Maschinen gibt es einen Eradikator, der als optionale Erweiterung angebaut
werden kann. Dieser verarbeitet die anfallende Schale mit dem noch anhaftenden Fruchtfleisch,
welches eine ungefahre Dicke von 2,5 cm hat, weiter. Hierbei wird das restliche Fruchtfleisch
von der Schale getrennt. Die nach unten liegende Schale wird Uber eine Walze mit vereinzelten
kleinen Spitzen (18) gefihrt. Eine Matrize driickt die Schale gegen die Walze, die die Schale
dann an einem Messer (21) vorbeifuihrt. Dieses schneidet das Fruchtfleisch von der Schale ab.
Das Messer kann durch eine Stellschraube (34) in der Hohe verstellt werden, was
ausschlaggebend dafir ist, wie viel Schale noch am Fruchtfleisch oder umgekehrt anhaftet.
Direkt hinter dem Messer (21) wird das abgeschnittene Fruchtfleisch durch weitere, kleinere
Messer (nicht auf der Zeichnung zu sehen) in langliche Stiicke geschnitten. Diese Stlicke

werden anschliefRend zu Saft weiter verarbeitet.
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Abbildung 6: Technische Zeichnung eines Eradikators [14]
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Die gesammelten Teile, die wéhrend der Produktion anfallen, durchlaufen eine Ratzmiihle. In
dieser werden der herausgestanzte Strunk sowie das im Eradikator abgetrennte Fruchtfleisch
zerkleinert. Das zu Saft verarbeitete Rohmaterial wird in einem zylindrischen Mahlraum von
einem mehrfligeligen Rotor gegen die Wand gepresst [5]. In der unteren Halfte befinden sich
entlang des Mantels axial eingelegte, gezéhnte Messer. Durch sie wird das Fruchtfleisch
zerkleinert und fallt durch kleine Schlitze aus der Ratzmuihle. Da Ananas ein recht weiches
Fruchtfleisch besitzt, wird es nur grob zerkleinert. Anschlieend wird die Maische entweder mit
Hilfe eines Dekanters oder einer Bucher-Horizontalpresse entsaftet.

Um die Saftausbeute zu erhdhen, kann die Maische vor dem Entsaften mit Enzymen bearbeitet
werden. Diese Enzyme bestehen aus Pektinasen, Hemicellulasen und Cellulasen. Sie dienen
dazu, das Zellgerust im Fruchtfleisch aufzubrechen, um den Saft freizugeben. Alle gewonnenen
Safte werden in einem Tank, der gleichzeitig der Entliiftung dient, gesammelt. Die Entliftung ist
entscheidend, um Farb- und Aromaveranderungen zu vermeiden, die durch Oxidation mit dem
Luftsauerstoff entstehen. In einigen Firmen wird daher der Entluftungstank sowie die
Produktionslinie mit Stickstoff Uberstrémt. Der gesammelte Saft wird auf + 60°C bis + 63°C
erwarmt und durchlauft einen Hochgeschwindigkeits-Separator, um noch vorhandene, grof3ere
Faserstoffe zu entfernen. Diese sind, wie bereits beschrieben, unerwiinscht, da sie schneller
sedimentieren als kleinere Faserstoffe. Kleinere Faserstoffe hingegen verleihen dem Saft
sensorisch gesehen ,Kérper®. Nach dem Pasteurisieren und Runterkiihlen wird der Saft unter
aseptischen Bedingungen verpackt. Um die Transportkosten in Grenzen zu halten, wird
Ananassaft meist fir den Transport nach Ubersee zu Ananassaftkonzentrat verarbeitet. Durch
die Konzentrierung erfolgt auch eine chemische und mikrobiologische Stabilisierung durch
Senkung der Wasseraktivitat a,, auf 0,73 bis 0,94. Da die Aromen fliichtig sind, erfolgt die
Konzentrierung in Verdampfern mit einer Aromarickgewinnungsanlage. Die Konzentrate
werden getrennt vom Aromakonzentrat gelagert. Erst vor der RuUckverdinnung im
Verbraucherland wird das Aromakonzentrat dem Ananassaftkonzentrat zugegeben. Der Brix-
Wert der Konzentrate liegt zwischen 60 und 72 °Brix [5]. Auch die Konzentrate werden

aseptisch verpackt und verschickt.
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2.2 Qualitatsparameter von Ananas

2.2.1 Parameter zum Nachweis der Authentizitét

Die Inhaltsstoffe der Ananas sind wie bei allen pflanzlichen Produkten abhéngig von den
jeweiligen Wachstumsbedingungen der Frucht. Einige sind gleichméaRig in der kompletten
Frucht vorhanden, andere wiederum sind in einigen Bereichen konzentriert. Mithilfe dieser
Parameter und dem Wissen, welcher Stoff sich wo konzentriert, lassen sich mit der Analyse des
Endproduktes Rickschlisse auf die Herstellung ziehen. Fir die Beurteilung von Fruchtsaften
gibt es bestimmte Hilfen. Zum einen die RSK-Werte von 1987 und den darauf aufbauenden
AIJN - Code of Practice, der alle zwei Jahre einer Uberpriifung unterliegt. Beide enthalten fiir
den jeweiligen Fruchtsaft Minimal-, Maximalwerte oder Schwankungsbreiten bestimmter
Kennzahlen. Zu einigen Kennzahlen gibt es Kommentare, die Aufschluss Uber abweichende
Werte geben konnen. Beide Beurteilungshilfen sind nicht rechtsverbindlich, werden aber von
der Fruchtsaftindustrie der EU anerkannt und umgesetzt.

Bei der Beurteilung von Ananasséften wird besonders auf die Mineralstoffe geachtet. Zur
Analyse dient hier die Bestimmung des Aschegehaltes, was der Gesamtheit des nicht
organischen Materials entspricht. Als Asche bezeichnet man das, was nach Verbrennung im
Muffelofen noch Uberbleibt. Ist der Aschegehalt erhdht, so sollte auf andere Parameter
geschaut werden. Bei Ananas macht der Kaliumgehalt ca. 35 - 50 % der Asche aus [15]. Liegt
der Kaliumgehalt tber dem Maximalwert der Schwankungsbreite, so ist dies ein Indiz fur die
Verarbeitung von Schale, da sich dieser Parameter dort konzentriert. Ein niedriger Kaliumwert
kann jedoch ein Hinweis fir die (berproportionale Verwendung des Mittelstrunks zur
Saftherstellung sein. Calcium ist in der Frucht, ebenso wie Kalium, inhomogen verteilt. Die
Calciumkonzentration in der Schale ist deutlich héher als im Fruchtfleisch oder im Mittelstrunk.
Eine héhere Calciumkonzentration kann deshalb ebenfalls ein Hinweis auf Schalenanteil im
Saft sein. Magnesium kann zur Beurteilung der Verarbeitungstechnologie nicht herangezogen
werden, da es in der Frucht homogen verteilt ist. Hier kénnen jedoch niedrige Werte auf eine zu
starke Verdinnung des Konzentrates schlie3en lassen. Ein erhdhter Sulfatgehalt lasst auf eine
unzulassige Behandlung mit Schwefeldioxid schlieRen. Nitrat ist in der Ananas ebenfalls sehr
unterschiedlich verteilt. Die niedrigste Nitratkonzentration lasst sich im Fruchtfleisch finden. In
der Randpartie der Frucht ist der Wert etwas hther. Im Mittelstruck gibt es jedoch sehr viel
héhere Werte. Die Werte sind hier auch abhéngig vom Bereich des Strunks (siehe Abbildung
7). Eine hohe Nitratkonzentration ist also ein eindeutiges Indiz fur Uberproportionale

Verwendung des Mittelstrunks. Auch eine niedrige Formolzahl kann ein Hinweis darauf sein.
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Tabelle 1: Verteilung der Inhaltsstoffe in der Frucht [16]

Saft aus
Fruchtfleisch Schale mit Strunk
Fruchtfleisch
Relative Dichte (20°/20°) 1,0444 1,0333 1,0377
Glucose (g/l) 32,2 29,1 39,0
Fructose (g/l) 32,2 24,2 30,7
Glucose / Fructose 1,0 1,20 1,27
Saccharose (g/l) 31,3 10,7 14,0
Asche (g/l) 2,93 4,36 2,10
PO, (mg/l) 110 243 143
Chlorid (mg/l) 194 485 223
NO; (mg/l) 4,9 7,2 67,2
Kalium (mg/l) 1131 1684 768
Natrium (mg/l) 1 5 3
Magnesium (mg/l) 210 178 154
Calcium (mg/l) 171 227 63
Ges. Saure (7.0) WS (g/l) 8,0 6,4 4,5
Citronensaure (g/l) 7,5 5,9 3,4
L-Apfelsaure (g/l) 2,02 1,92 1,69
Isocitronensaure (mg/l) 202 145 99
) ) . . Formolzahl f. 100 ml 10,9 9,9 8,8
Abbildung 7: Nitratverteilung in der Frucht; Ges, Carotin ber. als p- 0.18 2.06 nb.
Werte in mg/l NO; [16] Carotin (mg/)

Ein hoher Chloridgehalt ist bei anderen Fruchtséften meist ein Hinweis auf unzulassige
Behandlung. Bei Ananas ist dies nicht der Fall, sie weist von Natur aus sehr hohe
Konzentrationen auf. Fruchtsafte, die aus Schalenbestandteilen hergestellt worden sind, weisen
eine sehr hohe Chlorid-Konzentration auf. Der Natriumgehalt hingegen ist bei Ananas nicht
besonders erhght. Die Phosphatkonzentration steigt bei Schalenverwendung ebenfalls an, da
es sich auch in der Schale konzentriert.

Nach Fruchtsaft- und Erfrischungsgetrankeverordnung [2] und dem Pendant auf Europaischer
Ebene darf kein Pektin zur Trubstabilisierung hinzugefligt werden. Dies lasst sich mit dem
wasserloslichen Pektin nachweisen. In Ananas konnte kein Hesperidin oder Naringin
nachgewiesen werden. Diese beiden Stoffe gehdren zu den Flavonoidglycosiden und kommen
als Bitterstoffe in Citrusfrichten vor. Kénnen diese in Ananas nachgewiesen werden, ist das ein
eindeutiger Hinweis auf den Verschnitt mit Citrusfrichten. Auch mit dem Aminosauren-
Fingerprint kann sich ein Verschnitt nachweisen lassen. Hierbei wird auf einen erhéhten Wert
der Aminosaure Prolin geachtet.

