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Zusammenfassung Hintergrund und Ziel Das Prinzip von
Stabilisotopenverdiinnungsanalysen (SIVAs) und deren An-
wendung in der Lebensmittelanalytik sind Themen dieses
Ubersichtsbeitrags. Die Grundlage dieser Methode ist die
Verwendung von internen Standards, die mit stabilen Isoto-
pen markiert sind.

Schwerpunkte Ausgehend von einem kurzen Riickblick
auf die historische Entwicklung dieser Technik werden die
chemisch-physikalischen Ursachen erldutert, weshalb durch
SIVAs deutlich sicherere und prézisere Daten erhalten wer-
den als durch klassische Analysenverfahren. Daneben wer-
den Synthesestrategien fiir geeignete isotopologe Standards
und verschiedene Kalibrierverfahren vorgeschlagen.

Ergebnisse Die vollstindige Kompensierung nicht nur
von Analytverlusten wahrend der Probenaufreinigung, son-
dern auch der Ionensuppression bei Anwendung von LC-
ESI-MS und der sogenannte Carrier Effekt sind wesentliche
Vorziige von Stabilisotopenverdiinnungsanalysen. Aller-
dings konnen eine unzureichende Aquilibrierung zwischen
Standard und Analyt bei der Probenvorbereitung und vor
allem spektrale Uberlappungen und Isotopeneffekte zu feh-
lerhaften Ergebnissen fiihren.

Diskussion Mit ihrer Uberlegenheit hinsichtlich Spezifitit
und Wiederfindung hat sich die Stabilisotopenverdiinnungs-
analyse als Referenzmethode in der klinischen Chemie
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durchgesetzt. In der Lebensmittelanalytik wird die Methode
inzwischen hiufig in der Aroma- und Pestizidanalytik ange-
wendet, gewinnt aber auch in der Analyse von Mykotoxinen,
weiteren Kontaminanten und Vitaminen an Bedeutung.

Schlussfolgerungen Mit der zunehmenden kommerzi-
ellen Verfiigbarkeit von isotopologen Standards bzw. der
Entwicklung einfacher Synthesewege werden laufend neue
Anwendungen fiir die SIVA erschlossen.

Ausblick Die Akzeptanz der Methode vor allem im Be-
reich der Anwender der LC-MS spiegelt sich in der wach-
senden Zahl von Einsatzbereichen auch in der Lebensmit-
telanalytik wieder. Weitere Anwendungsgebiete, v.a. fiir
physiologisch oder toxikologisch hochaktive Verbindungen,
werden laufend entwickelt.

Schliisselworter Isotopologe - LC-MS/MS -
Lebensmittelanalytik - Mykotoxine -
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) - Vitamine

Stable isotope dilution assays for quantitation
of organic trace compounds in food analysis

Abstract Background and scope The principle and applica-
tions of stable isotope dilution assays (SIDAs) in food anal-
ysis is critically reviewed. This method is based on the ap-
plication of internal standards labelled with stable isotopes.

General topics The general section includes historical as-
pects of SIDAs, the prerequisites and limitations of the use
of stable isotopically labelled internal standards along with
possible calibrations procedures. The syntheses and avail-
ability of labelled food compounds for the use as internal
standards is reviewed.

Results The complete compensation for losses of ana-
lytes during clean-up as well as for ion suppression during
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LC-MS/MS and the so-called carrier effect are major advan-
tages of SIDAs. However, deficient equilibration, spectral
overlap and isotope effects can lead to false results.

Discussion With regard to specificity and recovery,
SIDAs generally are considered as the reference methods
in clinical chemistry. In food chemistry, this method has
been applied in flavour and pesticide analysis. However, it
is becoming increasingly important also in the analysis of
mycotoxins, further contaminants and vitamins.

Conclusions The increasing access to isotopologic stan-
dards creates continuously new applications for SIDAs, par-
ticularly for bioactive compounds in foods.

