
ie Massenspektrometrie (MS)
wurde als Anwendung bereits

1899 von Joseph J. Thompson
(Nobelpreis 1908) im Philosophical
Magazine publiziert. Damals war an
die Applikation dieser Methode in
der klinischen Diagnostik noch nicht
zu denken. Jahrzehntelang galt die
um ihrer Empfindlichkeit wegen
geschätzte Massenspektrometrie als
ausschließliches Forschungswerk-
zeug, die Routinetauglichkeit war
noch nicht gegeben. In den neunzi-
ger Jahren wurde die Methode weit-
gehend automatisiert und war nun
geeignet für die Hochdurchsatz-
Analytik. Die MS wurde für immer
mehr Fragestellungen aus der klini-
schen Chemie genutzt, Vorreiter wa-
ren hier das Neonatalscreening und
Anwendungen in der Forensik (Ge-
richtsmedizin).

Massenspektrometrie
in der Diagnostik

Mittlerweile hat die MS ihre grund-
sätzliche Routinetauglichkeit bewiesen
und bietet sich für ausgewählte Hoch-
durchsatz-Anwendungen der klini-
schen Diagnostik an, wo sich die Sen-
sitivität, Spezifität und die Einfachheit
der Methode umsetzen lassen.
Nach den bereits etablierten Bereichen
Neonatalscreening und Forensik er-
obert die MS nun die mit starkem
Probendurchsatz gekennzeichneten
Sorten der Arzneimittelspiegel-
Bestimmung in Humanmatrizes. Die
MS ersetzt damit vor allem die her-
kömmlichen Immunoassays, welche
die Problematik der Kreuzreaktion
einerseits und zeitverzögerter Herstel-
lung von Antikörpern für neue Phar-
maka andererseits nicht konsequent
lösen konnten.

Anforderungen in der Routine-
diagnostik

Die Übertragung der MS in die
Routinediagnostik ließ ein bisheri-
ges Defizit offensichtlich werden:
während für die übrigen, gängigen
Methoden kommerzielle Probenvor-
bereitungswerkzeuge und Qualitäts-
kontrollmaterial erhältlich sind, ist
für die MS dergleichen nicht vorhan-
den. Dabei werden diese Hilfsmittel
nicht nur Neueinsteigern entgegen-
kommen, sondern im Zuge der inter-
nationalen Standardisierung auch eta-
blierte, professionelle MS-Labors
signifikant unterstützen. Die Massen-
spektrometrie hat die Aura des kom-
plizierten verloren und wird in immer
mehr Labors als eine willkommene
Alternative für Spezialanwendungen
wahrgenommen.

Chromsystems-Produkte für
LC-MS/MS
Die beschriebenen Stärken der LC-
MS/MS kommen nur dann zur Gel-
tung, wenn die Anwendung der Me-
thode auf den betroffenen Parameter
überhaupt möglich ist und wenn das
Probenaufkommen den Investitions-
aufwand rechtfertigt. Darum behält
die klassische HPLC ihre Bedeutung
für die Routinediagnostik. Während
Chromsystems nun sein Aktivitätsfeld
auf die LC-MS/MS erweitert, trifft dies
nur für ausgesuchte Bestimmungen
zu. Die neuen Reagenzienkits und das
neue Qualitätskontrollmaterial wird
sich in die Linie der bekannten Chrom-
systems-Qualität und Anwenderfreund-
lichkeit einreihen. Den Anfang macht
eine Kooperation mit der Firma Waters,
Milford, USA, für die Chromsystems
einen Kit für die Analytik verschiedener
Immunsuppressiva herstellt.

Chromsystems wird eigene Reagenzien-
kits und Qualitätskontrollmaterial für
die LC-MS/MS-Analytik aller relevan-
ten Parameter auf den Markt bringen.

Anwendungspotentiale
für die LC-MS/MS in der
Routinediagnostik

Die Tandem-Massenspektrometrie ist ein außerordentlich wichtiges Werkzeug für die Neonataldiagnostik.
Verschiedene angeborene, z.T. lebensbedrohliche Stoffwechselstörungen können mit dieser Methode innerhalb
kürzester Zeit erkannt werden, so dass die Neugeborenen sofort die entsprechende notwendige Behandlung
erhalten. Mit einer minimalen Menge an Vollblut, welches auf Filterpapier aufgefangen wird, können bislang
ca. 40 verschiedene Krankheitsbilder von Neugeborenen mit der LC-MS/MS diagnostiziert werden.
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Technischer Hintergrund

n einem Massenspektrometer
werden ionisierte Moleküle der zu

analysierenden Substanz in einem
Vakuum mittels elektrischer oder
magnetischer Felder beeinflusst.
Durch eine sorgfältige Steuerung der
angelegten Felder können verschie-
dene Arten von Ionen entsprechend
ihrem Masse-Ladungs-Verhältnis
(m/z-Wert) getrennt werden. Auf
diese Weise lassen sich viele Eigen-
schaften der untersuchten Moleküle
erforschen.

Ein Massenspektrometer besteht im
Prinzip aus vier Komponenten:

a) Probenzuführung: Einlass
b) Ionisierung: Ionenquelle
c) Trennung der Ionen nach

m/z-Wert-Massenanalysator
d) Ionennachweis: Detektor

Probenzuführung
Bei den in diesem Artikel betrach-

teten Proben handelt es sich haupt-
sächlich um Lösungen, und die Tech-
nik der Einführung des Analyten in
das Massenspektrometer erfordert die
Handhabung von Flüssigkeiten. Bei
der einfachsten Versuchsanordnung
wird eine Probe mittels Loop-Injektion
in die mobile Phase eingebracht. Bei
komplexeren Anordnungen ist eine
HPLC-Säule dazwischengeschaltet.
Das Ergebnis ist in beiden Fällen, dass
die Probe von der mobilen Phase in
die Ionenquelle des Massenspektro-
meters mitgenommen wird. Die Ver-
wendung flüssiger Proben eröffnet die
Möglichkeit, zusätzlichen Nutzen aus
den Entwicklungen und der Durch-
satzleistung der modernen HPLC-
Technik zu ziehen.