Séafte, bei denen Schale fur die Herstellung verwendet wurde, sind also besonders reich an
Kalium, Calcium, Phosphat und Chlorid. Wird fir die Saftherstellung viel von den Mittelachsen

verwendet, so ist dies am markant ansteigenden Nitratgehalt zu erkennen.
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2.2.2  Chlorophyll zum Nachweis des Schalenanteils

2.2.2.1 Eigenschaften des Chlorophylls

Das Blattpigment Chlorophyll kommt in héheren Pflanzen und Grunalgen vor. In héheren
Pflanzen, zu denen die Ananas zahlt, kommen die Chlorophylle a und b vor. Dabei ist das
Vorkommen an Chlorophyll a etwa dreimal so hoch wie das von Chlorophyll b. Diese Pigmente
ermoglichen der Pflanze, Photosynthese zu betreiben. Man findet sie zusammen mit

Carotinoiden in den Chloroplasten der Pflanze.

®

Chl-a: —CH,
Chi-b: —C=0
H

Abbildung 8: Strukturformel der Chlorophylle a und b mit den jeweiligen Substituenten am Ring b

Chlorophylle haben ein Tetrapyrrol-Ringsystem (Porphyrin) als Grundstruktur, in dessen Mitte
sich ein Mg®*-lon als Zentralatom befindet. Dieses Zentralatom ist an zwei Stickstoffatome
kovalent gebunden und geht mit zwei weiteren eine koordinative Bindung ein. Am Pyrrolring d
des Porphyrins befindet sich ein Propionylrest, an den ein lipophiler Alkohol mit einer
Esterbindung geknlipft ist. Dieser Alkohol ist bei Chlorophyll a und b Phytol (rosa gefarbt). Das
Phytol ermoglicht mit seiner langen Kohlenwasserstoffkette eine hohe Lipidldslichkeit.
Chlorophyll a und b unterscheiden sich durch einen Substituenten am Ring b [17]. Chlorophyll a
hat eine Methylgruppe (-CHa) substituiert und Chlorophyll b eine Formylgruppe (-CHO). Das
Chlorophyll ohne den Phytolrest wird als Chlorophyllid bezeichnet und ist gut wasserl6slich [18].
Entfernt man dem Chlorophyllid das Zentralatom ist es ein Phadophorbid. Durch milde Sauerung
kann dem Chlorophyll das Zentralatom entfernt werden, es entsteht ein Phaophytin.
Chlorophylle absorbieren Licht im Bereich von 400 bis 480 nm und 550 bis 700 nm.
Chlorophylle absorbieren demnach blaues und gelbes bis rotes Licht. Die Chlorophylle
erscheinen daher griin. Der Wellenlangenbereich dazwischen wird als Griinliicke bezeichnet,

da die Absorption dort sehr gering ist. Chlorophyll b und Carotinoide kénnen die Grinliicke von
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Chlorophyll a teilweise schlieRen. Chlorophyll b kann die Lichtenergie an Chlorophyll a
weiterleiten. Chlorophyll a ist Teil der Reaktionszentren, wohingegen Chlorophyll b mit den
Carotinoiden Teil der Antennenpigmente, also der akzessorischen Photosynthesepigmenten,
ist. Wird Chlorophyll mit UV-Licht bestrahlt, so fluoresziert es rot. Durch die Anregung des UV-
Lichtes wird das Chlorophyll in den 2. Singulettzustand gehoben. Durch Warmeabgabe wird es
in den 1. Singulettzustand umgewandelt und beim Zuriickkehren in den Normalzustand wird ein
Rotlichtquant abgegeben, der fluoresziert. Farblose Kataboliten des Chlorophylls zeigen unter
UV-Licht ebenfalls eine Fluoreszenz. Diese Fluoreszenz ist jedoch blau und wurde erstmals in
bestandiger Form bei reifen Bananen beobachtet [19].

Chlorophylle finden als Farbstoffe Anwendung in der Lebensmittelindustrie. Die fettldslichen
Chlorophylle und die wasserléslichen Chlorophyllide werden unter der E-Nummer E140 als
Chlorophylle zusammengefasst [20]. Da beide nicht besonders saure- und hitzestabil sind,
wurde das zentrale Magnesiumatom durch ein Kupferatom ausgetauscht, welches die Stabilitat
steigert. Diese Stoffe werden als kupferhaltige Komplexe der Chlorophylle und Chlorophyllide

unter der E-Nummer E141 zusammengefasst [21].

2.2.2.2 Methoden zur Chlorophyllbestimmung

Es gibt verschiedene Methoden, die Proben aufzuarbeiten, um mit der entsprechenden
Messeinheit das Chlorophyll zu messen. Zwei Methoden, um Chlorophyll in Pflanzen zu
messen sind in der Methodensammlung der AOAC aufgelistet. Beide Methoden basieren auf
demselben Messprinzip und werden unterschiedlich aufgearbeitet. Die ,AOAC Official Method
940.03 Chlorophyll in Plants“ ist eine Methode, die ausschlieBlich zur Messung des
Gesamtchlorophylls dient. Die Messung erfolgt mittels photoelektrischem Kolorimeter mit einer
Kombination zweier Lichtfilter, die ihre maximale Transmission nahe 660 nm besitzen. Um die
Chlorophylle a und b zu bestimmen, gibt es die auf der vorher genannten Methode basierende
LAOAC Official Method 942.04 Chlorophyll in Plants. Sie erweitert die 940.03 um den
Arbeitsschritt, das im Aceton geléste Chlorophyll in Ether zu Uberfihren und in einem
Spektralphotometer zu messen. Mit den ermittelten Extinktionswerten lasst sich mit den
aufgestellten Gleichungen das Gesamtchlorophyll, Chlorophyll a und Chlorophyll b im
Ldsungsmittel Ether berechnen. Die Gleichungen beruhen auf dem Lambert-Beerschen Gesetz
[22]:

Iy
&) - d &) d
¢ ... Konzentration g/l
Iy ... Intensitat des Lichtes vor dem Probendurchgang
I ... Intensitat des Lichtes nach dem Probendurchgang
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E ... Extinktion

g... molarer dekadischer Absorptionskoeffizient bei der Wellenlénge 4

d... Schichtdicke der Kuvette

In den AOAC-Methoden wird das Chlorophyll zunachst mit Aceton ausgewaschen, in Ether
Uberfiihrt, gemessen und anschlieRend mithilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes berechnet.
Die photometrischen Berechnungen zur Chlorophyllkonzentrationen in anderen Losungsmitteln
wurden 1975 von Jeffrey und Humphrey beschrieben [23] (Angehéngt im Anhang A Teil 1). Sie
beschreiben die Absorptionsmaxima der verschiedenen Chlorophylle im Wellenlangenbereich
von 600 nm bis 700 nm. In 90%igem Aceton hat Chlorophyll a sein Absorptionsmaxima bei
einer Wellenlange von 664 nm. Chlorophyll b absorbiert bei 647 nm maximal und Chlorophyll ¢,
und c; um 630 nm. In héheren Pflanzen, wie Ananas, kommen nur Chlorophyll a und b vor. Fur
die Konzentrationsberechnung mit 90%igem Aceton als Ldsungsmittel werden folgende
Formeln beschrieben:

Chlorophyll a = 11,93 E¢gs — 1,93 Eg47 (2.2)

CthT‘Ophyll b= 20,36 E647 - 5,50 E664 (2.3)

Die Form E, steht hier fur die Extinktion bei der Wellenlange x. Das Ergebnis wird angegeben in
ug -ml~! Losungsmittel. Bei Konzentrationen unter 0,2 ug-ml~! gibt es AusreiBer bei der
Wiederholbarkeit, die mittlerweile als Wiederholgrenze bezeichnet wird. Die Ausreil3erquote
liegt bei bis zu tber 60 % [23].

In einem Artikel im Journal of Agricultural and Food Chemistry [24] wird folgende Methode der
Extraktion von Chlorophyll aus Zuckerrohrsaft beschrieben: Es werden 50 ml des Saftes mittels
Buchner-Filter (Fiberglas, 0,45 wm) unter Vakuum filtriert. Der Rickstand wird mit 15 ml
gekihltem 99 %igem Aceton versetzt, geschittelt und Gber Nacht an einen dunklen Ort gestellt.
Nach 10 minltigem Zentrifugieren bei 4000 rpm (Beckman, Model J2-21 M/E) wird der
Uberstand in eine Quartzkivette tiberfiihrt und die Extinktionen bei den Wellenlangen 664 nm,
647 nm und 630 nm gemessen. Kritisch zu betrachten ist hier, dass die Berechnung ebenfalls
mit Formeln aus Jeffrey, et al., 1975 vorgenommen wurden, jedoch mit denen fur gemischte
Phytoplanktonpopulationen.

In der Amtlichen Sammlung, auf der Grundlage von § 64 Lebensmittel- und
Futtermittelgesetzbuch, ist ein Untersuchungsverfahren tber Chlorophyll a und a (Thermische
Abbauprodukte) zu finden [25]. Diese Methode basiert auf einer Hochdruckflissigkeits-
Chromatografie (HPLC) und findet nur Anwendung in der Produktgruppe der pflanzlichen Fette
und Ole. Die Trennung der Pigmente vom Hauptteil der Lipide wird durch eine Miniatur-
Saulenchromatographie an einer Kieselgelsdule realisiert. Jedoch sind fir dieses Verfahren

Standards erforderlich, die fur ein einfaches Verfahren zu teuer sind.
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3 Material und Methoden

In der folgenden Abbildung wird der grobe Arbeitsablauf der entwickelten Methode schematisch

dargestellt. Der hier dargestellte Ablauf hat sich in seinem schematischen Ablauf nicht

geéndert, wurde jedoch durch detailliertere Arbeitsschritte erweitert.