Keywords Food - Isotopologues - LC-MS/MS -
Mycotoxins - Stable isotope dilution assay (SIDA) -
Vitamins

1 Grundlagen der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse
1.1 Geschichtliches

Die Wurzeln der Isotopenverdiinnungsanalyse (IVA)
reichen zuriick in die ersten Jahrzehnte des 20. Jahrhun-
derts. Im Jahre 1913 wurde Georg von Hevesy von Ernest
Rutherford beauftragt, so genanntes Radium D, das vierte
Folgeprodukt des radioaktiven Zerfalls von Radium, vom
Endprodukt dieser Zerfallsreihe, dem Radium G, zu tren-
nen. Trotz grofer Bemiithungen waren alle Versuche zum
Scheitern verurteilt, da sich die beiden Komponenten che-
misch zu wenig voneinander unterschieden (Paneth und
Hevesy 1914). Wie sich einige Jahre spédter herausstellte,
handelte es sich bei beiden Komponenten um Blei, die
eine Atomsorte war jedoch radioaktiv, die andere stabil.
Sie wiesen zwar dieselbe Kernladung auf, besallen aber
verschiedene Atommassen. Da das radioaktive Blei von
stabilem Blei nicht zu trennen war, erkannte von Hevesy,
dass man radioaktives Blei dazu verwenden konnte, um
das Verhalten dieses Elements wéhrend chemischer und
physikalischer Prozesse zu verfolgen. Weil sich Radioak-
tivitdt sehr empfindlich detektieren lésst, konnte er somit
z.B. das Loslichkeitsprodukt von mit ,,Radium D* mar-
kierten Bleisalzen durch Messung der Radioaktivitdt der
Losung bestimmen (Hevesy und Paneth 1913). Diese Be-
obachtung flihrte in den Jahren zwischen 1909 und 1913
zum Postulat vom Vorkommen der Elemente in verschie-
denen Nuklidarten, den sogenannten ,,Isotopen® (Soddy
1913). Der Beweis fiir deren Existenz wurde kurz darauf
durch die ersten Massenspektrometer (Aston 1919) er-
bracht. Inzwischen sind von den meisten Elementen sta-
bile und radioaktive Isotope bekannt. So besteht zum Bei-
spiel natiirlicher Kohlenstoff aus >C (98 %), *C (1,1 %)
und radioaktivem “C (Tabelle 1).

Tabelle 1 Haufigkeit der natiirlich vorkommenden stabilen Isotope
ausgewahlter Elemente

Element Isotop Natiirliche Hiufigkeit
Kohlenstoff 2C 98.,89%
13C 1,L11%
Stickstoff N 99,634 %
5N 0,366 %
Sauerstoff 150 99,762 %
70 0,038 %
180 0,200 %
Silicium Si 92,23%
Si 4,67%
S 3,10%
Schwefel 28 95,02%
3S 0,75 %
S 421%
3S 0,02 %

Seit der Erfindung des Massenspektrometers war man bei
der IVA nicht mehr auf die Verwendung von mit radioak-
tiven Isotopen markierten Verbindungen angewiesen. Da-
durch wurde die Anwendung der IVA um einiges unkom-
plizierter, da kein Strahlenschutz mehr erforderlich war.
Mit dem Einsatz von stabilen Isotopen zur Markierung wird
das Verfahren somit als Stabilisotopenverdiinnungsanalyse
(SIVA) bezeichnet. Hevesy setzte als erster mit schwerem
Wasser (°H,0) eine stabilisotopenmarkierte Verbindung zur
Bestimmung des Volumens der extrazelluliren Fliissigkeit
ein (Hevesy und Jacobsen 1940). Was heutzutage bei die-
sen Versuchen kurios anmutet, ist, dass das Isotopologen-
verhiltnis von ’H,O zu 'H,O durch Dichtemessung erfolgte,
da die zu dieser Zeit entwickelten Massenspektrometer eine
schlechtere Genauigkeit aufwiesen.

Obwohl sie sich in ihren Eigenschaften sehr &hneln,
konnen Isotope aufgrund ihrer unterschiedlichen Massen
ab- oder angereichert werden, was zu Verschiebungen des
natiirlichen Isotopenverhéltnisses fiihrt. Wenn ein Element
mit einer natiirlichen Isotopenverteilung mit einem solchen
isotopisch verdnderten Material gemischt wird (Abb. 1),
werden die natiirlich enthaltenen Isotope im resultierenden
Material verdiinnt. Daraus resultiert die Bezeichnung ,,Ver-
diinnung” in dem fiir die Methode verwendeten Begriff Sta-
bilisotopenverdiinnungsanalyse. In der Literatur wird der
Name ,,Isotopenverdiinnungsanalyse* zuerst von Rittenberg
und Foster (1940) genannt, die stabilisotopenmarkierte Ver-
bindungen zur Quantifizierung von Aminoséuren und Fett-
sduren einsetzten.