Ionisierung
Es gibt verschiedene Möglichkei-

ten, in der Gasphase Ionen zu erzeu-
gen. Am besten geeignet für die Ioni-
sierung der thermisch labilen Mole-
küle, die in biologischen Systemen
typischerweise vorliegen, sind jedoch

die so genannten weichen Ionisie-
rungstechniken (Fast Atom Bombard-
ment etc., s. Literatur) und die Atmo-
sphärendruck-Ionisierungstechniken
(Elektrospray-Ionisation, chemische
Ionisation bei Atmosphärendruck,
Photoionisation bei Atmosphären-
druck etc.). Bei diesen Techniken wer-
den typischerweise in Lösung durch
Hinzufügen oder Abspalten kleiner
Ionen wie Protonen (H+), Natriumio-
nen (Na+) und Ammoniumionen
(NH4

+) Molekülionen gebildet. Bei der
Analyse einer Verbindung in Lösung
wird man demnach Addukte dieser
Ionenarten erwarten, abhängig von
der genauen Zusammensetzung der
mobilen Phase und den Bedingungen
in der Ionenquelle (Temperatur, Gas-
strömungen etc.)

Massentrennung
Für die Trennung der geladenen

Teilchen durch Manipulation in elek-

trischen und/oder magnetischen Fel-
dern können unterschiedliche Mas-
senanalysatoren verwendet werden.
In diesem Artikel werden ausschließ-
lich Quadrupol-Massenfilter betrach-
tet. In diesen Analysatoren werden
an einer Reihe von Elektroden hoch-
frequente Gleich- und Wechselspan-
nungen angelegt, um eine zuverlässige
Flugbahn der Teilchen mit einem be-
stimmten Masse/Ladungs-Verhältnis
zu ermöglichen. In dieser Hinsicht
funktioniert der Quadrupol genau wie
ein optisches Filter, das nur ein schma-
les Wellenband durchlässt.

Ionennachweis
Generell sind in der Massenspek-

trometrie (MS) verschiedene Ionen-
nachweissysteme im Einsatz, die alle
dazu dienen, die Ionen in ein messba-
res elektrisches Signal umzusetzen.
Idealerweise ist das vom Detektor ab-
gegebene Signal proportional zur Zahl
der Ionen, die auf den Detektor treffen,
so dass eine quantitative Messung
erfolgt. In Quadrupol-Geräten werden
typischerweise Elektronenvervielfa-
cher und Photovervielfacher mit kon-

tinuierlicher Dynode als Detektoren
verwendet.

Allgemeine Aspekte
Nach dem Transport der Ionen in

einen Tandem-Massenanalysator er-
geben sich mehrere interessante Op-
tionen: Zunächst können die Bestand-
teile nach ihrem jeweiligen Masse/
Ladungs-Verhältnis getrennt werden.

Dies bedeutet, dass die Selektion nach
Masse in den Prozess des Verbindungs-
nachweises integriert werden kann.

In einem Tandem-Quadrupol-
Massenspektrometer sind zwei Mas-
senanalysatoren in Reihe geschaltet.
Diese sind durch einen Kollisionsbe-
reich getrennt, in dem die vom ersten
Analysator selektierten Ionen durch
die Kollision mit neutralen Gasmole-
külen unter höherem Druck fragmen-
tiert werden können. Dieser Prozess
führt zur Bildung strukturell relevan-
ter, ionisierter oder neutraler Unter-
einheiten des massenselektierten Mo-
leküls. Er kann dazu dienen, die
Molekülstruktur zu bestimmen oder
die Spezifität der Analyse bestimmter
Verbindungen um eine Dimension zu
erweitern.

Einsatzbereiche
Die Massenspektrometrie wurde

als Analyseverfahren der ersten Wahl
in der Mineralölindustrie entwickelt.
Im Bereich der Biowissenschaften wur-
de sie viele Jahre lang mit einer gewis-
sen Skepsis betrachtet. Die Entwick-
lungen im Bereich der weichen
Ionisierungstechniken im Laufe der
letzten zehn Jahre haben eine Anwen-
dung der Massenspektrometrie in der
direkten Analyse biologischer Substan-
zen möglich gemacht. Darüber hinaus
erleichtern Entwicklungen in der Elek-
tronik- und Computertechnologie die
Verwendung moderner Massenspek-
trometer heute erheblich und ermög-

lichen die Durchführung komplexer
analytischer Versuche, ohne dass die
Bediener jahrelang geschult werden
müssen

Forschung
Die Massenspektrometrie wird

häufig bei der Erforschung und Ent-
wicklung neuer Arzneimittel genutzt,
außerdem routinemäßig in toxikolo-

gischen Untersuchungen und klini-
schen Studien. Die Entwicklung der
Massenspektrometrie (LC-MS und LC-
MS/MS) zu einem hilfreichen Instru-
ment im Bereich der klinischen Ana-
lyse in Hinblick auf den Nachweis
und die Quantifizierung physiologi-
scher Verbindungen - einschließlich
angewendeter Wirkstoffe und deren
Metaboliten - erscheint daher nur
natürlich.

Diagnostik
In den letzten Jahren wurde die

Massenspektrometrie bei einer wach-
senden Anzahl von Fragestellungen
mit klinischer Bedeutung angewendet.
Der vielleicht wichtigste Durchbruch
betraf die Anwendung der Massen-
spektrometrie beim (in der Massen-
spektrometrie so bezeichneten) High-
Throughput-Screening auf endogene
Metaboliten in getrockneten Blutpro-
ben. Es wurden Verfahren für die
schnelle Bestimmung von Amino-
säuren [1], Acylcarnitinen [2,3] und
Gallensäuren [4] mit minimaler Pro-
benvorbereitung entwickelt. Die ge-
meinsamen Merkmale der Molekül-
struktur bei verwandten chemischen
Stoffen führen zu einer voraussagba-
ren Aufspaltung im Massenspektro-
meter, die es ermöglicht, nach mini-
maler Probenaufarbeitung einzelne
Molekülarten aus einer komplexen
biologischen Matrix zu isolieren und
sie zu bestimmen. Das Neugebore-
nenscreening auf Phenylketonurie,
die Ahornsirupurin-Krankheit und

Die Anwendung der Massenspektro-
metrie in der klinischen Analytik
Dr. Mike Morris, Business Manager Clinical Mass Spectrometry Group, Waters, UK

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Vorläufer-Ionen-Analyse, bei der der erste Massenanalysator (MS1)
gescannt wird und der zweite Massenanalysator (MS2) so eingestellt wird, dass er nur ein spezifisches Fragment
durchlässt (die Einstellung Scan bzw. statisch ist austauschbar).