Probeneinwaage

l

Zugabe des Acetons

l

Bearbeitung mit
dem Ultra-Turrax

Saft / Mark |

l

Einwaage des
Quechersalzes

l Konzentrat

Losen des
Quechersalzes

'

Zentrifugieren

l

Uberfuhrung der
Acetonphase

l

Messen der
Acetonphase

l

Auswertung

Abbildung 9: Schematischer Arbeitsablauf der Analysenmethode
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Der erste Arbeitsablauf im Detail:

1. Probenvorbereitung

1.1. Herstellung Quechersalz

e 92 g feinpulveriges, wasserfreies Magnesiumsulfat, 23 g Natriumchlorid, 12 ¢

Dinatriumhydrogencitrat-Sesquihydrat, 23 g Trinatriumcitrat-Dihydrat

in ein Becherglas eingewogen und sorgfaltig miteinander gemischt

1.2. Konzentrat als Matrix

5 g Probe in ein Greiner-Rohrchen (50 ml) einwiegen

5 ml Aceton (99 %) zur Probe hinzuftigen

Probe und Aceton mittels Ultra-Turrax T25 homogenisieren

Probe zentrifugieren fir 5 min bei 3850 g

Phasentrennung deutlich ersichtlich: Acetonphase klar

Acetonphase mittels Pasteurpipette vorsichtig in ein Greiner-Rohrchen (15 ml)

abpipettieren

1.2 Saft / Mark als Matrix

25 g Probe in ein Greiner-Réhrchen (50 ml) einwiegen

mit dem Ultra-Turrax T25 homogenisieren

ca. 10 g Quechersalz hinzufigen

Probe zentrifugieren fiir 5 min bei 3850 g

Phasentrennung deutlich ersichtlich: Acetonphase klar

Acetonphase mittels Pasteurpipette vorsichtig in ein Greiner-Réhrchen (15 ml)

abpipettieren

2. Messung am Photometer

Klvetten (OS; 10 mm) leer Uberprufen, die Abweichungen dirfen nicht mehr als
E = 0,002 betragen

mit Aceton (99 %) den Blindwert bestimmen

Acetonphase der Probe messen, Extinktionen bei 600 nm — 700 nm, 2 nm Abstéande

3. Auswertung

Jeffrey, S. W. and Humphrey, G. F. (1975), Biochem. Physiol. Pflanzen, Bd. 167,

S.191-194
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Der Arbeitsablauf wurde angepasst, weshalb, wird im weiteren Verlauf der Arbeit naher

erlautert.

Der angepasste Arbeitsablauf im Detail:

1. Probenvorbereitung

1.1. Herstellung Quechersalz

o 92 g feinpulveriges, wasserfreies Magnesiumsulfat, 23 g Natriumchlorid, 12 ¢

Dinatriumhydrogencitrat-Sesquihydrat, 23 g Trinatriumcitrat-Dihydrat

in ein Becherglas einwiegen und sorgfaltig miteinander mischen

1.2. Konzentrat

2,5 g Probe in ein Greiner-Réhrchen 50 ml einwiegen
5 ml Aceton (99 %) zur Probe hinzufligen
Probe und Aceton mittels Ultra-Turrax T25 fur 60 s homogenisieren
o Leerlaufdrehzahl: 9500 min™
o auf gute Durchmischung achten
Probe zentrifugieren
o 5 min bei 3850 g
o Phasentrennung deutlich ersichtlich: Acetonphase klar
Acetonphase mittels Pasteurpipette vorsichtig in ein Greiner-Réhrchen 15 ml
abpipettieren

1.2. Saft / Mark

12,5 g Probe in ein Greiner-Réhrchen 50 ml einwiegen
5 ml Aceton (99 %) zur Probe hinzufligen
Probe und Aceton mittels Ultra-Turrax T25 fiir 60 s homogenisieren
o Leerlaufdrehzahl: 9500 min™
o auf gute Durchmischung achten
ca. 5 g Quechersalze einwiegen
o ca. 3 min schutteln bis sich der Grof3teil gel6st hat
Probe zentrifugieren
o 5 min bei 3850 g
o Phasentrennung deutlich ersichtlich: Acetonphase klar
Acetonphase mittels Pasteurpipette vorsichtig in ein Greiner-Réhrchen 15 ml

abpipettieren
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2. Messung am Photometer:

Kivetten (OS ; 10 mm) leer Uberprifen, die Abweichungen dirfen nicht mehr als

E = 0,002 betragen
o wenn Abweichungen, dann reinigen

mit Aceton den Blindwert bestimmen

von der Acetonphase der Probe die Extinktionen mit dem Photometer messen (600 nm

— 700 nm, 2 nm Abstande)

3. Auswertung

Jeffrey, S. W. and Humphrey, G. F. (1975), Biochem. Physiol. Pflanzen, Bd. 167,

S. 191-194

Um die Ergebnisse der beiden Aufarbeitungen flr Konzentrat und Saft/Markt vergleichen zu

kénnen, sind die Konzentrate zu Saft verdinnt worden. Dabei wurde ein Mischungsverhaltnis

von 1:5 angewandt.

Konzentrat auf Saft verdiinnt (1:5; laut Konventionen)

2,5 g Probe in ein Greiner-Réhrchen 50 ml einwiegen
mit 10,0 g bidest. H,O verdiinnen
5 ml Aceton zur Probe hinzufligen
mit dem Ultra-Turrax fiir 60s homogenisieren

o Leerlaufdrehzahl: 9500 min™

o auf gute Durchmischung achten
ca. 5 g Quechersalze einwiegen

o ca. 3 min schutteln bis sich der Grof3teil gel6st hat
Probe zentrifugieren

o 5 min bei 3850 g

o Phasentrennung deutlich ersichtlich: Acetonphase klar
Acetonphase mittels Pasteurpipette vorsichtig in ein Greiner-Réhrchen 15 ml
abpipettieren

17



3 Material und Methoden

Der Dunnschichtchromatographie-Versuch wurde nach folgendem Arbeitsablauf durchgefihrt.

1. Probenvorbereitung

1.1 Extrahieren der Farbstoffe aus den Konzentraten
o 5 g Probe in ein Greiner-Réhrchen (50 ml) einwiegen
o 2,5ml Aceton (99 %) zur Probe hinzufiigen
o Probe und Aceton mittels Ultra Turrax T25 homogenisieren
o Probe zentrifugieren fur 5 min bei 3850 g
o Phasentrennung ersichtlich: Acetonphase klar
o Acetonphase mittels Pasteurpipette vorsichtig in ein Greiner-Rohrchen (15 ml)

abpipettieren

o In Vial Uberfiihren

1.2 Extrahieren der Farbstoffe aus Gras

o Grashalm maoglichst klein mit einer Schere zerschneiden und in ein Greiner-
Rohrchen (50 ml) geben

o 5 ml Aceton (99 %) zur Probe hinzufligen

o ca. 1,5 him Kihlschrank ruhen lassen

o mit einem Glasstab am Boden die Stiickchen zerdriicken bis sie sich entfarbt
haben

o Abfiltrieren mit einem Faltenfilter in ein Becherglas

o Uberfiihren in ein kleines GefalR

2. Trennen der Farbstoffe mittels Dinnschichtchromatographie (DC)
2.1 Dunnschichtchromatografie
2.1.1 Herstellen des Laufmittels (Cyclohexan / Aceton ) (unter dem Abzug)
o 35 ml Cyclohexan und 15 ml Aceton in ein Erlenmeyerkolben fillen und

verschlielRen

2.1.2 Vorbereiten der DC-Kammer (unter dem Abzug)
o Einfullen des Laufmittels bis ca. 0,5 cm H6he
o Sofort verschliel3en

o 30 min Gasraum sattigen lassen

2.1.3 Vorbereiten der DC-Platte (Kieselgur)
o Vorsichtiges Einzeichnen der Startlinie mit einem Bleistift (1,5 cm vom

unteren Rand) sowie der einzelnen Spots
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o Auftragen der Spots 2 - 3 Kapillaren (2 pl pro Kapillare)

Maoglichst kleine Spots, schrittweises Entleeren
Losemittel zwischen dem Auftragen verdampfen lassen

o Anschliefend evtl. nochmals mit dem Fon trocknen

¢ Einstellen der DC-Platte in die DC-Kammer und sofort wieder verschliel3en (Spots

missen oberhalb der Laufmitteloberflache liegen, da sonst die Gefahr von

Auswaschung besteht)

e Entwicklungszeit ca. 25 - 30 min

e Entnahme der DC-Platte, wenn das Laufmittel ca. 1 cm vom oberen Rand entfernt

ist

e Markieren der Lauflange der einzelnen Phasen mit einem Bleistift

e |dentifizieren der Substanzen

Die Probenvorbereitung fur den Versuch zum Chlorophyllabbau wurde wie unter dem Punkt 1.2

des Dunnschichtchromatographie-Versuchs realisiert.

