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Quantitative Deuterium-
NMR-Spektroskopie zur Echtheits-
bestimmung von Naturstoffen

Roland Hany, Daniel Rentsch

Die Deuteriumgehalte von Naturstoffen sind in komplexer Weise
abhdngig vom Biosyntheseweg und vom geographischen Ort der
Produktion. Mit Hilfe der kernmagnetischen Resonanzspektrosko-
pie (NMR) lisst sich die stellungsspezifische Deuteriumverteilung
innerhalb eines Molekiils bestimmen. Dies erlaubt in vielen Fillen
die eindeutige Charakterisierung von Naturstoffen in Bezug auf
deren botanische und geographische Herkunfi sowie auf das Jahr
der Produktion. Sie wird z. B. zur Echtheitsbestimmung von Frucht-
saften, Weinen, Aromastoffen, Olen oder Drogen benutzt. Die Hin-
tergriinde der Methode werden hier erldutert und einige Anwen-

dungen vorgestellt.

Einleitung

Als Naturstoffe werden alle organischen Verbindungen bezeichnet, die
aus Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen isoliert werden kénnen. Dazu
zihlen im weiteren Sinne auch Lebensmittel, nicht aber mineralische
Stoffe oder organische Verbindungen fossilen Ursprungs wie Kohle oder
Erdol. Die Echtheitsbestimmung eines Naturstoffes bedeutet, dass seine
Produktebeschriftung iiberpriift wird. Sie ist oft notig zum Schutze von
Konsumenten und ehrlichen Produzenten vor Falschungen, kann aber
auch zur Qualititskontrolle dienen oder als «Giitesiegel» verwendet wer-
den. Allerdings erfolgt nicht jede Produkteverfilschung, z. B. falsch dekla-
rierter Dosenfisch, absichtlich, zudem kann der falsch deklarierte Fisch
auch teurer sein. Eine absichtliche Tauschung liegt z. B. vor bei Zuckerzu-
gabe zu Fruchtsiften oder bei falschen Herkunftsbezeichnungen («echter
Parmesankiise», «Schottischer Whisky») — gliicklicherweise sind Tau-
schungen dieser Art in den meisten Fillen nicht gesundheitsgefihrdend.
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Produkteverfilschungen mit tédlichen Folgen kommen jedoch leider
auch immer wieder vor: mit Rapsol verunreinigtes Speisel in Spanien
(1981), der Glykolskandal in Osterreich (1985) oder mit Methanol verun-
reinigter Schnaps in Kenia (November 2000).

Die Echtheitsbestimmung von Naturstoffen umfasst so unterschiedliche
Fragestellungen wie «Ist dieses kaltgepresste Olivendl wirklich aus Ita-
lien?» oder «Ist dieses Fleisch frisch oder wurde es schon einmal tiefgefro-
ren?». Entsprechend breit und anspruchsvoll ist das Gebiet der Lebens-
mittelanalytik, und neben allen «klassischen» Methoden der analytischen
Chemie kommen immer mehr auch modemne biochemische Verfahren
zum Nachweis von gentechnischen Verdnderungen an Pflanzen und Tie-
ren zum Einsatz (Tages-Anzeiger, 22. 11. 2000: Gentechnisch verinderter
Lachs steht vor Marktzulassung).

Eine spezielle analytische Herausforderung ist die Unterscheidung von
chemisch identischen Stoffen, welche aber aus verschiedenen Synthese-
quellen stammen oder einen unterschiedlichen geographischen Ursprung
haben. So stammt der Alkohol im Wein normalerweise aus dem Zucker
der Trauben. Oft wird durch Zugabe von Zucker zum Mostgut der Alko-
holgehalt des fertigen Produktes erhéht; die beiden Ethanol-«Sorten» sind
jedoch chemisch nicht unterscheidbar. Analoges gilt z.B. auch fiir den
Aromastoff Vanillin: Natiirliches Vanillin lésst sich chemisch nicht von im
Labor synthetisiertem unterscheiden, ist aber etwa hundertmal teurer. Im
Folgenden wird gezeigt, dass auch in diesen Fillen oft eine Herkunfts- und
Ursprungsbestimmung durch die Bestimmung von Isotopengehalten
maoglich ist.