Das Vorgehen bei einer SIVA war lange Zeit recht miih-
sam, da die zu bestimmenden Substanzen vor der Detektion
durch Massenspektrometrie (MS) mit den damals verfiig-
baren Trennmethoden wie Kristallisation oder Destillation
gereinigt werden mussten. Erst die Entwicklung der Gas-
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Abb. 1 Stabilisotopenverdiinnungsanalyse: Die Zugabe eines
Standards mit anderer Isotopenverteilung fiihrt zur ,,Verdiinnung® der
natiirlichen Isotopenverteilung

chromatografie (GC) durch James und Martin sowie deren
Kopplung mit der MS durch Holmes und Morell (1957)
vereinfachte das Vorgehen erheblich. Die erste ,,moderne*
SIVA kann schlieBBlich Sweeley et al. (1966) zugeschrieben
werden, die Glucose mit siebenfach deuterierter Glucose als
internem Standard in die Trimethylsilylderivate tiberfithrten
und mittels GC/MS quantifizierten.

1.2 Prinzip der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse

Das Prinzip der SIVA ist in Abb. 2 anschaulich dargestellt.
Nach Zugabe des markierten Standards und seiner Aquili-
brierung mit dem Analyten bleibt das Verhéltnis der Isoto-
pologen aufgrund ihrer anndhernd identischen chemischen
und physikalischen Eigenschaften unverdndert. Wahrend
Probenaufreinigung und Derivatisierung weisen beide
Verbindungen die gleiche Ausbeute auf. Insbesondere bei
den fiir die Gaschromatografie notwendigen Silylierungen,
die zum Teil unvollstdndig oder sehr variabel sein kdnnen,
bietet sich diese Technik an. Erst bei der abschlieBenden
massenspektrometrischen Bestimmung wird zwischen den
Isotopologen differenziert, und mit der bekannten Men-
ge an zugegebenem Standard kann schlielich der Gehalt
des Analyten in der Probe berechnet werden. Aufgrund
der identischen Eigenschaften kann man zudem unabhén-
gig von auftretenden Stérungen durch Matrixkomponen-
ten die gleiche lonenausbeute fiir Analyt und Standard im
Massenspektrometer erwarten. Im Gegensatz dazu kann
ein strukturell unterschiedlicher interner Standard sowohl
bei der Aufarbeitung, der Derivatisierung als auch bei der
massenspektrometrischen Detektion diskriminiert werden,
was systematische Fehler und schlechtere Prézision verur-
sachen kann. Mit anderen Worten, die Verluste des Analy-
ten werden aufgrund identischer Verluste des isotopologen
Standards vollstédndig kompensiert, wihrend ein strukturell
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Abb. 2 Prinzip der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse: Nach Zugabe
eines isotopologen Standards zum Analyten und der Aquilibrierung
bleibt das Verhiltnis bis zur massenspektrometrischen Analyse
konstant. Beim Einsatz eines strukturell unterschiedlichen internen
Standards kann sich das Verhaltnis zwischen Standard und Analyt
verdndern und ein falsches Analysenergebnis verursachen

abweichender interner Standard unterschiedliche Verluste
aufweisen kann und daher weniger geeignet ist.