Folgende Gerate und Chemikalien sind verwendet worden:

Tabelle 2: Verwendete Geréate

Geratebeschreibung Modell Herstellerfirma
Dispergiergeréat Ultra-Turrax T25 (analog) IKA
Photometer CADAS 200 Dr. Lange
Zentrifuge Labofuge 400 R Heraeus
Tabelle 3: Verwendete Chemikalien
Chemikalie Zusatzinformation CAS-Nummer Hersteller
Aceton mind. 99 % 67-64-1 Cemsolute
Cyclohexan ACS (mind. 99,5 %) 110-82-7 Cemsolute
Dinatriumhydrogencitrat- | ReagentPlus; 99 % 6132-05-4 Sigma-Aldrich
Sesquihydrat
Magnesiumsulfat puriss. p.a., dryagent, 7487-88-9 Sigma-Aldrich
anhydrous, = 98.0 %
(KT), powder (very fine)
Natriumchlorid Free-flowing, 7647-14-5 Sigma-Aldrich
anhydrous, ACS
reagent, = 99 %
Trinatriumcitrat-Dihydrat | ACS reagent, 299.0 % | 6132-04-3 Sigma-Aldrich
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4 Experimenteller Teil

4.1 Uberlegungen zur Probenaufbereitung

Die Methode beruht auf der Veréffentlichung von S. W. Jeffrey und G. F. Humphrey Uber ,New
Spectrophotometric Equations for Determining Chlorophylls a, b, c¢;, and c, in Higher Plants,
Algae an Natural Phytoplankton® von 1975. In dieser Abhandlung wird die Auswertung der
photometrischen Messung beschrieben. Bei der Berechnung der Konzentrationen wird fir
hdhere Pflanzen 90 %iges Aceton als Extraktionsmittel verwendet. Die unterschiedliche Matrix
der Produktgruppen erfordert unterschiedliche Aufarbeitungen. Die einfachste Aufarbeitung
erfolgt mit Ananassaftkonzentrat, da durch die Konzentrierung das stérende Wasser
weitgehend entfernt wurde. Bei Ananassaften und -marks ist es noch enthalten. Wasser ist mit
Aceton unendlich mischbar und verursacht einen milchigen Schleier in der Acetonphase. Daher
muss es gebunden werden, damit es die photometrische Messung nicht behindert. Die Wabhl
des geeigneten Trockenmittels wird spater genauer erlautert. Um eine gute Durchmischung des
Produkts mit dem Extraktionsmittel zu erzielen, wird die Probe mit einem Ultra-Turrax
bearbeitet. Den Saften und Marks wird anschliel3end das Trockenmittel hinzugefiigt und durch
Schuitteln geldst. AnschlieBend wird die Probe bei 3850 g zentrifugiert, um eine saubere
Phasentrennung zu erzielen. Die obere Phase wird dann vorsichtig mit einer Pasteurpipette in
ein anderes Gefal Uberfihrt. AnschlieRend werden im Photometer die Extinktionen bei 630 nm,
647 nm, 664 nm und 700 nm gemessen. Im Rahmen der Versuche wurde immer das Spektrum
zwischen 600 nm und 700 nm aufgenommen. Dieses Spektrum zeigt ein Untergrundrauschen,

das durch eine Basislinienkorrektur (BLK) herausgerechnet wird.

BLK

6o B2% BS¢ B8 Ty

nn

Abbildung 10: Erklarung der Basislinienkorrektur

Die Gleichungen 2.2 und 2.3 &ndern sich mit Gleichung 3.1 zu folgenden Gleichungen:

BLK = =272 (4.1)
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Chlorophyll a = 11,93 (Eges — BLK) — 1,93 (Egy4y — BLK) (4.2)

Chlorophyll b = 20,36 (Egy; — BLK) — 5,50 (Egg4 — BLK) (4.3)

Da in héheren Pflanzen nur Chlorophyll a und b vorkommen, ist das Gesamtchlorophyll die

Summe aus Chlorophyll a und Chlorophyll b.
Gesamtchlorophyll = Chlorophyll a + Chlorophyll b (4.4)

Das erhaltene Ergebnis wird von pg/ml noch in mg/kg umgerechnet.

Im ersten Versuchsansatz ist mit einer Einwaage von 5 g fur Konzentrate, 25 g fir Safte / Marks
und einem Extraktionsvolumen von 5 ml Aceton begonnen worden. Vor dem Zentrifugieren der
Safte / Marks wurden 10 g des Trockenmittels gelést. Jedoch zeigten die als Saft
aufgearbeiteten Konzentrate abweichende Werte zu denen, die als Konzentrat aufgearbeitet
wurden. Demzufolge sind die Aufarbeitungen nicht geeignet.

Im zweiten Versuchsansatz wurde nun die Einwaage um die Halfte reduziert. Die Einwaagen fur
Konzentrate betrugen 2,5 g und fir Safte / Marks 12,5 g. Auch das Trockenmittel wurde auf 5 g
reduziert. Das Extraktionsvolumen von 5 ml blieb bestehen, da sonst nicht genligend Extrakt fiir
die photometrische Messung vorhanden ist. Bei diesen Einwaagen sind die Werte im selben

Konzentrationsbereich angesiedelt.

Ultra-Turrax
T25
Leerlauf-
drehzahl
9500 min™
60 s
=]
2,5 g Konzentrat oder
12,5 g Saft / Mark Zentrifuge
+ 5 ml Aceton 3850 g fir 5 min

Spektralphotometer

Auswertung 4—— Extinktionen messen bei <4+
A =630 nm, 647 nm,
664 nm, 700 nm

Uberfilhren der Acetonphase

A

Abbildung 11: FlieRdiagramm der Analysenmethode
Die Proben werden, wie im Fliel3bild gezeigt, aufgearbeitet. An der Stelle des Sternchens muss
das Wasser in den Séften / Marks gebunden werden, dafir werden bei 3 min Schitteln 5 g

Trockenmittel gelost.
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4.2 Durchgefiihrte Versuche
4.2.1 Auswahl eines geeigneten Trockenmittels
Bei den verschiedenen Produktformen gibt es unterschiedliche Wassergehalte. Das Wasser in
den Proben stort die photometrische Messung, da das Aceton milchig wird. Um dies zu
verhindern und die Messungen nicht zu verféalschen, muss ein Trockenmittel eingesetzt werden,
welches das Wasser bindet. Es muss auch eine ausreichende Phasentrennung erreicht
werden, damit die Acetonphase abgetrennt werden kann. Es wurden vier Trockenmittel
getestet. Bei allen Trockenmitteln wurde ein Ananassaft mit 5 ml Aceton versetzt und so viel
Trockenmittel hinzugegeben bis es nicht mehr in Lésung gegangen ist.
Folgende Trockenmittel wurden getestet:

1) Natriumchlorid

2) Saccharose

3) Natriumsulfit

4) Quechersalz (ASU Nr. 00.00 115)
Alle Proben wurden bei 3850 g zentrifugiert und anschliel3end angeschaut.
Bei Natriumchlorid und Saccharose war keine Phasentrennung zu erkennen, weshalb beide
ungeeignet sind. Das oft als Trockenmittel eingesetzte Natriumsulfit zeigte eine leichte
Phasentrennung, die jedoch nicht ausreichend gewesen ist. Bei der Pestizidanalyse wird ein
Salzgemisch aus wasserfreiem Magnesiumsulfat, Natriumchlorid, Dinatriumhydrogencitrat-
Sesquihydrat und Trinatriumcitrat-Dihydrat zur Phasentrennung eingesetzt, welches als
Quechersalz bezeichnet wird. Dies zeigte auch bei dieser Anwendung eine sehr gute

Phasentrennung, bei der das Aceton gut Uberflhrt werden kann.

4.2.2 ldentifikation des Chlorophylls

Im Rahmen der ersten Versuche ist eine Probe (4645/1) gemessen worden, die nach den
ublichen Parametern authentisch sein soll. Es war anzunehmen, dass die Probe keinerlei
Chlorophyll enthalt. Nach der ersten Messung wies die Probe eine Gesamtchlorophyill-
Konzentration von 1,59 mg/kg Produkt auf. Aus diesem Grund stellte sich die Frage, ob
eventuell andere Stoffe gemessen werden. Um abzuklaren, welche farbigen Stoffe im Aceton-
Extrakt enthalten sind, wurden sie mittels Diinnschichtchromatographie getrennt und sichtbar
gemacht. Fur den Versuch wurden folgende sechs Proben ausgewabhilt:

1) Spirulina

2) Ananas-Sticken aus der Dose

3) B-Carotin Standard

4) Gras (Chlorophyll-Standard)

5) 4645/1

6) 2504/1
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Von den Proben 2) bis 6) wurde jeweils der Aceton-Extrakt auf die Kieselgur-Platte aufgetragen.
Die Probe 1) ist ein naturlicher Farbstoff fiir Lebensmittel. Es handelt sich hierbei um Algen, die
urspriinglich als Chlorophylistandard gedacht waren. Aufgrund der sehr schlechten Ldslichkeit
in Aceton wurde dies jedoch verworfen. Auf die DC-Platte wurde das Spirulina in Methanol
geldst aufgebracht. Probe 2) ist die Negativ-Probe, da keine Schale in Ananasstiicken enthalten
ist. Proben 3) und 4) sind die jeweiligen Standards fir B-Carotin und Chlorophylle. Probe 5) ist
die widersprichliche Probe und Probe 6) eine Probe, die nach photometrischer Messung
Chlorophyll enthélt. Die genauen photometrischen Werte von Probe 5) und 6) sind nicht
reprasentativ, da die Werte mit einer nicht ausgereiften Methode erzeugt worden sind.

Es wurden Kkleine Spots der Extrakte auf eine Kieselgur-Platte aufgetragen und in die
Entwicklungskammer gestellt. Als Laufmittel wurde eine Mischung aus 70 % Cyclohexan und 30

% Aceton gewahlt. Der genaue Arbeitsablauf kann im Gliederungspunkt 3 Material und

Methoden nachgelesen werden.

Abbildung 12: DC-Platte nach der Entwicklung Abbildung 13: Schema DC-Platte nach der
Entwicklung

Abbildung 14: DC-Platte unter UV-Licht Abbildung 15: Schema DC-Platte unter UV-Licht

In Abbildung 12 ist zu erkennen, dass Probe 2) keine sichtbaren Farbstoffe enthalt. Der

orangene B-Carotin Standard (Probe 3) zeigt den gréReren Rf-Wert (c). In Probe 4) und 5) ist
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demzufolge B-Carotin enthalten, da sie bei derselben Lauflange eine Farbung zeigen. Bei Probe
3), dem Chlorophyll-Standard, sieht man die grau-griinlichen Ph&ophytine (b). Das blaugrine
Chlorophyll a und das gelbgrine Chlorophyll b Gberlappen sich in ihren Lauflangen, wobei das
Chlorophyll b einen etwas grof3eren Rf-Wert zeigt. Unsauberes Auftragen der Spots ist der
Grund fur die Schleier dahinter. Um das Chlorophyll in Proben 5) und 6) sichtbar zu machen,
wurde es mit UV-Licht bestrahlt. Chlorophyll wird bei UV-Licht angeregt und leuchtet rot [26]. In
Abbildung 14 ist die DC-Platte unter UV-Licht zu sehen. Das Phaophytin und die Chlorophylle a
und b leuchten bei Probe 4) rot. Da bei demselben Rf-Wert von Phaophytin bei Probe 5) ein
rotes Leuchten zu erkennen ist, kann man Phaophytin in der Probe identifizieren. Jedoch ist
keine Farbung bei den Lauflangen der beiden Chlorophylle zu erkennen. Sie sind aber bei der
photometrischen Messung positiv. Phaophytin absorbiert laut Literatur [27] bei derselben
Wellenlange wie Chlorophyll. Daraus ist zu schlieRen, dass das Abbauprodukt Phé&ophytin
ebenfalls photometrisch erfasst wird. Diese Schlussfolgerung gilt ebenso fir Probe 6). Das
blauliche Leuchten, welches unter UV-Licht zu erkennen ist, wurde auch bei reifen Bananen
beobachtet [19]. Dieses Leuchten geht von fluoreszierenden Chlorophyll-Kataboliten aus. Sie
sind weiter abgebaut als das Phaophytin und die Chlorophyllide.