Analytische Methoden zur Bestimmung des Isotopengehalts

Tabelle 1 zeigt die natiirliche Hiufigkeit der verschiedenen Isotope (gleiche
Ordnungszahl, unterschiedliche Masse) der Elemente Wasserstoff (H) und
Kohlenstoff (C). Bei den Werten handelt es sich um mittlere, natiirliche
Hiufigkeiten und z.B. fiir Deuterium (*H, D) beziehen sich die 156 ppm
(parts per million) auf den so genannten V-SMOW-Standard (Vienna-
Standard Mean Ocean Water). Der Deuteriumgehalt von Wasser ist nim-
lich nicht uniform iiber die ganze Biosphire verteilt; er hingt im Wesent-
lichen ab von der geographischen Breite (Inlandeis aus der Antarktis hat
ein D/H-Verhiiltnis von nur ca. 90 ppm) und von klimatischen Einfliissen
(Temperatur und Luftdruck; d.h. Verdunstung und Kondensation von
Wasser). Da Wasser iiber die Photosynthese die Wasserstoffquelle von
Naturstoffen ist, hingt auch deren H/D-Verhiltnis von den erwihnten
Faktoren ab. Zudem wirken sich kinetische Isotopeneffekte wihrend der
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Biosynthese auf den Deuteriumgehalt von Naturstoffen aus: Die chemi-
sche Bindung C-D ist etwas stirker als C-H und damit etwas reaktionstré-
ger, im Stoffwechsel von Lebewesen findet deshalb eine Diskriminierung
von D gegeniiber H statt. Allgemein gilt, dass Isotopeneffekte vom jewei-
ligen Stoffwechsel-Zyklus abhangen und damit artspezifisch sind.

Element/Isotop Héaufigkeit [Mol - %] Nachweis
H 99,9844
H (D) 0,0156 MS, NMR
He <107 Radioaktivitat
bz o 98,89
> 1.1 MS, NMR
*C <10 Radioaktivitat
* mehrheitlich nicht natiirlichen Ursprungs

Tabelle 1: Isotope von Wasserstoff und Kohlenstoff.

Sehr genau kann z. B. der Gehalt des radioaktiven Kohlenstoff-Isotops “C
bestimmt werden. Dieses Isotop wird oft zur Altersbestimmung von histo-
rischen Gegenstinden verwendet (Radiokohlenstoff-Datierung). Da seine
Halbwertszeit relativ kurz ist (5730 Jahre), lidsst es sich in Naturprodukten
nachweisen, welche sich iiber das CO, der Luft bilden, jedoch nicht in
Stoffen, welche im Labor aus Edukten fossilen Ursprungs synthetisiert
wurden. Allerdings ist diese Methode nicht filschungssicher, da sich durch
dosierte Zugabe von “C jedes (nur jiingere) Alter «kiinstlich» einstellen
ldsst.

Als weitere analytische Methode steht die massenspektrometrische (MS)
Bestimmung der Verhiltnisse “C/”C, "H/'H oder *0/"O zur Verfii-
gung. Das durchschnittliche “C/"“C-Verhiltnis fiir Pflanzen mit einem
C4-Metabolismus ist normalerweise etwas grosser als fiir C3-Pflanzen
(C3=Calvin- und C4=Hatch-Slack-Zyklus bezeichnen verschiedene
Stoffwechselzyklen der Photosynthese). Daher lisst sich z.B. die Zucke-
rung von Zitronensaft (C3) mit Rohrzucker (C4) im Massenspektrum
nachweisen. Allerdings wird durch die Pyrolyse der Probe nur das Ge-
samt-Isotopenverhiltnis am entstehenden CO, bestimmt. Dies bedeutet,
dass die stellungsspezifische molekulare Information verloren geht und es
auch hier relativ einfach ist, ein bestimmtes “C/“C-Verhiltnis fiir Fal-
schungszwecke einzustellen.
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Im Unterschied zur Massenspektrometrie geht mit der Deuterium-NMR-
Methode die stellungsspezifische Information nicht verloren und eine
kiinstliche Beeinflussung der natiirlichen D/H-Verhiltnisse im Molekiil
wird schwieriger. So hat z. B. das Vanillinmolekiil 5 unterscheidbare Was-
serstoffpositionen, welche, je nach Herkunft des Produktes, unterschied-
liche D/H-Verhiltnisse besitzen konnen. Im Idealfall lassen sich daher
Naturstoffe eindeutig charakterisieren, da sowohl die Gesamtisotopenge-
halte als auch die Verhiltnisse fiir einzelne Positionen im Molekiil unter-
schiedlich sind. Trotzdem wurde mittels NMR-Spektroskopie in einer so
genannt «natiirlichen» Vanillinprobe eine doppelt deuterierte Methoxy-
Gruppe nachgewiesen! Dies beweist eindeutig, dass durch chemische Syn-
these das D/H-Verhiltnis veridndert wurde, denn die Wahrscheinlichkeit
fir eine zweifache Deuteriumsubstitution im selben Molekiil ist ver-
schwindend klein.