Einlass Ionen-
quelle

Massen-
analysator Detektor

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Massenspektrometers.



MCAD, um nur einige zu nennen,
wird jährlich weltweit bei einigen Mil-
lionen Säuglingen durchgeführt.
Wahrscheinlich wird die Verbreitung
dieses Verfahrens noch zunehmen.

TDM
Dasselbe Gerät, das für das High-

Throughput-Screening auf spezifische
Metabolite verwendet wird, bietet die
Möglichkeit eines breiten Anwen-

dungsspektrums, wie z.B. die Messung
der Immunsuppressiva Cyclosporin
(Cyclosporin A) [5,6], Tacrolimus
(FK506) [7] und Sirolimus (Rapamy-
cin) [8]. Transplantierte Patienten er-
halten diese Wirkstoffe nach der Trans-
plantation lebenslänglich. Es existiert
keine definierte therapeutische Kon-
zentration für diese Wirkstoffe, jedoch
werden individuelle Konzentrations-
bereiche für die einzelnen Patienten

und Transplantattypen angegeben.

Vergleich
Die zwei kritischen Punkte bei

transplantierten Patienten sind das
Organversagen infolge einer chroni-
schen Abstoßung und die Toxizität
infolge der chronischen Immunsup-
pression. Aus diesen Gründen müssen
die Wirkstoffspiegel genau überwacht
werden.
Die derzeit hierfür üblichen Nachweis-
verfahren sind Immunoassays und
HPLC. Die heutigen Immunoassays
sind sehr teuer, und der Analysebe-
reich deckt die von den neuen Thera-
pieleitlinien geforderten Konzentrati-
onsbereiche nicht ab. Daher ist eine
Verdünnung der Probe erforderlich,
was die Analysenzeit verlängert und
die Genauigkeit des Ergebnisses beein-
trächtigen kann. Die klassische HPLC-
Analytik von Immunsuppressiva ist
mühsam in der Durchführung und
greift die HPLC-Säulen stark an. Dank
der Verbesserungen durch die LC-
MS/MS-Technologie können große
Transplantationszentren alle drei

Wirkstoffe in großem Umfang wirt-
schaftlich analysieren. Hier wurden
nur einige der Anwendungsmöglich-
keiten der Massenspektrometrie in
klinischen Labors angesprochen. Es
ist klar, dass diese Verfahren im Laufe
des 21. Jahrhunderts eine zunehmend
wichtige Rolle bei klinischen Unter-
suchungen spielen werden.
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Die neuen Chromsystems-
Kalibratorsets enthalten
sechs Konzentrationsstu-
fen (Levels) des betref-
fenden Kalibrators und
eine Leerwertkontrolle
(Blank Kontrolle). Die
neue Linie wird eröffnet
mit dem 6+1 Multilevel
Kalibratorset Immun-

suppressiva.
Dieses Produkt richtet sich vor allem an die

Nutzer der LC-MS/MS im klinischen Routinelabor, wo es
eine einfache und verlässliche Sechs-Punkt-Kalibration ermöglicht.
Weitere Kalibratorsets mit unterschiedlichen Analyten werden folgen.
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NEUE PRODUKTLINIE:
6+1 Multilevel Kalibratorsets

3: Neutral loss 102ES
3,91e6

normal 01 1 (2.902)

Abbildung 3: Profil der neutralen Aminosäuren eines gesunden Patienten.
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Oxidativer Stress

olekularer Sauerstoff O2 ist
essentiell für die zelluläre

Atmung. In den Mitochondrien
wird er im Zuge der Energiegewin-
nung zu Wasser reduziert (6O2 +
24H+ + 24e- ➞  12H2O). Dabei wer-
den 3–10 % des Sauerstoffs nicht zu
Wasser metabolisiert, sondern in
reaktive Sauerstoffspezies umge-
wandelt (ROS = reactive oxygen spe-
cies). Bei diesen Sauerstoffspezies
(siehe Tabelle 1) handelt es sich oft
um freie Radikale, um Moleküle mit
ungepaarten Elektronen, welche
deshalb sehr reaktiv bzw. instabil
sind. Im Gegensatz zum Luftsauer-
stoff O2, der im Organismus kontrol-
liert reduziert wird und einen festen
Platz in der Redoxkette der Mito-
chondrien hat, sind ROS schwer
kontrollierbare Reaktionspartner
und können durch die Oxidation
von ungesättigten Fettsäuren, Pro-
teinen oder DNA im menschlichen
Gewebe schwerwiegende zelluläre
Schäden hervorrufen, welche zu
signifikanten Missfunktionen von
Organen und Organsystemen füh-
ren können.

Radikalkettenreaktion, endogene
und exogene Faktoren
Bei der Reaktion von freien Radikalen
mit anderen Substanzen können als
Reaktionsprodukte wiederum freie
Radikale entstehen, die ebenfalls ex-
trem reaktionsfähig sind und andere
Moleküle angreifen. Es entsteht die
„Radikalkettenreaktion“. Die Entste-
hung freier Radikale findet nicht nur
im Mitochondrium statt, es gibt dar-
über hinaus endogene Faktoren, die
dazu beitragen. Im Zuge der Immun-
reaktion durch Granulozyten und Ma-
krophagen produzieren diese gezielt
ROS (ROS = reactive oxygen species),
welche durch Lyse der Zellen frei wer-
den und Infektionen durch Bakterien,
Protozoen, Parasiten etc. bekämpfen.
Auch natürliche enzymatische Reak-
tionen von Oxidasen, Peroxidasen
und Oxidoreduktasen erzeugen ROS
als „Nebenprodukte“. Neben den en-
dogenen Faktoren sind einige exogene
Induktoren bekannt:
UV- und Röntgenstrahlung wie auch
die Belastung durch Ozon, toxische
Chemikalien (Umweltgifte), Nikotin
und Alkohol kann die Bildung von
ROS fördern.