Bei der photometrischen Messung werden auch Ph&ophytine gemessen.

4.2.3  Stabilitatsverhalten des Chlorophylls

Laut Literatur [28] sind Chlorophylle weder licht-, hitze-, alkali- oder saurestabil.

Es wurde ein qualitativer Abbauversuch durchgefiihrt. Als Probenmaterial ist ein Acetonextrakt
aus Gras verwendet worden. Dafir wurden Grashalme in kleine Stiicken geschnitten, in ein 50
ml Greiner-Réhrchen gefillt und mit 12 ml Aceton (99 %) versetzt. AnschlieRend wurde das
Gras mit einem Glasstab am Boden zerdruckt bis es seine Farbe verlor. Die Stiicken wurden
abfiltriert und das Filtrat in ein 15 ml Greiner-Réhrchen gefiillt. Da die Extinktion dieses
Extraktes Uber 1,0 lag, wurde eine 1:5 Verdiinnung angefertigt. Mit der Verdiinnung wurden alle
Messungen durchgefiihrt. Die Probe stand an 5 Tagen (100 h) auf dem Fensterbrett und ist
mehrmals am Tag photometrisch gemessen worden. Allerdings aufgrund der Belegung des

Messgerates in teilweise unterschiedlichen Abstanden.
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Chlorophyllabbau
60,00

50,00

40,00

o \\\

20,00

10,00

Chlorophyllkonzentraion in mg/ml

0,00 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Zeitin h

Abbildung 16: Chlorophyllabbau in Aceton bei Tag und Nacht (grau hinterlegt: Nacht)

Die Messungen zeigen einen Abbau des Chlorophylls. Dieser Abbau fand jedoch nur statt,
wenn es draufRen hell war. Bei Dunkelheit wurde kaum Chlorophyll abgebaut. Die Kinetik des
Abbaus ist daher von der Lichtintensitdt abhangig, da an helleren Tagen (Tag 2 und 3) das
Chlorophyll schneller abgebaut wurde. Nach ca. 74 h ist das Chlorophyll zu 50 % abgebaut
gewesen. Der Versuch zeigt den Abbau nur qualitativ auf. Um den Versuch quantitativ
durchzufiihren, fehlten die notwendigen Mittel. Die Hitze-, Alkali- und S&ureinstabilitat wurde
nicht getestet. Des Weiteren ist zu bemerken, dass die Stabilitdt im Aceton-Extrakt getestet
wurde und nicht in der normalen Probenmatrix. Die Proben an sich haben aufgrund von
enthaltenen Partikeln eine andere Lichtdurchlassigkeit als der Aceton-Extrakt. Dennoch sollte
grundséatzlich beim Probenumgang auf moglichst wenig Lichtkontakt geachtet werden und
zligiges Arbeiten wird daher empfohlen. Die Lichtinstabilitdt kbnnte ansonsten eine mdgliche

Ursache fur falsch negative Ergebnisse sein.

4.2.4  Standardaddition zur Uberpriifung der Messergebnisse

Standardaddition wird verwendet, um Konzentrationen zu messen, die unterhalb der
Bestimmungsgrenze liegen. Hier wurde das Verfahren dazu verwendet, um die Ergebnisse zu
Uberprifen. Daflr wurde ein Ananassaftkonzentrat (3585/5) mit einem Chlorophyllextrakt, das
mittels Aceton aus Gras extrahiert wurde, dotiert. Die Konzentration des Chlorophyllextraktes
wurde zuvor gemessen und hatte eine Konzentration von 0,66 mg/100 pl Extrakt. Es wurden
viermal 2,5 g Konzentrat abgewogen und mit 100 ul, 200 pl, 300 pl, und 400 ul des
Chlorophyllextraktes dotiert. Die Proben wurden auf ein Gesamtacetonvolumen von 5 ml

aufgefillt, mit dem Ultra-Turrax bearbeitet, zentrifugiert und gemessen. Der gleiche Versuch ist
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mit demselben Konzentrat auf Saftstarke verdinnt durchgefiihrt worden. Daflir wurden den
jeweils 2,5 g Konzentrat, 10 g bidest. H,O und nach der Bearbeitung mit dem Ultra-Turrax 5 g

Quechersalz hinzugefugt,

um das Wasser zu binden.

vergleichbare Ergebnisse zu erzielen.

Dies wurde durchgefihrt,

Konzentrat

9,00
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Abbildung 17: Graphische Auswertung des Konzentrates
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Abbildung 18: Graphische Auswertung des Konzentrates als Saft aufgearbeitet

Die graphische Auswertung zeigt

die oben zusehenden Geraden,

um

durch die eine

Regressionsgerade mit der entsprechenden Gleichung gelegt ist. Um den Schnittpunkt mit der

y-Achse zu erhalten, und damit auch die Konzentration ohne dotiertes Chlorophyll, wird x = 0

gesetzt. Dies ergibt einen Gesamtchlorophyllgehalt beim Konzentrat von 3,51 mg/kg und bei

dem auf Saftstarke verdiinnten Konzentrat ebenfalls von 3,51 mg/kg. Dies stimmt mit den zuvor

gemessenen Werten Uberein. Jedoch ist zu beachten, dass das Chlorophyll bereits mit Aceton
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extrahiert hinzugefiigt wurde. Somit kann keine Aussage uber den Extraktionserfolg der

Methode getroffen werden.

4.2.5 Chlorophyllkonzentrationen der verschiedenen Fruchtpartien

Der Nachweis von Schale im Produkt beruht auf der Annahme, dass Chlorophyll nur dort
vorkommt. Um diese Annahme zu testen, wurde eine Ananas (Simba; Costa Rica) in
verschiedene Partien zerlegt. Aus der Mitte einer reifen Ananas wurden drei gleich breite
Scheiben herausgeschnitten. Diese Scheiben wurden geviertelt und der Strunk entfernt. Aus
jeder Scheibe wurden alle 7 Partien heraus gearbeitet. Mit einem scharfen Messer erfolgte
vorsichtig die Entfernung der Schale. Die Partien sind anschlieRend zu Mark zerkleinert und
entsprechend aufgearbeitet worden. Dafir wurden 12,5 g abgewogen und mit 5 ml Aceton
versetzt. AnschlieRend wurde das Gemisch mit dem Ultra-Turrax bearbeitet. Um das Wasser zu
binden und eine gute Phasentrennung nach dem Zentrifugieren zu erzielen, wurden 7 ¢
Quechersalzgemisch hinzugefiigt und geldst. Nach dem Zentrifugieren wurde die Acetonphase
vorsichtig mit einer Pasteurpipette in ein kleineres Gefal3 Uberfiihrt und anschlieRend

photometrisch gemessen.

.. Fruchtfleisch mit Schale, ohne Strunk

.. Fruchtfleisch mit etwas Schale, ohne Strunk

.. Fruchtfleisch ohne Schale, mit Bliitenrest, ohne Strunk
.. Fruchtfleisch ohne Strunk

.. Randpartie ohne Fruchtfleisch mit etwas Schale

.. Schale

.. Strunk

N o g b~ WN P

a1

Abbildung 19: Zerlegungsschema der Ananas
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Abbildung 20: Ananas in verschiedene Fruchtpartien zerlegt

Tabelle 4: Erklarung der Fruchtpartien

Fruchtpartie | Erklarung

1 Fruchtfleisch mit Schale, ohne Strunk

N O 0o~ WN

Fruchtfleisch ohne Strunk

Schale
Strunk

Fruchtfleisch mit noch etwas Schale, ohne Strunk
Fruchtfleisch ohne Schale, aber mit Blitenrest, ohne Strunk

Randpartie ohne Fruchtfleisch mit etwas Schale

Tabelle 5: Photometrische Ergebnisse der Fruchtpartien aus Ananas 1

mg/kg Produkt
Probe Chl a Chl'b Chl ges
Fruchtpartie 1 2,45 1,28 3,72
Fruchtpartie 2 0,87 0,45 1,33
Fruchtpartie 3 n.n. n.n. n.n.
Fruchtpartie 4 n.n. n.n. n.n.
Fruchtpartie 5 1,14 0,84 1,98
Fruchtpartie 6 2,56 63,29 18,45
Fruchtpartie 7 n.n. n.n. n.n.
n.n.: nicht nachweisbar
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Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass in den Fruchtpartien 1, 2, 5 und 6 mit anhaftender Schale
Chlorophyll enthalten ist. Jedoch ist zu bedenken, dass die Messwerte Einzelwerte sind und es
keine Sicherung der Ergebnisse gibt.

Aus diesem Grund sind Wiederholungsmessungen mit zwei neuen Ananas vorgenommen
worden. Sie wurden wie die erste Ananas zerlegt und aufgearbeitet. Ananas 2 ist eine Ananas
der Sorte Super Sweet aus Costa Rica von Natura Farms und Ananas 3 ebenfalls eine Ananas
der Sorte Super Sweet aus Costa Rica jedoch von Fyffes Gold. Bilder der Ananas sind im

Anhang A Teil 2 zu finden.

Tabelle 6: Photometrische Ergebnisse der Fruchtpartien aus Ananas 2 und 3

Ananas 2 Ananas 3
Gesamtchlorophyll in mg/kg Produkt
, 0,32 0,51
Fruchtpartie 1
0,25 0,50
, 0,15 0,16
Fruchtpartie 2
0,15 0,13
_ n.n. n.n.
Fruchtpartie 3
n.n. n.n.
_ n.n. n.n.
Fruchtpartie 4
n.n. n.n.