Quantitative Deuterium-NMR-Spektroskopie

Die Methode der stellungsspezifischen Bestimmung des Deuteriumge-
halts mittels NMR-Spektroskopie wurde von G. Martin (Universitit Nan-
tes) in den achtziger Jahren entwickelt und wird unter dem Warenzeichen
SNIF-NMR vertrieben (Specific Natural Isotope Fractionation studied by
NMR). Die NMR-Bestimmung der D/H-Verhiltnisse von Ethanol ist in
der EU-Norm 2676/90 beschrieben. Sie dient z.B. zum Nachweis der Auf-
zuckerung von Weinen (vor der Vergirung zu Ethanol) und von Frucht-
siaften. Mit der SNIF-NMR-Methode lisst sich die Aufzuckerung von
Traubenmost durch Riibenzucker von etwa 1 Vol.-% Ethanol (z16g
Zucker pro Liter) sicher nachweisen. Unvergorener Zucker (in Fruchtsif-
ten, Siissweinen, Honig usw.) wird vor der NMR-Analyse zuerst unter
definierten Bedingungen (Hefestamm, Temperatur usw.) vergoren und
das Ethanol durch Destillation quantitativ gewonnen. Die Deuterium-
gehalte von suspekten Ethanolproben werden mit Referenzproben einer
EU-Datenbank verglichen. So werden in Frankreich und Italien jahrlich je
etwa 400 Referenzweine analysiert, von denen der genaue Produktionsort
bekannt ist und denen kein Fremdzucker vor der Vergirung zugegeben
wurde. In der Schweiz besteht zurzeit keine solche Referenz-Datenbank.
In Figur 7 ist ein typisches Deuterium-NMR-Spektrum einer Ethanolpro-
be gezeigt.

Das Molekiil Ethanol mit der chemischen Formel CH;-CH,-OH hat die
zwei relevanten Deuterium-Isotop-Isomeren CH;D-CH,-OH und CH;-
CHD-OH. Durch Integration der in Figur 7 bezeichneten NMR-Reso-
nanzen und Vergleich mit dem Signal eines internen Standards (TMU) mit
bekanntem Isotopengehalt lassen sich die stellungsspezifischen Deuteri-
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umgehalte von CH,;D-CH,-OH und CH;-CHD-OH bestimmen. Das
Molekiil CH;-CH,-OD wird im Allgemeinen nicht betrachtet, denn des-
sen Deuteriumatom ist acid und tauscht leicht mit H-Atomen von Wasser
aus, so dass sich der Deuteriumgehalt beliebig einstellen lisst.

Figur 1: Deuterium-
NMR-Spektrum vom
Ethanol eines Ost-
schweizer Weiss-
weins (TMU = Tetra-
methylharnstoff als
interner Standard
zur Quantifizierung
der Deuteriumge-
halte).

CH,CHDOH | TMU

CH,DCH,OH

i e

In Tabelle 2 sind typische Deuteriumgehalte fiir Ethanole aus verschiede-
nen Quellen gezeigt. Der Deuteriumgehalt der Methylgruppe (CH,D-
CH,-OH) ist vor allem durch die (pflanzliche) Herkunft des Zuckers be-
stimmt, und offensichtlich ldsst sich das synthetische Produkt von «natiir-
lichem» Ethanol unterscheiden. Dagegen ist die Methylengruppe weniger
aussagekriftig, denn es ist bekannt, dass deren Deuteriumgehalt in erster
Linie durch das Gérungswasser und nicht durch die Zuckerart bestimmt
ist. Dies bedeutet fiir Proben, denen zur Vergiarung Wasser zugegeben wur-
de, dass sich auch D(CH;-CHD-OH) im Prinzip beliebig einstellen lasst.

CH,CH,0D

Deuteriumgehalt
1
Ethanolquelle | Zuckersynthese | CH,D-CH,-OH CH,-CHD-OH
Riibenzucker (CH) C3-Pflanze 90 116
Traubenzucker (F) C3-Pflanze 102 131
Rohrzucker C4-Pflanze 109 120
Synthesealkohol 123 140

Tabelle 2: Deuteriumgehalte von Ethanolen unterschiedlicher Herkunft.