1.3 Vorteile des Einsatzes von isotopologen
internen Standards

Aufgrund der oben genannten idealen Kompensation von
Verlusten werden SIVAs hauptsichlich fiir Analyten entwi-
ckelt, bei denen Alternativmethoden unsichere (d.h. nicht
richtige) Werte ergeben. So sind dies zum einen Substan-
zen, die nur in Spuren vorkommen und exakter Methoden
bediirfen, da mit sinkenden Konzentrationen die Messfehler
iiberproportional zunehmen (Abb. 3). Zum anderen gehoren
dazu auch Verbindungen, die erst nach Reinigungsschritten
erfassbar sind und wihrend der Aufreinigung, womdglich
auch aufgrund besonderer Instabilitdt, hohe Verluste erlei-
den. Beispiele fiir solche Verbindungen sind stark oxida-
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Abb. 3 Uberproportionale Zunahme der Messwertstreuung mit
sinkender Analytkonzentration (nach Horwitz et al. 1980)
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tionsempfindliche Substanzen wie die zu den B-Vitaminen
gehorende Tetrahydrofolsdure oder der Aromastoff Methyl-
furfurylthiol, der dariiber hinaus auch noch sehr fliichtig
ist.

Beim Einsatz strukturell unterschiedlicher interner Stan-
dards oder bei externer Standardkalibrierung sind fiir jede
Matrix Wiederfindungs- und Standardadditionsversuche
notwendig, die den Arbeitsaufwand zusétzlich erhéhen. Oft
sind die Wiederfindungen wenig reproduzierbar, was gleich-
bedeutend mit schlechter Prézision ist. Wird die Analytik
mittels LC-MS durchgefiihrt, so beobachtet man aufgrund
von storenden Matrixkomponenten in der Ionenquelle hiu-
fig eine Unterdriickung der Intensitdt des Signals fiir den
Analyten, die sogenannte lonensuppression, wodurch syste-
matische Fehler entstehen (Jessome 2006). Da diese Inter-
ferenzen den koeluierten isotopologen Standard in gleichem
Ausmal betreffen, wird dieser Effekt bei der SIVA ebenfalls
vollstindig kompensiert.

Fiir oben genannte Analyten haben sich SIVAs in Ring-
versuchen als Referenzmethoden oder sogenannte ,,definiti-
ve Methoden erwiesen. Daher wird der tatséchliche Gehalt
in Standardreferenzmaterialien oder in Proben fiir Labor-
vergleiche oft durch SIVA bestimmt (Brown Thomas et al.
2001; Heumann 1986). In solchen Vergleichen weisen die
Daten derjenigen Laboratorien, die SIVA anwenden, weit
geringere Streuungen auf als diejenigen von Labors, die an-
dere Methoden einsetzen. Dies wurde bei der Analytik von
15 Elementen (Papadakis et al. 2000) und bei organischen
Verbindungen am Beispiel des Insektizids p,p’-Dichlordi-
phenyldichlorethen (p,p’-DDE) gezeigt (Webb und Carter
1997).

Ein weiterer Vorteil der SIVA ist, dass sie als sogenann-
te ,,Primidre Methode® grundsitzlich geringe Messfehler
aufweist. ,,Primdre Methoden® sind jene, deren Daten sich
ausschlieBlich aus physikalischen Grundgrofien und/oder

Abb. 4 Coelution von Analyt

chemischer Stochiometrie berechnen lassen und die nicht
vom empirischen Einsatz anderer chemischer Stoffe als
Referenzen abhingen (Quinn 1997). Grundlegende ,,Pri-
mare Methoden‘ sind die Coulometrie, die Gravimetrie, die
Titrimetrie sowie Verfahren, die stoffmengenabhéngige Ei-
genschaften wie die Gefrierpunkterniedrigung oder den os-
motischen Druck messen. Dabei beruht die SIVA ebenfalls
auf der Gravimetrie, da die Menge des zugegebenen Stan-
dards gravimetrisch bestimmt wird und analog erstellte Ka-
librierkurven zwischen Analyt und isotopologem Standard
den Bezug auf diese gravimetrische Messung liefern. Da-
her wird die SIVA auch als ,,Primédre Methode®™ angeschen.
Gravimetrische Messungen sind grundsétzlich mit geringen
Fehlern behaftet und ergeben daher auch fiir die SIVA nied-
rige Standardabweichungen.

Ungeachtet der liberlegenen Sicherheit der quantitativen
Daten erhoht der Einsatz eines isotopologen Standards die
Spezifitit der Detektion. Zusétzlich zur spezifischen mas-
senspektrometrischen Information fiir den Analyten zeigt
der koeluierte interne Standard die entsprechenden, durch
die Markierung in ihrer Masse verschobenen Signale. Daher
sichert das Chromatogramm einer SIVA durch die koeluier-
ten Peaks in den entsprechenden Massenspuren die korrekte
Identifizierung des Analyten ab (Abb. 4).