Die Fruchtpartien 5 bis 7 wurden aufgrund ihrer geringeren Aussagekraft weggelassen. In
Fruchtpartie 7 ist kein Chlorophyll nachweisbar, wenn in Fruchtpartie 4 auch keines
nachgewiesen werden kann, da Chlorophyll das Photosynthesepigment ist und an Fruchtpartie
7 kein Licht zur Photosynthese herankommt. Der Nachweis in Fruchtpartie 6 wird mit
Fruchtpartie 1 gebracht. Und Fruchtpartie 5 misste héhere Konzentrationen als Fruchtpartie 2
zeigen, weshalb Fruchtpartie 2 als Nachweis ausreicht.

Die neuen Messungen zeigen niedrigere Chlorophyllkonzentrationen als bei Ananas 1. Jedoch
zeigen auch sie nachweisbare Konzentrationen in den ersten beiden Fruchtpartien. Die Werte
der Fruchtpartien 3 und 4 gehen gegen Null. Die geringeren Werte kdnnen auf eine schlechtere
Zerkleinerung und der daraus folgenden schlechteren Extraktion zurtckzufiihren sein. Die
Ergebnisse zeigen, dass in Fruchtfleisch und Strunk kein Chlorophyll enthalten ist.

Mark ist das Ananasprodukt, welches potenziell das meiste Chlorophyll enthalt. Die Frucht wird
nur zerkleinert, dies bedeutet, aus der gesamten Masse kann das Chlorophyll extrahiert
werden. Beim Pressen von Saft bleiben mdglicherweise Faserstoffe mit Chlorophyll im Trester
zuriick. Daraus kann, bei einer hohen Chlorophyllkonzentration im Saft oder Konzentrat,
geschlossen werden, dass ein hoherer Schalenanteil mitverarbeitet worden sein muss. Je

hoéher die Konzentration im Produkt, desto mehr Schale wurde mitverarbeitet.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Statistische Auswertung von Messreihen zur Bestimmung von Nachweis- und
Bestimmungsgrenze

Fur die statistische Auswertung werden Ergebnisse aus verschiedenen Messreihen

herangezogen. Bestimmte statistische Kennzahlen sind nur dann reprasentativ, wenn Kriterien

zur Erzeugung der Messwerte beachtet werden. In der Amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Uber die ,Planung und statistische Auswertung von Ringversuchen zur Methodenvalidierung®

werden die Wiederholbedingungen wie folgt definiert:

,Bedingungen bei der Gewinnung von voneinander unabhangigen Ermittlungsergebnissen,

bestehend in der Anwendung desselben Verfahrens am identischen Untersuchungsobjekt im

selben Labor durch denselben Bearbeiter mit derselben Gerateausriistung in kurzen

Zeitabstanden. “[29]

Nach diesen Bedingungen ist die folgende Messreihe erzeugt worden.

Tabelle 7: Messreihe unter Wiederholbedingungen

i Probe Matrix Einwaage mo/kg Produkt
[¢] Chla Chlb Chl ges

1 2538/1-1 K-An 2,49 2,24 0,34 2,57
2 2538/1-2 K-An 2,51 2,23 0,41 2,64
3 2538/1-3 K-An 2,51 2,31 0,35 2,66
4 2538/1-4 K-An 2,52 2,23 0,40 2,63
5 2538/1-5 K-An 2,52 2,22 0,37 2,59
6 2538/1-6 K-An 2,51 2,27 0,39 2,66
7 2538/1-7 K-An 2,51 2,25 0,28 2,53
8 2538/1-8 K-An 2,51 2,24 0,23 2,47
9 2538/1-9 K-An 2,51 2,22 0,31 2,53
10 2538/1-10 K-An 2,51 2,25 0,34 2,59

Zur Ermittlung der statistischen Kennwerte wird zundchst der Mittelwert x mit folgender

Gleichung berechnet:

ixi (5.1)

co L o5g7™ - 5587 5 59™Y 5.2
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5 Ergebnisse und Diskussion

Mit dem Mittelwert kann die Wiederholvarianz s,.? berechnet werden:

n
1
5 = — 1zl<xi - %y (5:3)
1=
1 mg\>2 mg\>?
2 _ . ) = - 5.4
5% =5 0,059 (kg> 0,00398(kg> (5.4)

Aus der Wiederholvarianz leitet sich die Wiederholstandardabweichung s,. ab:

5, = /5,2 (5.5)

Sy = \/0,00398 (T—;’)z = 0,06317:—5 ~ 0,067;1—9‘9 (5.6)

Die Kennzahlen aus dieser Messreine werden als Wiederholvarianz  und
Wiederholstandardabweichung bezeichnet, da sie unter Wiederholbedingungen erzeugt worden
sind. Die Wiederholstandardabweichung gibt die Streuung oder Verteilung der Messergebnisse
unter Wiederholbedingungen an.

Um festzustellen, ob der erwartete Wert zwischen zwei unter Wiederholbedingungen erzeugten
Werten liegt, wird die Wiederholgrenze berechnet. Sie ist der Betrag der Differenz zwischen den
beiden Werten, in der der erwartete Wert mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % liegt. Das
bedeutet: Fir zwei unter Wiederholbedingungen erzeugte Werte, darf die Differenz nicht gréRer
sein als die Wiederholgrenze. Ist sie grof3er kann kein Mittelwert der Untersuchungsergebnisse
gebildet werden.

Die Wiederholgrenze r wird nach Amtl. Sammlung 8§ 64 LFGB-Statistik [29] wie folgt berechnet:

r=28-s, (5.7)
mg mg
=2,8-0,06—=0,18—
r ) ) kg ) kg (5-8)

Die Wiederholgrenze liegt damit bei 7 % des Mittelwertes.

Fur die Ermittlung der laborinternen Reproduzierbarkeit und der erweiterten Messunsicherheit
muss eine andere Messreihe als Grundlage der Berechnungen genommen werden. Dies ist auf
das Qualitaitsmanagementhandbuch der GfL - Gesellschaft fir Lebensmittel-Forschung mbH
zurtckzufuihren. Dieses fordert, dass fur diese beiden Kennzahlen eine Messreihe zugrunde

gelegt werden muss, die aus mindestens 10 ausrei3erfreien Werten, die zu verschiedenen
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5 Ergebnisse und Diskussion

Zeiten ermittelt wurden,

Bedingungen erzeugt:

bestehen muss. Die folgende Messreihe wurde nach diesen

Tabelle 8: Messreihe nach Bedingungen des QMH der GfL

i Probe Matrix Einwaage mo/kg Produkt
[a] Chl a Chl b Chl ges

1 Clara | K-An 2,51 1,84 0,28 2,12
2 Clara ll K-An 2,50 1,77 0,26 2,02
3 Clara lll K-An 2,50 1,86 0,31 2,17
4 Clara IV K-An 2,50 1,85 0,29 2,15
5 Clara VvV K-An 2,51 1,87 0,32 2,19
6 Clara VI K-An 2,49 1,82 0,28 2,09
7 Clara VII K-An 2,50 1,82 0,29 2,11
8 Clara Vil K-An 2,51 1,78 0,42 2,20
9 Clara IX K-An 2,51 1,83 0,22 2,05
10 Clara K-An 2,51 1,83 0,32 2,15

Zunachst muss auch hier der Mittelwert nach Gleichung 5.1 ermittelt werden:

10

B 1 m
X=-—-21,25—=2,125

g

kg

m
— = 2,13

g

kg

myg

kg

Die Standardabweichung s dieser Messreihe wird ebenfalls benétigt:

S =

n

-

9

~.0,0315 (@
kg

2
) = 0,059

1 n
DIk
i=1

mg
kg

— = 0,06

mg
kg

(5.9)

(5.10)

(5.11)

Mit den Ergebnissen aus den Gleichungen 5.9 und 5.11 lasst sich die laborinterne

Reproduzierbarkeit RSD berechnen:

RSD =

0,06

2,13

RSD =

mg

mg

kg

Kil @«

9 _0,0282 ~ 0,03

(5.12)

(5.13)
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die Messunsicherheit wird unter Zuhilfenahme des Studentfaktors t berechnet. Der
Studentfaktor wird bestimmt von der Anzahl der Messwerte n sowie des gewahlten
Vertrauensniveaus y. Das Ublicherweise gewahlte Vertrauensniveau liegt bei y = 95 %, daraus
folgt flr n = 10 ein Studentfaktor von t = 2,26 [30].

S
Ax =t— 5.14
Jn (5.14)
mg
0,062
Ax = 2,26 kg _ 0042979 ~ 0049 (5.15)
3,16 kg kg

Nach QMH der GfL soll die erweiterte Messunsicherheit berechnet werden, das k wird fir alle
Messreihen als k = 2 festgelegt und ist auf den Studentfaktor zurtickzufiihren. Mit ¢ ist die

Konzentration des Analyten gemeint:

MU =RSD -k-c (5.16)
mg mg mg
MU =0,03 -2-2,13— = 0,1278— ~ 0,13 — ,
p p " (5.17)

Die Messunsicherheit charakterisiert die nachvollziehbare Streuung der Resultate. Die Streuung
ist auf Bedingungen im Labor zurtickzufihren und gibt den laborinternen zufélligen Fehler an.
Die GfL hat die Messunsicherheit erweitert und Bedingungen fur die Erzeugung des Wertes
festgelegt, um ihn genauer bestimmen zu kdnnen.

Das Ergebnis wird mit der Messunsicherheit (y = 95 %) angegeben.

Jeffrey und Humphrey [23] schreiben 1975 von der Wiederholbarkeit, die heutzutage als
Wiederholgrenze bezeichnet wird. In ihren Messreihen zeigt die Anwendung der
Wiederholbarkeit bei Gesamtchlorophyllkonzentrationen, die kleiner als 0,2 pg/ml im
Acetonextrakt sind, grof3e Ausfélle. Mehr als 60 % der Messwerte waren unbrauchbar. Eine
Konzentration von 0,2 pg/ml im Acetonextrakt entspricht einer Konzentration von 0,5 mg/kg im
Produkt Konzentrat und einer Konzentration von 0,1 mg/kg im Produkt Saft / Mark. Diese Werte

entsprechen der Nachweisgrenze dieser Messmethode.