Physiologische antioxidative
Ressourcen

Die endogen bewirkte Entstehung
von freien Radikalen ist ein normaler
physiologischer Prozess. Dementspre-
chend verfügt der Körper über ein
Repertoire antioxidativer Ressourcen.
Diese können in zwei Gruppen unter-
gliedert werden (Tabelle 2): zum einen
die Antioxidantien, welche durch die
Fähigkeit, selbst leicht oxidiert zu wer-
den, den oxidativen Druck von ROS
auf andere Moleküle „abpuffern“ und
zum anderen Enzyme, welche die Um-
wandlung von Oxidantien katalysie-
ren und das Vorhandensein dieser
freien Radikale reduzieren. Mit diesen
Mitteln ist ein gesunder Organismus
in der Lage, sich vor freien Radikalen
zu schützen und den Zustand eines
gesunden Metabolismus zu wahren.

Oxidativer Stress
Freie Radikale werden erst dann

zur Gefahr, wenn das Gleichgewicht
zwischen antioxidativen und oxidati-
ven Prozessen sich zuungunsten der
ersteren verschiebt. Die antioxidativen
Maßnahmen können den oxidativen
Druck dann nicht mehr genügend
abfangen, so dass Fettsäuren, Proteine
und DNA in zunehmendem Grade
geschädigt werden. Dieser Zustand
wird als oxidativer Stress bezeichnet.
Im Laufe der Zeit können sich im un-
günstigen Zusammenwirken von oxi-
dativem Stress und weiteren Faktoren
diese Schäden dann manifestieren als
Gewebealterung und degenerative
Erkrankungen wie Herz- und Kreislauf-
erkrankungen, Katarakt, Alzheimer-
Demenz, Artheriosklerose, Arthritis,
Rheuma/Allergien etc.

Messung des oxidativen Status
Um den Auswirkungen von oxida-

tivem Stress schon prophylaktisch zu
begegnen ist es notwenig, den oxidati-
ven Status eines Organismus bzw. seiner
Gewebe festzustellen. Dies trägt nicht
nur bei Sportlern Bedeutung, welche
durch einen z.T. stark erhöhten Meta-
bolismus mehr Sauerstoff umsetzen
und entsprechend mehr ROS produzie-
ren, sondern grundsätzlich bei allen
Menschen, deren Ernährung im beson-
deren und Lebensführung im allgemei-
nen die antioxidativen Ressourcen be-
sonders belastet und deren Gewebe
oxidativem Stress ausgesetzt ist.

Untersuchung des oxidativen Status
Dipl.-Biol. Gabriel Erlenfeld, Chromsystems

ENDOGENES ANTIOXIDATIVES WIRKUNGEN
REPERTOIRE

ENZYMATISCH

Se-Glutathion-Peroxidase (GSH-Px), ROOH + 2GSH ➞ GSSG + ROH + H2O
selenhaltiges Enzym, katalysiert die
Oxidation von reduziertem Glutathion
(GSH) zu oxidiertem Glutathion
(GSSG). Dabei werden H2O2 oder
organische Peroxide verbraucht.

Katalase 2H2O2 ➞ 2H2O + O2

Superoxiddismutase (SOD) 2O2-· ➞ H2O2 + O2

NICHT-ENZYMATISCH

Glutathion Glutathionperoxidase, Antioxidans

Coenzym Q10 Radikalfänger lipophil

Liponsäure Radikalfänger

Harnsäure Harnsäure ➞ Allantoin + CO2
(unter Beteiligung von Singulett-
Sauerstoff oder Superoxid)

EXOGENES ANTIOXIDATIVES WIRKUNGEN
REPERTOIRE

Vitamin C Radikalfänger hydrophil,
regeneriert Vit. E

Vitamin E Radikalfänger lipophil

Sekundäre Pflanzenstoffe
(Carotinoide, Flavonoide, Sulfide,
Phenolsäuren, Phytoöstrogene) divers

Verschiedene Lebensmittelzusätze divers

β-Carotin 1O2-Fänger

Tabelle 2: Beispiele für das endogene und exogene (von außen erworbene) antioxidative Repertoire.

Chromsystems-Produkte
Chromsystems bietet eine Palette

von HPLC-Reagenzienkits zur Analytik
unterschiedlicher Parameter für den
oxidativen Stress an. Mit jeweils dafür
entwickelten, spezifischen Testbestec-
ken können Malondialdehyd oder

Vitamin E, Vitamin C oder β-Carotin,
Coenzym Q10 oder Glutathion be-
stimmt werden. Zu jedem Produkt ist
eine passende HPLC-Säule erhältlich.
Eine Auswahl an Kontrollen für die
Qualitätssicherung komplettiert die
Auswahl.

OXIDANZIEN WIRKUNGEN

1O2 Singulettsauerstoff Hochreaktive Sauerstoffmoleküle
(Reactive Oxygen Species, Abk. ROS),
die freie Radikale bilden können.

H2O2 Wasserstoffperoxid

O2-· Superoxidanion Freie Radikale, besitzen ein oder mehrere unge-
paarte Elektronen, sehr reaktiv; können bei der
Reaktion mit anderen Molekülen wiederum 
freie Radikale erzeugen (Radikalkettenreaktion).

HO· Hydroxylradikal

ROO· Peroxylradikal

RO· Alkoxylradikal

NO· Stickstoffoxid

Tabelle 1: Beispiele für Oxidantien.



Chromsystems-Analytik für Parameter
des oxidativen Stress

-Carotin ist eins von über 500 in
der Natur vorkommenden Caro-

tinoiden. Es ist ein Pflanzenfarbstoff,
der eine Sonderstellung einnimmt,
da er eine Vorstufe des Retinols, dem
eigentlichen Vitamin A, ist. Als fett-
lösliche Substanz wird β-Carotin je
nach Fettanteil im Dünndarm bis
zu ca. 50 % resorbiert und innerhalb
der Mucosa mit Hilfe der β-Carotin-
15,15`-dioxygenase unter Mitwir-
kung von molekularem Sauerstoff
in Retinol gespalten, der andere Teil
gelangt in die Leber und in das Fett-
gewebe und wird dort gespeichert.
Je nach Bedarf wird β-Carotin in den
Depots aktiviert und steuert somit
einer übermäßigen Vitamin A-Zu-
fuhr gegen.