Ein bisher noch nicht erwdhnter Vorteil der SIVA wird
als ,,Carrier-Effekt bezeichnet. Dieser Effekt wirkt sich vor
allem dann aus, wenn man im Standardiiberschuss arbeitet,
d.h. der isotopologe Standard sich nach seiner Zugabe ge-
geniiber dem Analyten im Uberschuss befindet. Dadurch
wird der Analyt vom Standard durch die Analyse geschleppt
und kann daher auch in geringsten Spuren noch detektiert
werden. Wenn man ndmlich davon ausgeht, dass bei der
Probenaufreinigung immer eine gewisse absolute Menge
an Substanz (markiert oder unmarkiert), z.B. durch Ad-
sorption, verloren geht, so kann der Analyt undetektierbar
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bleiben, wenn seine Menge unter diesem Niveau liegt. Wird
jedoch der Gehalt an Isotopologen durch die Standardzuga-
be so aufgestockt, dass er iiber dieses Niveau steigt, konnen
Standard und Analyt schlieBlich detektierbar werden. Man
gewinnt daher zusétzliche Empfindlichkeit, wie am Beispiel
der SIVAs einiger Arzneimittel gezeigt werden konnte (Ha-
skins et al. 1978). Es ist jedoch zu beachten, dass man auch
bei Standardiiberschuss noch im auswertbaren Bereich der
Kalibrierkurve arbeiten muss.

1.4 Voraussetzung fiir die Richtigkeit einer SIVA

Der Einsatz eines isotopologen internen Standards (IS)
bringt eine grofle Verbesserung und auch Vereinfachung der
Analytik mit sich, garantiert aber nur unter bestimmten Be-
dingungen ein richtiges Analysenergebnis.

1.4.1 Ausreichende Aquilibrierung

Nach Zugabe des IS muss sich die Konzentration des Ana-
lyten im richtigen Stoffmengenverhéltnis der Isotopologen
widerspiegeln. Dies ist nur dann der Fall, wenn sich Stan-
dard und Analyt in allen Kompartimenten der Matrix im
Gleichgewicht befinden, d.h. Standard und Analyt dquilib-
riert sind. Da der in einem Losungsmittel geldste Standard
entweder dem Extraktionsmittel zugesetzt oder der Matrix
direkt zudotiert wird, ist anzunehmen, dass er zu einem ho-
hen Prozentsatz wihrend der Extraktion wieder gefunden
wird. Fiir den Analyten mag das weniger zutreffen, da er in
Kompartimente der Matrix eingeschlossen oder an Prote-
ine bzw. andere Matrixkomponenten gebunden und damit
schlechter extrahierbar sein kann. Daher muss eine ausrei-
chende Zeit gewihlt werden, um eine Aquilibrierung von
Standard und Analyt in der Probe und damit ein identisches
Stoffmengenverhéltnis in allen Kompartimenten zu gewéhr-
leisten. Wihrend der Dauer der Aquilibrierung besteht aber
die Gefahr, dass die zu analysierende Verbindung aus endo-
genen Vorldufern neu gebildet wird und sich daher zu hohe
Resultate fiir den freien Analyten ergeben. Ein hdufiges Bei-
spiel ist hier die enzymatische Freisetzung aus Glycosiden
(Abb. 5), die aber z.B. durch Hitzedenaturierung des En-
zyms verhindert werden kann. Ist andererseits die Bestim-
mung der Summe aus freiem und glycosyliertem Analyten
gewiinscht, bietet sich sogar die Zugabe des entsprechenden
Enzyms wihrend der Aquilibrierung an. Auf diese Weise
konnte z.B. von Kotseridis et al. (1999b) der Aromastoff
B-Damascenon sowohl in freier als auch in glykosidisch ge-
bundener Form in Wein quantifiziert werden.