Da das photometrische Ergebnis grafisch dargestellt werden kann, wurde sich am Signal-
Rausch-Verhaltnis aus der Chromatographie orientiert [31]. Dieses hilft, festzustellen, ob ein
Rauschen, also eine Abweichung im Messsignal, oder ein Signal des Analyten vorliegt. Bei
dieser Methode wird die Bestimmungsgrenze beim vierfachen Rauschen festgelegt. Das
Rauschen wird zwischen den Wellenldngen 620 - 630 nm und 690 - 700 nm einer sehr niedrig
und einer hoch konzentrierten Probe der Messergebnisse ermittelt. Dabei wurde ein Rauschen
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5 Ergebnisse und Diskussion

von E = 0,003 festgestellt. Da Chlorophyll a und b der Literatur nach in einem Verhéltnis von 3:1

vorkommen, sind folgende Ergebnisse ermittelt worden:

Tabelle 9: Werte des vierfachen Rauschens

Matix Einwaage mg/kg Produkt mg/| Extrakt Korrigierte Extinktionen
[a] Chla  Chlb Chliges| Chla  Chib Chiges | A=647 nm A =664 nm
Konzentrat| 250 0,81 0,09 0,91 0,41 0,05 0,45 0,012 0,036
Saft/ Mark | 12,50 0,16 0,02 0,18 0,41 0,05 0,45 0,012 0,036

Die Bestimmungsgrenze fur Konzentrate liegt damit bei 1,00 mg/kg und fir Safte / Marks bei
0,20 mg/kg.

Die Proben aus der Messreihe 2 sind als Methodenreferenzmaterial hergestellt worden um bei
Messungen mit aufgearbeitet zu werden. Mithilfe dieses Referenzmaterials lasst sich
nachvollziehen, ob Methodische Fehler in einer Aufarbeitungsserie passiert sind. Dafiir werden
die Messergebnisse des Referenzmaterials in eine Regelkarte eingetragen. Diese Regelkarte
besteht aus einer Vorperiode die zwolf Werte umfassen soll. Und einer Kontrollperiode, die neu
erzeugte Werte prift. Diese Regelkarte wird nun so lange gefiihrt, bis genligend Werte erzeugt
wurden. AnschlieBend erfolgt eine neue statistische Auswertung der Methode, deren

Ergebnisse in der Arbeitsanweisung einzutragen sind.

Alle originalen Messergebnisse sind in Anhang B nachzuvollziehen.

5.2 Ergebnisse und Diskussion

Im Laufe der Versuche sind unterschiedliche Verdnderungen des genauen Arbeitsablaufes
vorgenommen worden. In den ersten Versuchsreihen sind bestimme Arbeitsschritte nicht genau
genug festgelegt gewesen. Die Bearbeitung mit dem Ultra-Turrax wurde daraufhin zeitlich
festgelegt, was eine Verbesserung der Ergebnisse zeigte. Auch die zeitliche Festlegung fiir das
Ldsen des Quechersalzgemisches erwies sich als sinnvoll.

Das Ergebnis dieser Arbeit findet ihren Niederschlag in einer SOP, einer sogenannten
Standardarbeitsanweisung, fir eine Hausmethode der GfL - Gesellschaft flr Lebensmittel-

Forschung mbH zur Chlorophyllbestimmung in Ananasséaften, -marks und -konzentraten.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Ausgabe:
Methode:
. 1/2016
Chlorophyll Bestimmung
Gesellschaft fur —
. , gultig ab:
Lebensmittel-Forschung photometrlsch
mbH 12.01.2016
erstellt: geprift LM: gepriift QS: geprift SB: freigegeben:
(Datum)
Methode basiert auf: Jeffrey, S. W. and Humphrey, G. E. (1975), Biochem. Physiol. Pflanzen, Bd. 167, S191-194)
DiaLims Methode: MEV ‘ Anita-Kurzel: MEV Methoden-Nr.: MEV
1 Zweck und Anwendungsgebiet

Diese Methode beschreibt ein photometrisches Verfahren zur Messung von Chlorophyll a und b

sowie des daraus resultierenden Gesamtchlorophyllgehaltes in Ananassaft/ -mark/ -konzentrat.

2 Begriff

Unter dem Gehalt an Chlorophyll der in Abschnitt 1 genannten Erzeugnisse wird der nach dem
hier beschriebenen Verfahren ermittelte Gehalt an Chlorophyll als Summe aus Chlorophyll a
und Chlorophyll b verstanden. Mit erfasst wird auch die erste Abbaustufe der Chlorophylle, die

Phaophytine. Der Gehalt wird in mg/kg angeben.

3 Kurzbeschreibung

Das Chlorophyll wird mittels Aceton aus der Probe extrahiert und der Extrakt photometrisch

gemessen.
4 Chemikalien und Losungen
(Hergestellte Losungen missen in die entsprechenden Reagenziendatenblatter eingetragen
werden.)
Soweit nicht anders angegeben, sind analysenreine Chemikalien zu verwenden. Das Wasser

muss destilliert oder von entsprechender Reinheit sein.

4.1 Aceton, 99%ig

4.2 Quechersalz
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4.3 Herstellung

4.3.1 Quechersalz
Zur Herstellung des Quechersalzes werden 92 g feinpulveriges, wasserfreies Magnesiumsulfat,
23 g Natriumchlorid, 12 g Dinatriumhydrogencitrat-Sesquihydrat und 23 g Trinatriumcitrat-
Dihydrat in ein Gefal3 eingewogen und sorgfaltig miteinander gemischt. Es entsteht ein
Salzgemisch von 150 g, das fur ca. 30 Aufarbeitungen reicht. Das Salzgemisch ist verschlossen
ein Jahr lang haltbar (ASU Nr. 00.00 115).

5 Gerate

5.1 Laborzentrifuge

5.2 Greiner-Réhrchen, 50 ml
5.3 Greiner-Réhrchen, 15 ml
5.4 Pasteurpipette

5.5 Ultra-Turrax

5.6 Pipette, 5 ml

6 Durchfthrung

6.1 Konzentrat
Es werden 2,5 + 0,1 g Probe in ein Greiner-Réhrchen (50 ml) eingewogen, die Einwaage
wird fur die spatere Berechnung notiert. AnschlieBend wird die Probe mit 5 ml Aceton
versetzt und bei einer Leerlaufdrehzahl von 9500 min™ fiir 60 s mit dem Ultra-Turrax

homogenisiert.

6.2 Saft / Mark

Es werden 12,5 £ 0,1 g Probe in ein Greiner-Réhrchen (50 ml) eingewogen, die
Einwaage wird flr die spatere Berechnung notiert. Anschlie3end wird die Probe mit 5 ml
Aceton versetzt und bei einer Leerlaufdrehzahl von 9500 min™ fur 60 s mit dem Ultra-
Turrax homogenisiert. Nach der Zugabe von 5 g Salzgemisch wird das verschlossene
Roéhrchen fur 3 min geschuttelt.

Die Proben werden bei 3850 g fur 5 min zentrifugiert. Anschlielend wird vorsichtig mittels

Pasteurpipette die obere Phase (Acetonphase) in ein Greiner-Roéhrchen (15 ml) dberfihrt.

AnschlieRend werden die Extinktionen, gegen Aceton als Blindwert, bei den Wellenlangen

630 nm, 647 nm, 664 nm und 700 nm photometrisch gemessen.
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7 Auswertung
7.1 Berechnung

Ess0 + Ezo0

BLK =

[11,93 * (Egsa— BLK) — 1,93 * (Ega7 — BLK)] * 5

Chlorophyll a [mg/kg] =
Einwaage

[20,36 * (Egs7 — BLK) — 5,50 * (Eges — BLK)] * 5
Chlorophyll b [mg/kg] =

Einwaage

Chlorophyll gesamt [mg/kg] = Chlorophyll a + Chlorophyll b

BLK... Basislinienkorrektur

Einwaage ing

7.2 Angabe der Ergebnisse
Das Ergebnis wird mit zwei Nachkommastellen gerundet in mg/kg angegeben.

8 Zuverlassigkeit der Methode

8.1 Verifizierungsdaten
Die Verifizierung erfolgte im: Dez. 2015 / Jan. 2016
Sie wurde im Bereich von 2,00 mg/kg bis 2,7 mg/kg mit einem Ananassaftkonzentrat
durchgefuhrt und umfasste 20 Einzelmessungen.
- Bestimmungsgrenze 0,20 mg/kg fur Saft / Mark, 1,00 mg/kg fiur Konzentrate
- Wiederholgrenze r 0,18 mg/kg (7 %)

- Vergleichbarkeit R

37



5 Ergebnisse und Diskussion

8.2 Uberpriifung der Methode

Zur Uberprufung der Methode zahlen QualitatssicherungsmaRnamen, vorbeugende
Maflinahmen des QMH sowie ein Review, welches alle 5 Jahre durchgefihrt wird.

Standards/Dotierungen:
Siehe Dokumentation Projekt Chlorophyll

Referenzmaterial:
Nicht vorhanden.

Ringversuche / Laborabgleiche:
Ja, wird durchgefihrt mit IGV.

Fuhren einer Regelkarte:
Ja.