Neben der Provitamin A-Funktion
zeigt β-Carotin weitere protektive Ei-
genschaften: Es steigert die Aktivität
der B- und T-Lymphozyten, die für
die zelluläre Immunantwort verant-
wortlich sind. Es ist ein potentieller
Radikalfänger mit Wirkort in der li-
pidhaltigen Zellmembran (zusammen
mit Coenzym Q10 und Vitamin E), in
der es hauptsächlich den für die Zelle
äußerst schädlichen Singulett-Sauer-
stoff inaktiviert und nicht zuletzt bie-
tet es einen Schutz vor Schäden durch
UV-Licht. Der neue Richtwert für die
tägliche Versorgung mit β-Carotin
wird mit 2 bis 4 mg angegeben. Aller-
dings zeigten bereits frühere Studien,
dass es bei extremer zusätzlicher  Ein-
nahme von β-Carotin bei Rauchern zu
einem erhöhten Krebsrisiko kommt.

Auch soll hier das Wachstum von
Darmpolypen stimuliert werden. Aus
diesem Grund hat das Bundesinstitut
für Arzneimittel und Medizinprodukte
(BfArM) vorgesehen, die Fach- u. Ge-
brauchsinformationen für Arzneimit-
tel entsprechend zu ergänzen und auf
das erhöhte Krebsrisiko bei Rauchern
hinzuweisen. Eine abschließende Ein-

schätzung dieser Risiken steht aller-
dings noch aus.

Auf Grund des großen Wirkungs-
spektrums ist es daher empfehlens-
wert, die Konzentration von β-Carotin
zu kontrollieren. In den letzten Jahren
wurde hauptsächlich die Bestimmung
von β-Carotin im Rahmen eines „anti-
oxidativen Status“ empfohlen. Doch
existieren seit langem Vorschläge, die-
sen Parameter für die Erfassung von
intestinalen Störungen, insbesondere

Steatorrhoen, einzusetzen. Hier wird
die Eigenschaft der Fettlöslichkeit des
β-Carotins ausgenutzt.

 Störungen der Fettresorption (ein-
heimische Sprue, Morbus Whipple,
Kurzdarm-Syndrom, Laktoseintole-
ranz u.a.) führen zu einer Anreiche-
rung von Lipiden im Darm und damit

verbunden zu einer erhöhten Löslich-
keit von β-Carotin  und anderen fett-
löslichen Vitaminen. Bei einer Mal-
absorption von Fetten, aber auch bei
Maldigestion (verminderte Sekretion
von Verdauungsenzymen, z. B. bei
der exokrinen Pankreasinsuffizienz)
kommt es bereits nach 1 Woche zu
einer beginnenden Erniedrigung der
β-Carotin-Konzentration, die sich im
Serum sehr gut nachweisen läßt. Der
Grad der Fett-Malabsorption oder
-Maldigestion verhält sich reziprok

zur β-Carotin-Konzentration. Daher
kann in vielen Fällen die unangeneh-
me und methodisch aufwendige
Stuhlfett-Bestimmung nach van de
Kamer im dreimal 24-Std.-Sammel-
stuhl durch die β-Carotin-Bestim-
mung mittels der schnelleren und zu-
verlässigeren HPLC-Methode ersetzt
werden.

Nicht unproblematisch ist hinge-
gen die Festlegung des Referenzberei-
ches. Während photometrische Assays
nicht nur das alleinige β-Carotin, son-
dern  in unterschiedlichem Maße auch
andere Carotinoide erfassen, zeigt sich,
dass mittels HPLC exakt das β-Carotin
nachgewiesen wird. Eingesetzt werden
können Serum oder Plasma. Als Refe-
renzbereich für diese Methode gelten
momentan 150–1250 ng/ml. Hier soll-
ten aber weitere Messwerterhebungen
erfolgen, um den Referenzbereich zu
verifizieren.

Die Abbildung zeigt das Chroma-
togramm von einer Patientenprobe
mit normwertiger β-Carotin-Konzen-
tration. Eingesetzt wurde das Reagen-
zienkit der Fa. Chromsystems, Mün-
chen. Die Probenvorbereitung besteht
aus einer schnellen kombinierten Fäl-
lung und Extraktion.
Die anschließende chromatografische
Bestimmung erfolgt auf einem isokra-
tischen HPLC-System mit UV/VIS-
Detektion.

Literaturhinweise werden auf Wunsch
genannt.
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β-Carotin – mehr als nur ein Antioxidans
Dr. Hans-Ulrich Koch, Institut für Laboratoriumsmedizin Berlin
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Anwendungsmöglichkeiten der HPLC-Analytik

Dipl.-Ing. Martina Schütz, Dipl.-Ing. Ralf Mezger, Univ.-Prof. Dr.-Ing. Werner Back,
Lehrstuhl für Technologie der Brauerei I, Wissenschaftszentrum für Ernährung, Landnutzung und Umwelt,
Technische Universität München-Weihenstephan

Vitamin B1- und B2-Bestimmung in Bier

führbarkeit sowie einen geringen ap-
parativen Aufwand aus, da ein einfa-
ches isokratisches HPLC-System ge-
nügt. Die Anwendung der Applikation
wurde in Zusammenarbeit mit dieser
Firma in Hinsicht auf die veränderte
Probenmatrix (Maische, Würze und
Bier) modifiziert.
Applikationen zur Übertragung wei-
terer verfügbarer Produkte, z. B. die
Anpassung der HPLC-Analyse zur Be-
stimmung von Vitamin B6, werden
derzeit noch entwickelt.

Die Vitamin-Bestimmung ermög-
licht die Konzentration an Vitamin
B1 und B2 schnell und einfach zu
erfassen und könnte dazu dienen,
Vitamine als analytische Indikatoren
im Bierbereitungsprozess zu nutzen.

Vitamin B1

Thiamin ist ein farbloses, bitter
schmeckendes, wasserlösliches und
hitzeempfindliches Vitamin. Es be-
steht aus einem Pyrimidin-Ring, der
über eine Methylengruppe mit einem
Thiazol-Ring verbunden ist. Thiamin
ist in Form des Thiaminpyrophos-
phats Coenzym des Pyruvatdehydro-
genase-Komplexes, der Transketolase,
Phosphoketolase und 2-Oxoglutarat-
dehydrogenase und überträgt aktive
Aldehydgruppen. Als Folge eines Thia-

minmangels sind die entprechenden
Enzymaktivitäten herabgesetzt. Thia-
min wäre auf Grund seiner hitzelabi-
len Eigenschaft auch als analytischer
Indikator für thermische Einflüsse
während des Bierbereitungsprozesses
denkbar.
Zur Erfassung der thermischen Bela-
stung könnte der Gehalt an Thiamin
in den Prozessschritten Maischen und
Würzekochen bzw. im Abfüllbereich
zur Beurteilung der Hitzebelastung
bei der Kurzzeiterhitzung bzw. Pasteu-
risation herangezogen werden.