In Figur 2 sind die Deuteriumgehalte aus Tabelle 2 zusammen mit den
Resultaten fiir eine Reihe von Weinproben (Jahrgang 1999) aus landwirt-
schaftlichen Schulen der Nordostschweiz dargestellt. Die Weine wurden
vor der Vergirung nicht aufgezuckert und kénnten somit als Referenzda-
ten fiir die erwiihnte Datenbank dienen. Die Gehalte CH,D-CH,-OH der
Weinproben streuen in einem engen Bereich von 98,9ppm (ZH) bis
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99,7ppm (SH), die Deuteriumgehalte der Methylengruppe zwischen
122,2 ppm (SH) und 126,2 ppm (AG). Die entsprechenden Daten von Wei-
nen mit Jahrgang 1997 sind praktisch identisch.

135
Figur 2: Ethanol- q
Deuteriumgehalte 130 4 A Ribenzucker (CH)
[ppm] von Ost- = € Traubenzucker (F)
schweizer Riesling- o : :;""“‘*"
Sylvaner-Weinen g <% pog o4
und vergorenen Qe LIPS v sH
Zuckern unter- S 1 TG
schiedlicher Her- =1 v = ZH
kunft. A ‘ @ ZH aufgezuckert
A
115 u T
85 95 108 15
D(CH,DCH,0H)

Ein Ziircher Wein mit einem natiirlichen Ethanolgehalt von 9,2 Vol.-%
wurde zusitzlich mit 40 g Riibenzucker pro Liter Traubensaft aufgezuckert
— dies erh6ht den Alkoholgehalt um ungefihr 2,5 Vol.-%. Der mit NMR
bestimmte Deuteriumgehalt der Methylgruppe betrug 97,1 ppm (Figur 2),
woraus sich eine kiinstliche Erhéhung des Alkoholgehalts um 2,4 Vol.-%
berechnen lisst. Dieses Beispiel zeigt, dass die Zugabe von Riibenzucker
eindeutig nachgewiesen werden kann, die Zuordnung von Produktionsort
oder Jahrgang ist aber aufgrund unserer viel zu kleinen Referenz-Daten-
bank in diesem Fall sicher nicht maoglich.

Ethanol aus nachwachsenden Rohstoffen gewinnt zunehmend auch an
Bedeutung als Biotreibstoff und kénnte in Zukunft als Trager erneuerbarer
Energie fiir den Betrieb von Brennstoffzellen eingesetzt werden. Aus stir-
kehaltigen Pflanzen (Zuckerriibe, Mais, als Nebenprodukt auch aus Gras)
lasst sich durch Vergirung Ethanol gewinnen, aus 6lhaltigen Pflanzen
(Raps, Sonnenblumen) dieselidhnliche Treibstoffe und aus biogenen Rest-
stoffen (Speisereste, Altholz) Biogas und Methanol. Da diese Treibstoffe
aus nachwachsenden Rohstoffen von der Mineralélsteuer befreit sind, ist
die Méglichkeit der genauen Zuordnung der Herkunft wichtig. Wir fan-
den fiir Ethanolproben aus Gras (TG) typische Deuteriumgehalte CH,D-
CH,-OH=(93,7 £ 1,0) ppm und CH;-CHD-OH=(123,8 * 1,0) ppm; dies
bedeutet, dass auch dieser Alkohol eindeutig von Synthesealkohol aus fos-
silen Quellen unterschieden werden kann.
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Die Deuterium-NMR-Spektroskopie ist eine speziell erfolgreiche Metho-
de zur Echtheitsbestimmung von Naturstoffen, auch ihr sind jedoch ana-
lytische Grenzen gesetzt. Dies lisst sich z.B. anhand der Untersuchung
von Honig aufzeigen. Honig ist im Wesentlichen eine konzentrierte L&-
sung von Invertzuckern sowie Aromastoffen, Enzymen, Bliitenpollen und
Spurenelementen. Auch fiir Honig ist eine ganze Reihe von Produktver-
falschungen bekannt: falsche Angabe der geographischen Herkunft, fal-
sche Angabe der botanischen Herkunft (nicht immer absichtlich!), Fiitte-
rung mit Zuckerwasser wihrend der Jahreszeit der Honigproduktion oder
Zugabe kiinstlicher Farbstoffe. Zum Nachweis der verbotenen Zuckerfiit-
terung wurden sieben natiirliche und zwei verfilschte Schweizer Honig-
proben untersucht, die Deuteriumgehalte CH,D-CH,-OH der natiir-
lichen (90,4 - 94,2 ppm) und der verfilschten Proben (90,9, 91,4 ppm) wa-
ren jedoch nicht signifikant verschieden. Es wiire interessant zu testen, ob
die verfilschten Honige durch die sensorische Geruchs- und Geschmacks-
analyse von erfahrenen Imkern identifiziert werden kénnten! Die unter-
suchten Schweizer Honigproben lassen sich mit Hilfe der NMR-Spektro-
skopie zumindest eindeutig von israelischem Zitrushonig (104,1-105,4
ppm) unterscheiden.