1.4.2 Stabile Markierung des Standards

Da sich das Stoffmengenverhiltnis der Isotopologen wéh-
rend der SIVA nicht verdndern darf, muss die Markierung
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Abb. 5 Isotopenverdiinnungsanalyse (IVA) nach Freisetzung des
Analyten aus einem glykosylierten Vorldufer wihrend der Aquili-
brierungsphase (oberer Teil der Abb.) im Vergleich zur IVA des freien
Analyten (unterer Teil der Abb.). Die obere IVA ergibt die Summe
aus freiem und freigesetztem Analyten

des IS stabil sein. Der Standard darf sich wihrend der Ana-
lyse nicht durch einen teilweisen oder kompletten Verlust
der Markierung zersetzen oder sich in den Analyten umwan-
deln. Als wichtigste Reaktion, die eine derartige Veridnde-
rung des Standards bedingt, ist der Protium-Deuterium-Aus-
tausch zu nennen: Im Falle einer Markierung mit Deuterium
muss in besonderem Mafle darauf geachtet werden, dass
die *H-Isotope sich nicht an aciden Positionen im Molekiil
befinden, an denen sie gegen Protium ausgetauscht wer-
den konnen. Insbesondere Deuteronen, die an Heteroatome
gebunden sind, konnen in S#ure-Base-Reaktionen durch
Protonen ersetzt werden. Aber auch eine *H-Markierung
an aromatischen Positionen ist in Anwesenheit von starken
Sauren durch elektrophile Substitution gefahrdet. Dagegen
sind Bindungen zwischen Kohlenstoffen oder zwischen
Kohlenstoff und Stickstoff sehr schwer zu spalten, weshalb
Markierungen mit [*C] oder ['°N] als sehr stabil angesehen
werden. Im Gegensatz dazu ist im Falle einer Markierung
mit ["®O] aber ein Austausch des Sauerstoffes in Carboxyl-
funktionen zu beachten. Dies wurde von Boni et al. (1994)
gezeigt, der den Verlust der ['*O]-Markierung in Tryptophan
feststellte, das in wissrigen Losungen erhitzt wurde. Aber
auch deuterierte Trimethylsilyl(TMS)-Gruppen unterliegen
einem Austausch mit unmarkierten TMS-Funktionen beim
Silylieren, was zum Scheitern einer SIVA im Falle des [*H];-
TMS-Patulins als IS fiihrte (Price 1979).

1.4.3 Geringe spektrale Uberlappung
Eine weitere wichtige Voraussetzung fiir einen isotopen-

markierten Standard ist, dass er sich massenspektrometrisch
eindeutig vom unmarkierten Analogon unterscheiden lasst,
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d.h. nur ein Minimum an spektraler Uberlappung mit die-
sem aufweist. Im Falle der eindimensionalen Massenspek-
trometrie ist es wichtig, dass im Massenspektrum entwe-
der das Molekiilion deutlich sichtbar oder die Markierung
in einem Ion hoher Intensitit erkennbar ist und nicht mit
einem Neutralteilchen abgespalten wird. Vor der Synthe-
se des internen Standards muss daher die Fragmentierung
im Massenspektrometer bekannt sein bzw. durch geeignete
Untersuchungen geklart werden. Dies ist bei der Tandem-
Massenspektrometrie von geringerer Bedeutung, da mit die-
ser Technik auch die Abspaltung der Markierung selektiv
erfasst werden kann. Spektrale Uberlappungen kdénnen aber
auch auftreten, wenn natiirliche Isotopologe des Analyten
Ionen mit gleichen ganzzahligen Massen (sog. Isobare)
wie der Standard erzeugen. Dies betrifft insbesondere die
Elemente Kohlenstoff, Sauerstoff oder Silizium, deren na-
tirliche Isotope ['3C], ['*0O] oder [*Si] und [*Si] besonders
héufig vorkommen. Insbesondere ['*C] in Verbindungen mit
hoher Kohlenstoffanzahl oder [*’Si] und [*°Si] in fiir die GC
silylierten Verbindungen sind dafiir verantwortlich, dass in
den Massenspektren dieser Verbindungen nicht nur die No-
minalmassen m,, sondern auch ein deutliches Auftreten von
m,+1 und m,+2 oder sogar noch htheren Massen zu beob-
achten ist. Beim Arbeiten mit niedrigauflésenden Massen-
detektoren (Quadrupole, lonenfallen) miissen entsprechend
mehr Markierungen eingefiihrt werden, wenn man aufwén-
dige Kalibrierverfahren (s. Abschn. 1.6.) zur Bestimmung
des Isotopologenverhiltnisses vermeiden mdchte. Dabei
muss aber bedacht werden, dass eine hohere Anzahl mar-
kierter Atome vor allem bei Deuterium einen deutlichen
Isotopeneftekt hervorrufen kann, der die spektralen Vorteile
der markierten Verbindung durch abweichende Stoffeigen-
schaften wieder zunichte macht (s.u.).