Vitamin B2

Riboflavin ist eine gelb fluoreszie-
rende, in Wasser wenig lösliche, bitter
schmeckende, photosensitive, aber
hitzestabile Substanz. Wie alle B-Vi-
tamine enthält es ein heterocyclisches
Ringsystem, das Isoalloxazin-System.
Riboflavin liegt in Lebensmitteln je-
doch nur selten in freier Form, son-
dern meist als Flavinmononucleotid
(Riboflavin-5-Phosphat/FMN) oder
Flavinadenindinucleotid (FAD), d. h.
als Flavoprotein an Proteine gebun-
den, vor. FMN und FAD sind auch die
Derivate, die als Coenzyme von Oxid-
asen und Dehydrogenasen im Orga-
nismus wirken. Riboflavin könnte
wegen seiner photosensitiven Eigen-
schaften als Indikator für Lichtbela-
stung eingesetzt werden. Da ein hoher
Riboflavingehalt die Geschmackssta-
bilität des Bieres negativ beeinflusst,
könnte Riboflavin ebenfalls als Indi-
kator zur Kontrolle der Lagerbedin-
gungen sowie zur Überprüfung des
Einflusses der Gebindeart (z. B. Fla-
schenfarbe, Kunststoffart) herangezo-
gen werden.

Übertragung klinischer Appli-
kationen zur Bestimmung von
B-Vitaminen in Würze und Bier

Um eine analytische Methode
sinnvoll im Produktionsprozess ein-
setzen zu können, muss diese jedoch
gewisse Anforderungen erfüllen: Sie
sollte schnell, einfach und reprodu-
zierbar sein sowie eine hohe Analy-
sengenauigkeit aufweisen. Die verläss-
liche Analytik von Vitaminen stellt
eine große Herausforderung dar. Ne-
ben den modernen chromatographi-
schen Methoden kommen auch heute
noch die klassischen mikrobiologi-
schen Wachstumstests zur Anwen-
dung. Nur wenige Labore sind in der
Lage eine akkreditierte Vitaminanaly-
tik durchzuführen. Eine besondere
Schwierigkeit stellt dabei die Vitamin-
analytik mittels HPLC in Würze und
Bier dar, da hier nur sehr geringe Kon-
zentrationen vorliegen.

Zur Analyse von vitaminhaltigen
alkoholfreien Getränken werden
HPLC-Methoden erfolgreich einge-
setzt. Diese lassen sich jedoch meist
nicht auf die in Würze- und Bier-
Matrix vorliegenden Konzentrationen
übertragen. Anwendungen für sehr

Vitamine im Brauprozess

erste und Malz sind reich an
Vitaminen, die in den lebenden

Geweben des Keimlings und der
Aleuronschicht lokalisiert sind und
als prosthetische Gruppe am Aufbau
von Enzymen beteiligt sind. Von den
Vitaminen des B-Komplexes ist Vi-
tamin B1 in der Gerste in einer Menge
von 1,2–7,4 mg/kg Trs. vorhanden.
Während der Keimung wird die Kon-
zentration von Vitamin B2 auf den
1,5fachen Gehalt der Gerste gestei-
gert. Dies entspricht einer Konzen-
tration von 1–3,7 mg/kg Malz-Trs.

Neben einer Vielzahl von anderen
organischen Wirkstoffen sind auch
Vitamine für die Hefe während der
Vermehrung und Gärung erforderlich.
Dazu gehören vorrangig Thiamin
(Vitamin B1), Riboflavin (Vitamin B2),
Niacin (Vitamin B3), Panthotensäure
(Vitamin B5), Pyridoxin (Vitamin B6),
Biotin (Vitamin H) und Inosit. Die
Funktion der organischen Wuchstoffe
ist es, als stoffwechselfunktionelle
Bauglieder wichtiger Zellfermente zu
wirken. Niacin ist ein Bestandteil des
Coenzym I, welches im Zellstoffwech-
sel der Hefe als Wasserstoffüberträger
im Phosphoglycerinaldehyd-De-
hydrogenase-System fungiert. Niacin
kommt dort in Form des Nikotinsäu-
reamids vor. Panthotensäure ist ein
Bestandteil des Coenzym A, welches
eine Schlüsselposition im Kohlenhy-
dratstoffwechsel einnimmt.

Pyridoxal-5´-phospat ist die aktive
Coenzymform des Pyridoxin und für
den Aminosäurestoffwechsel von gro-
ßer Bedeutung. Neben dem für das
Hefewachstum wichtigen Biotin, das
als Coenzym bei allen ATP-abhängi-
gen Carboxylierungen dient, unter-
stützen auch Thiamin und Riboflavin
als Wuchsstoffe den Hefestoffwechsel.
Thiamin hat als Co-Ferment der Car-
boxylase große Bedeutung für den
Kohlenstoffwechsel, Riboflavin ist als
Flavinmononucleotid in den prosthe-
tischen Gruppen von Dehydrogena-
sen an Oxydoreaktionsprozessen be-
teiligt. Bier enthält nur geringe
Mengen an Thiamin. Die Brauereihefe
ist jedoch reich an Thiamin, da sie
dieses Vitamin sehr schnell aus der
Würze aufnimmt. Hingegen befinden

sich in Bier größere Mengen an Ribo-
flavin, da dieses Enzym, wie bereits
beschrieben, durch den Mälzungspro-
zess beeinflusst wird und vor allem aus
dem Malz kommt. Die Hefe nimmt
während der Gärung nur wenig Ribo-
flavin aus der Würze auf.