9 Literatur

9.1 Jeffrey, S. W. and Humphrey, G. F. (1975), Biochem. Physiol. Pflanzen, Bd. 167,
S191-194)

9.2 ASU Nr. 00.00 115

10 Anhang
10.1 Jeffrey, S. W. and Humphrey, G. F. (1975), Biochem. Physiol. Pflanzen, Bd. 167,
S191-194)
11 Sicherheitshinweise

Zu beachten sind die allgemeinen Vorschriften der Sicherheitsbelehrung sowie der
Gefahrdungsbeurteilung. Dartiber hinaus weist die Methode keine besonderen, spezifischen
Aspekte auf oder ggf. etwas zu sehr giftigen Substanzen etc.
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6 Zusammenfassung

Wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben, kann bei der Herstellung von Ananassaft, in
Abhangigkeit vom Verfahren, Schale in das Endprodukt gelangen. Auf der Grundlage einer
Veroffentlichung von Jeffrey und Humphrey aus dem Jahr 1975, in der die
Konzentrationsberechnung des Chlorophylls in verschiedenen LOsungsmitteln durch eine
photometrische Messung beschrieben wird, wurde hiermit eine Methode entwickelt, um dies
nachzuweisen. Mit dieser Methode lasst sich die Schalenverwertung durch die Bestimmung des
Pigments Chlorophyll nachweisen. In den Vorversuchen hat sich herausgestellt, dass
Chlorophyll sich als Parameter fir die Schalenverarbeitung eignet, da nachgewiesen wurde,
dass Chlorophyll ausschlieBlich in der Schale der Frucht vorkommt. Dieser Nachweis wurde
durch die Zerlegung mehrerer Ananas in unterschiedliche Partien und anschlieBender Messung
erbracht. Bei der  Auftrennung der  extrahierten Farbstoffe durch eine
Diinnschichtchromatographie stellte sich heraus, dass auch das vermutlich je nach Reifegrad
anfallende Abbauprodukt Phaophytin bei der Messung mit erfasst wird. Aus diesem Grund wird
das jemals vorhandene Gesamtchlorophyll erfasst.

Wahrend der gesamten Probenaufarbeitung muss darauf geachtet werden, dass mdglichst
wenig Lichteinfluss besteht und zligig gearbeitet wird. Chlorophyll ist nicht lichtstabil und kann
sonst abgebaut werden. Die statistische Auswertung von Messreihen lasst auf die Funktionalitat
der Methode schlieRen. Es wurden sowohl eine Nachweisgrenze fur Konzentrate bei
0,50 mg/kg und fur Safte / Marks bei 0,10 mg/kg, als auch eine Bestimmungsgrenze fir
Konzentrate bei 1,00 mg/kg und fur Séafte / Marks bei 0,20 mg/kg fiir diese Methode festgelegt.
Die Bestimmung des Chlorophylls in Ananassaften ist daher zur qualitativen und quantitativen
Aussage Uber die  Schalenverarbeitung geeignet. Das  Ergebnis ist eine

Standardarbeitsanweisung die mithilfe der gewonnen Ergebnisse erarbeitet wurde.
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Short Communication

New Spectrophotometric Equations
for Determining Chlorophylls a, b, ¢, and ¢,
in Higher Plants, Algae and Natural Phytoplankton

8. W. Jerrrey and G, F. HuMpeREY

CSIRO Marine Biochemistry Unit, Botany Building (A 12), Sydney University
Sydney, Australia

Key Term Index: chlorephylls, spectrophotometry, d&snu:imtion, equationg,

Summary

New equations are presented for spectrophotometric determination of ehlorophylls, based on
revised extinction coeflicients of ehlovophylls &, b, ¢, and g, These equations may be used for deter-
mining ehlorophylls @ and b in higher plants and green algae, chlorophylls @ and & -+ ¢ in brown
algae, distoms and chrysomonads, ehlorophylls & and e in dinoflagellates and cryptomonads, and
chlorophylls a, b, and ¢ + e in natural phytoplankton,

Spectrophotometric equations currently used for determining chlorophylls a and &
in higher plants (Arwon 1949; VeErnox 1960, chlorophylls @ and ¢ in algae (HuMPHREY
and Jererey in Jeprrey and Haxo 1968) and chlorophylls a, b and ¢ in phytoplankton
{Parsons and StrickLAND 1963; BCOR-UNESCO 1966) are based on extinetion coeffi-
cients of Mackinngy (1941) and Ssira and Benitez (1950) for chlorophylls & and b,
and that of Jerrrey (1963) for ehlorophyll ¢ (Table 1). JEFFREY (1968, 1969) subse-
quently found that ehlorophyll ¢ was a mixture of two components (¢, and ¢g), Which
polymerize when purified (JEFFREY and SuipaTA 1969) to give lowered intensities of
absorption bands and therefore lowered axtinetion coefficients. Fach compenent of
chlorophyll ¢ hag now been carefully crystallized to prevent polymerization, and extine-
tion coeffivients determined (JEFFrEY 1972). The new extinction coefficients for chloro-
phylls ¢, and ¢, are approximately twice the former value for unresolved ehlorophyll e

Tabtle 1 Eztinction coefficients of ehlorophylls used Io derine speclropholomelric cquations in currenl use

Chlarephyvll Extinetion Coefficients in diethyl ether
at red maximom (1. gm~—tem-T)

Mackiswey (1941} Ssorn and Bewrrez  StRaiw et al.  JEFFREY (1565)

{1955) (1965)
thlorophyll a 90.1 102.0 6.0
chlorophyll b 649 24.0 50.0

chlorophyll & 16.8
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Table 2 Ezxfinclion coefficients of chlorophylls used lo derive the new equabions

Chlorephyll Extinction Coefficients at the red maximum
{l-gm-'em="}
Diethyl ether 100 %, acetone 90 % acetone
chlorophyll a* 95.07 88.156 B7.67
{G60.7 nm) , (662.7 nm) (664.3 nm)
chlorophyll 4* 62.00 T A1.36
{643.3 nm) (G46.8 nm)
chlorophyll e * 39.2 44.8
(629.1 nm) (GA0.6 nm)
chlorophyll e, 37.2 40.4
{629.6 nm) (630.9 nm}

* JerrreY unpublished
+ JerrFrEY (1972)

Thus determinations of chlorophyll ¢ uging the old equations give results approximately
twice as high as those indicated by the present work. Extinction coefficients for crystal-
line chlorophylls a and b have been also redetermined for a variety of solvents most
frequently used for making pigment assays (JEFFREY in preparation). Extinetion coeffi-
cients of these highly purified preparations of chlorophylls a, b, & and ¢, at their red
maxima, are given in Table 2. These new values for a and b are almost identical to the
most careful recently determined coefficients of Strain and co-workers (1963), (Table 1).
The early MacKiNnEY values used in the original Arxox (1949) higher plant equations
are gome 89 lower than the new values of both Straiv and JerFrEY. The VErNON
values, based on the Surri and BexiTez coefficients, which were also used in the algal
a + ¢ and phytoplankton @ + b + ¢ equations, are about 5%, higher than the STrRAIN
and JEFFrEY values. There are independent reasons for believing that these values are
a few pereent too high (JEFFREY, in preparation).

The new sets of equations have therefore been written using the revised extinetion
coefficients of JErrrEY for chlorophylls a, b, ¢ and ¢, (Table 2). Since the extinction
coefficients of chlorophylls ¢, and ¢y differ only by 5%, and 109, in 100%; and 90 %,
acetone respectively, and because of the smallness of the errors involved, equations
utilizing chlorophylls ¢; and ¢, were derived for 1: 1 mixtures of these two pigments. In

“the many algal species which have been examined which contain both chlorophylls ¢
and ¢, the most common proportions of chlorophylls ¢, and ¢, are gt ¢; = 1: 0.7 and
ey ¢, = 1:1 (JerrreY, unpublished). The equations may be employed to assay a
variety of mixtures of chlorophylls which are typically found in higher plants, green
algae, brown algae, diatoms, chrysomonads, dinoflagellates and eryptomonads (JEFFREY
1968, 1969, 1972), and natural mixtures of these algae. We present here equations derived
for shiorophyll estimation in 90%, and 100%, acetone. Results are expressed in ug - ml—=
(using 1 em cell path-length). The symbol Ex denotes the extinction at wavelength x.
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1. Higher plants and green algae containing chlorophylls e and b
(solvent 909 acetone)
Chlorophyll a = 11.93 Eg, — 1.93 E,,,
Chlorophyll & = 20.36 Eqy, — 5.50 Egq,-

2. Diatoms, chrysomonads and brown algae containing chlorophylls a, and
¢ and e in equal proportions (solvent 909, acetone)
Chlorophyll a = 11.47 Eggq — 0.40 E,
Chlorophylls ¢, + ¢, = 24.36 Egy, — 3.73 Eg,

3. Dinoflagellates and eryptomonads containing chlorophylls a and ¢,
(solvent 100%, acetone)
Chlorophyll a = 1143 Eggg — 0.64 Eg,
Chlorophyll ¢, = 27.09 Egyy — 3.63 Egqq

4. Mixed phytoplankton populations containing chlorophylls aand b and
equal amounts of chlorophylls ¢, and ¢g (solvent 909, acetone)

Chlorophyll a = 1185 Egq — 1.54 Egyp; — 0.08 Eg,
Chlorophyll b = — 543 Egy + 21.03 Eqy, — 2.66 Eg,
Chlorophylls ¢; + ¢, = — 1.67 Eg, — 7.60 By + 24.52 Eg,

The recovery of chlorophyll a from known mixtures using all four equations was
usually in the range of 98—1029,. The recovery of chlorophyll b from mixtures of
@ + b, using the a + b equations, was from 98—106%, The recovery of chlorophyll ¢
from mixtures of a 4 ¢, using both sets of a + ¢ equations, averaged 95—1049%, when
chlorophyll ¢ was present in amounts greater than one-fifth the chlorophyll a concen-
tration. Decreasing proportions of chlorophyll ¢ with respect to chlorophyll a gave
increasing errors in recovery, due to the swamping of the small absorption band of
chlorophyll ¢ by the relatively large absorption band of chlorophyll @ at the wavelength
of estimation (630 nm). Likewise in mixtures of a -+ b + €, + ¢, the recovery of b and ¢
using the fourth set of equations, were in the range 95—110%,, where b and ¢ were each
greater than one quarter the a concentration, However, in mixtures increasingly
overloaded with chlerophyll « recoveries of b and ¢ were significantly over estimated.
Very low concentrations of all pigments in mixtures (less than 0.2 ug - ml-1) also gave
large errors in recovery (up to 609).

The preparative methods used for obtaining the revised extinction coefficients of
chlorophylls @ and b, the sensitive tests for purity of the chlorophylls, and data on the
aceuracy and precision of the equations will be presented in detail elsewhere. Also the
effects on aceuracy of common degradation products of chlorophyll a (ehlorophyllide
pheophytin a and pheophorbide @) which oceur in natural phytoplankton populations
(JEFFREY 1974) will be discussed.
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