Diskussion

Es ist zu befiirchten, dass die Problematik der Verfilschung von Naturpro-
dukten aufgrund von Marktliberalisierungen zunehmen wird. Wie im
Sport besteht dabei durchaus eine Situation zwischen «Dopingfahndern»
und «Dopingsiindern», und fiir viele kommerziell interessante Produkte,
z.B. Olivendl, Wein oder Aromastoffe, findet in der Tat ein Wettlauf statt
zwischen unehrlichen Produzenten und Fortschritten in der chemischen
Analytik zum Nachweis von Produktverfilschungen.

Die Echtheitsbestimmung von teuren natiirlichen Rohstoffen mittels der
Deuterium-NMR-Methode wird von der (chemischen) Industrie schon
heute routinemiissig durchgefiihrt. Leider steht zurzeit den kantonalen
Amtern fiir Lebensmittelanalytik kein NMR-Spektrometer zur Verfiigung.
Der einfache Identitiitsvergleich zwischen zwei Naturstoffproben ist oft
einfach, und die EMPA ist hier bei Bedarf in der Lage, analytische Hilfe-
leistung zu bieten. Die vielfach erwiinschte Bestimmung der Herkunft
eines Produkts oder gar des Produktionsdatums erfordert jedoch den Auf-
bau von Referenz-Datenbanken mit garantiert unverfilschten Naturstoffen
definierten Ursprungs. Ob sich der finanzielle Aufwand fiir eine flichen-
deckende und langfristige Produkteiiberwachung im Einzelnen lohnt,
hingt von den gesetzlichen Vorschriften sowie méglichen Image- und Markt-
verlusten der Produzenten aufgrund von aufgedeckten Verfilschungen ab.
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Dies soll nochmals am Beispiel der Aufzuckerung von Weinen erldutert
werden. Zwei Sendungen des «Kassensturz» im Herbst 1988 und 1992
zum Thema der kiinstlichen Aufzuckerung von Weinen (bestimmt mit
Deuterium-NMR-Spektroskopie) haben in der Weinwirtschaft einige Emo-
tionen ausgeltst: Unter «Korkenknall» wurden dabei die Resultate fiir
eine Reihe von Westschweizer Weinen vorgestellt, und der «goldene Zu-
ckersack» wurde verliehen. Der berechtigten Frage, warum eine mass-
volle Aufzuckerung des Traubenguts mit dem Naturprodukt Riibenzucker
zur Erzielung eines sensorisch befriedigenderen Alkoholgehalts nicht
sinnvoll sein soll, wurde dabei wahrscheinlich zuwenig Beachtung ge-
schenkt (NZZ, 22./23. Mai 1993). Gemiss geltender Lebensmittelverord-
nung darf der natiirliche Alkoholgehalt von Schweizer Wein um hichstens
2,5 Vol.-% erhéht werden -, dies sollte natiirlich iiberpriifbar sein. Die
Kontrollen sind jedoch streng, und die Menge an Traubengut und dessen
Zuckergehalt (Ochslegrad) aller grosseren Produzenten wird wihrend der
Traubenernte von offiziellen Kontrolleuren registriert (ca. 10000 Proben
pro Jahr allein im Kanton Ziirich!). Durch Bestimmung des Alkoholge-
halts im fertigen Wein kann dann eine Aufzuckerung des Traubengutes
auch so ziemlich genau ermittelt werden. Die Methode der Deuterium-
NMR-Spektroskopie ist also vor allem sinnvoll, um stark {ibertriebenes
Aufzuckern unabhingig von jeder Kellerkontrolle nachzuweisen. Es
bleibt jedoch abzuwarten, ob nach der bevorstehenden Liberalisierung
des Weinmarkts aufgrund der bilateralen Vertrige mit der EU die Schwei-
zer Winzer von den Konsumenten implizit schon sehr bald gezwungen
werden, die Qualitit und Echtheit ihrer Weine durch eine NMR-Messung
zu belegen!