Riboflavin unterstützt eine Reihe
von Prozessen, welche die Bieralterung
beschleunigen, da die Photooxidation
von Riboflavin den Streckerabbau för-
dert. So tritt eine Vermehrung von
flüchtigen Substanzen, unter ihnen
eine größere Anzahl von längerketti-
gen, z. T. ungesättigten Carbonylen
ein, die als Hauptursache für den Al-
terungsgeschmackes des Bieres gelten.
Analog zum Streckerabbau verläuft
die Oxidation höherer Alkohole durch
Lichteinfluss in Gegenwart von Rib-
oflavin schneller. Die Oxidation der
Seitenketten von Isohumolonen wird
ebenfalls durch Licht und Anwesen-
heit von Riboflavin verstärkt. Die Pho-
toaktivierung des Riboflavins führt so
zur Bildung von Carbonylverbindun-
gen und Mercaptanen. Bei der Bildung
zahlreicher Mercaptane entsteht auch
das 3-Methyl-2-Buten-1-Thiol (Licht-
geschmack). Jedoch bewirkt Riboflavin
eine Verlangsamung der Autoxidation
von längerkettigen Fettsäuren zu kür-
zerkettigen Aldehyden.

Mögliche Zusammenhänge
zwischen den Vitamin B1- und B2

Gehalten in Würze und Bier und
den biochemischen Prozessen der
Bierbereitung

Zur Analyse von Vitamin B1 und
B2 wurde ein Reagenzienkit zur Be-
stimmung der Vitamine B1 und B2 in
Vollblut der Firma Chromsystems
GmbH/München verwendet. Diese
Firma ist darauf spezialisiert, Reagen-
zienkits für klinische Anwendungen
herzustellen. Die Applikationen zeich-
nen sich durch eine einfache Durch-

Empfohlener Tagesbedarf
RDA (recommended daily allowance)

Vorkommen in
Pilsner Lagerbier

Bedarfsdeckung durch
1 Liter Pilsner Lagerbier in %

B1  Thiamin

B2  Riboflavin

B3  Niacin

B5 Pantothensäure

B6  Pyridoxin

B9 Folsäure

B12 Cobalamin

1,0–1,3 mg

1,2–1,5 mg

13–17 mg

6 mg

1,2–1,6 mg

400 µg

3–4 µg

0,029 mg/l

0,335 mg/l

7,733 mg/l

1,490 mg/l

0,619 mg/l

86 µg/l

0,82 µg/l

2,3

20,9

46,9

24,8

36,4

38,2

27,3

Abbildung 1: Täglich empfohlener Tagesbedarf eines durchschnittlichen Erwachsenen an B-Vitaminen und das
Vorkommen in Pilsner Bier.
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geringe Konzentrationsbereiche sind
vor allem im klinischen Bereich zu
finden, da hier schnelle und exakte
Analysen notwendig sind.
Zur Kalibrierung der Vitamine wurde
eine 5-Punkt-Kalibrierung in einer
Pilsner Würze (12 GG-%) bzw. Bier
durchgeführt. Die Thiamin- bzw. Ribo-
flavin-Reinsubstanzen wurden von
der Firma Sigma-Aldrich/Deutschland
bezogen. Der Variationskoeffizent der
Analysen beträgt 3,1 % bei Vitamin
B1 und 1,8 % bei Vitamin B2 (n=7).

Beispiel zur Anwendung der Vita-
min-Analytik im Sudhausbereich

Nach Narziß stellt Thiamin, zu-
sammen mit Niacin, das wichtigste
Vitamin für den Gärprozess dar. Im
Bereich der Kochung wurden bereits
erste Untersuchungen zur Änderung
der Vitamin B1- und B2-Konzen-
tration während des Kochprozesses
durchgeführt, um den thermischen
Einfluss beim Kochprozess auf den
Vitamin B1- und B2-Gehalt zu be-
schreiben. Es konnte bestätigt werden,
dass die Vitamin B1-Konzentration in
Abhängigkeit der thermischen Bela-
stung, in diesem Fall durch unter-
schiedliche Kochzeiten bei 100 °C,
abnimmt. Inwieweit sich die Verfol-
gung der Vitamin B1-Konzentration
im Verlauf der Kochung zur Beurtei-

lung der thermischen Belastung eig-
net, muss in weiteren Versuchen ge-
klärt werden. Hingegen zeigt die Kon-
zentration an Riboflavin, welches als
relativ hitzestabiles Vitamin zu be-
zeichnen ist, im Rahmen der Analy-
sengenauigkeit keine Veränderung
während des Kochprozesses. Abbil-
dung 2 zeigt die relative Änderung
des Vitamin B1- und B2-Gehaltes wäh-
rend des Kochprozesses.

Zusammenfassung
In Zusammenarbeit mit der Firma

Chromsystems GmbH ist es gelungen,

medizinische Applikationen zur Be-
stimmung von Vitamin B1 und B2 in
Vollblut auf die Matrizes Maische,
Würze und Bier zu übertragen.
Die Anwendbarkeit dieser einfach
durchführbaren und genauen Analy-
tik ermöglicht, trotz der teilweise sehr
geringen Konzentrationen, eine un-
komplizierte HPLC-Analytik zur Be-
stimmung von Vitaminen im Brau-
prozess. Die B-Vitamine in der Würze
sind einerseits als Hefewuchsstoffe
von großer Bedeutung, andererseits
können Vitamine, wie z.B. das Ribo-
flavin, auch Einfluss auf die Ge-

schmackstabilität des Bieres nehmen.
Weiter könnten Vitamine auf Grund
ihrer chemisch-physikalischen Eigen-
schaften auch als analytische Indika-
toren, z.B. zur Beurteilung der ther-
mischen Belastung, im Bierbereitungs-
prozess eingesetzt werden. Dies ermög-
licht zahlreiche interessante Anwen-
dungsgebiete der Vitamin-Analytik
im Brauprozess.

Wir danken der Chromsystems
Instruments & Chemicals GmbH,
München, für die Unterstützung und
die gute Zusammenarbeit.

Ausblick
Im Rahmen eines anlaufenden For-

schungsprojektes am Lehrstuhl für
Technologie der Brauerei I sollen wei-
tergehende Untersuchungen im Be-
reich der Vitamin-Analytik erfolgen.
Ziel ist es, weitere Erkenntnisse über
den Verlauf der Vitamine im Brau-
prozess zu erhalten. Dabei sollen tech-
nologische Einflussmöglichkeiten her-
ausgearbeitet und Anreicherungstech-
nologien konform dem bayrischen
Reinheitsgebot entwickelt werden.

Dieser Artikel ist gekürzt. Der Orginal-
artikel wurde in der Zeitschrift „Der
Weihenstephaner“, Ausgabe 1/2005,
veröffentlicht. Literaturhinweise wer-
den auf Wunsch genannt.
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Abbildung 2: Änderung des Gehaltes an Vitamin B1 und B2 während des Kochprozesses durch den thermischen Einfluss.

Chromsystems Weiterentwicklungen:

VMA, HVA, 5-HIAA im Urin
(Best.-Nr. 1000/B)

Neue Mobile Phase Best.-Nr. 1011
Ersetzt bisherige Mobile Phase Best.-Nr. 1001

> Verbesserte Trennung von VMA und
Internem Standard, Mobile Phase ist
wie gewohnt rezirkulierbar

> Minimale Deaktivierung der ECD-
Arbeitselektrode

> Kürzere Laufzeiten des Chromato-
gramms

Das Probenvorbereitungsschema bleibt
unverändert, die bisherige HPLC-Trenn-
säule bleibt bestehen.

Homocystein im Plasma
(Best.-Nr. 45000)

Neuer Interner Standard Best.-Nr 45099
Ersetzt früheren Int. Standard Best.-Nr. 45005

> Optimale Reproduzierbarkeit
> Reduzierte Interferenzen bei Proben

von Dialysepatienten
> Lange Säulenstandzeiten

Es ist zwingend notwendig, den neuen
Internen Standard Best.-Nr. 45099 nur
mit der Mobilen Phase Best.-Nr. 39001
zu benutzen.
Die bisherige Mobile Phase Best.-Nr. 45001
wird durch Best.-Nr. 39001 ersetzt. Die bis-
herige HPLC-Trennsäule bleibt bestehen.



Termine

2005 ist Chromsystems noch auf fol-
genden nationalen und internationa-
len Messen vertreten:

> 26.–29. Juni
HOMOCYSTEINE 2005, Mailand,
Italien

> 26.–28. Juli
AACC Clinical Lab Expo, Orlando,
USA

> 1.–3. September
ADMA-Konferenz, Mersin, TR

> 6.–8. September
HOSPIMEDICA, Bangkok, THA

> 14.–16. September
Sportmedizin-Kongress, Hamburg

> 4.–7. Oktober
AACB Konferenz, Sydney, AUS

> 6.–8. Oktober
DGKL, Jena

> 11.–14. Oktober
MedLab 2005, Rom, Italien

> 16.–19. November
Medica, Messe Düsseldorf

> 24.–25. November
Journé Internationales de
Toxicologie Hospitalière, Liége, 
Belgien
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Einblicke Chromsystems

iebe Leserinnen und Leser, mit
unserer neuen Artikelreihe „Ein-

blicke Chromsystems“ wollen wir
Ihnen Chromsystems und auch ei-
niges von den Vorgängen in unse-
rer Firma näher bringen. In jeder
Ausgabe des LOGDIA  wird eine un-
serer Abteilungen näher betrachtet
werden, von der Auftragssachbear-
beitung, Versand/Lager, der For-
schung und Entwicklung, über die
Produktion und das Qualitätsma-
nagement bis zu Vertrieb und Mar-
keting. Kurzum, wir laden Sie ein
zu einem Rundgang durch unsere
Firma.

Willkommen bei Chromsystems.

Die Abteilung Auftragsbearbeitung

Die Abteilung Customer Services
ist jene Zentrale, die Aufträge, welche
uns auf diversen Wegen erreichen,
entgegennimmt, elektronisch erfasst
und für die weitere Abwicklung des
Auftrages verantwortlich zeichnet.
Neben einer Vielzahl unterschiedli-
cher Ausfuhrbestimmungen müssen
die Sachbearbeiter die Produkte auch
in ihren Details kennen; vorschrifts-
gemäß absolvierten sie daher Schu-

lungen zur Abfertigung von Lieferun-
gen mit Gefahrgutanteil. Obwohl es
sich bei letzteren meistens um ver-
schwindend geringe Mengen han-
delt, muss zu deren korrekter Dekla-
ration dennoch eine beachtliche
Anzahl von Formularen fachmän-
nisch ausgefüllt werden. Schließlich
übernimmt das Customer Services
Team auch die Rolle der Telefonzen-
trale. Jeden Tag erhalten viele Anrufer
Antworten auf ihre Fragen: techni-
sche Belange, Lieferzeiten, etc.

Margit Paschiller leitet die Auf-
tragssachbearbeitung seit Mitte 2003.
Sie ist eine erfahrene Industriekauf-
frau, die ihre vielfältigen Erfahrungen
vor allem im Abwickeln von Export-
aufträgen gesammelt hat. Eine der
täglichen Herausforderungen sieht
Frau Paschiller darin, den Überblick
über die sehr diversen Sonderwün-
sche zu bewahren, welche Chromsy-
stems seinen Kunden einräumt. An-
ders als es in dieser Sparte üblich ist,
ermöglicht es Chromsystems, maß-
geschneiderte Sonderkonfiguratio-
nen und Sondermengen routinemä-
ßig zu bestellen. In Anbetracht der
regen Nutzung dieser Möglichkeit in
dutzenden verschiedenen Ländern,
kommt jeder Mitarbeiterin eine große

Verantwortung zu. Vor allem in den
Exportabläufen ist ein enger Kontakt
zu den Kolleginnen und Kollegen
vom Vertrieb wichtig, da oft Einzel-
heiten bestellungsspezifisch verein-
bart werden. Eine ähnlich anspruchs-
volle Stellung nehmen die Gefahrgut-
deklarationen ein. Trotz einheitlicher
Bestimmungen werden die Anforde-
rungen von unterschiedlichen Trans-
portunternehmen verschieden aus-
gelegt. Es kommt zuweilen darauf
an, wo ein Aufkleber platziert ist, ob
ein Paket zugestellt wird oder nicht,
das ist kein trivialer Aspekt.

Als Schnittstelle zwischen der Fir-
ma und den Speditionen ist die Auf-
tragsbearbeitung dafür verantwort-
lich, Pünktlichkeit und Lieferqualität
zu gewährleisten. Nach der erfolgten
Produktkonfektionierung im Lager
stellt die Auftragsbearbeitung die
Lieferpapiere und die Rechnung aus.
In der Regel ist der Ablauf mit der
Abholung der Lieferung beendet.

Wenn Sie das nächste Mal bei der
Chromsystems-Durchwahl - 0 anru-
fen, wissen Sie jetzt, wer dahinter
steckt.

Teil 2: Die Abteilung
Auftragsbearbeitung