Spektrale Interferenzen durch natiirliche Isotopologe
konnen durch Anwendung der Tandem-Massenspektrome-
trie verringert werden. Ein Beispiel fiir diesen Ansatz ist die
Quantifizierung des Mykotoxins Deoxynivalenol (DON),
das von Bretz et al. (2006) durch den Einsatz von einfach
deuteriertem [?H,]-DON bestimmt wurde. Dazu wurde im
MS/MS-Modus ein Ubergang gemessen, bei dem die Mar-
kierung des Standards vom Molekiil abgespalten wurde.
Man kann davon ausgehen, dass die durch die natiirliche
Isotopenhdufigkeit im Analyt eingebauten '*C-Isotope sta-
tistisch iiber alle Positionen verteilt sind. Somit ist bei ei-
ner geniigend groBen Anzahl von Kohlenstoffatomen die
Wahrscheinlichkeit gering, dass das natiirliche 1*C, das die
spektrale Uberlappung verursacht, beim gleichen Massen-
iibergang abgespalten wird, wie das bewusst an diese Stelle
eingebrachte ?H des markierten Standards. Auf diese Art
und Weise kann der Fehler, der durch die spektrale Uberlap-
pung entsteht, verkleinert werden.

Umgekehrt konnen spektrale Uberlappungen aber auch
auftreten, wenn der Standard noch unmarkierte Substanz

enthalt. Dies tritt vor allem dann auf, wenn die Markie-
rung durch unvollstindige katalytische Deuterierung oder
Deuterium-Protium-Austausch eingefiihrt oder Edukte mit
ungeniigender Isotopenreinheit eingesetzt wurden. Aber
auch mikrobiologisch oder durch Zellkulturen hergestellte
Standards enthalten oftmals noch betridchtliche Mengen der
unmarkierten Zielverbindung, da Stoffwechselwege selten
linear und voneinander unabhédngig zu den Endprodukten
fithren. Stattdessen liegen vielmehr Pools vor, die von meh-
reren Stoffwechselquellen gespeist werden und in diverse
Senken abflieBen. Es ldsst sich in lebenden Zellen daher
kaum verhindern, dass die markierten Vorldufer im Laufe
des Metabolismus mit unmarkierten Isotopologen vermischt
werden.

Spektrale Uberlappungen fiihren zwangsliufig zu nicht-
linearen Beziehungen zwischen den Signalintensitétsver-
hiltnissen und den Stoffmengenverhiltnissen von Analyt
und Standard, was die Auswertung zwar nicht unmoglich
macht, aber unnétig erschwert. Von spektraler Uberlappung
unterschiedlicher Substanzen mit gleichen Molekiilmassen
ist der Messfehler bei Isotopensignalen aufgrund unzurei-
chender Auflosung des Massenspektrometers zu unterschei-
den. Ubliche Quadrupolgerite weisen eine Prizision der
Isotopenverhiltnismessung zwischen 1 und 3% auf, die
abhéngig von der Gesamtsignalintensitit ist. Fiir die Mes-
sung von angereicherten Isotopologen ist das in der Regel
vollig ausreichend. Sollen jedoch Unterschiede im natiirli-
chen Isotopenverhéltnis gemessen werden, wie dies mittels
Isotopenverhéltnismassenspektrometrie (IRMS) zum Her-
kunfts- und Authentizititsnachweis geschieht, sind Mess-
genauigkeiten von unter 1%o erforderlich. Dies erreicht
man mittels Sektorfeldgerdten und Faradaykollektoren bei
fest eingestellten Radien und alternierender Messung von
Referenzstandards.

Beim Arbeiten mit hochaufldsenden Massendetektoren
(Sektorfeld-, Flugzeit- oder Orbitrapgerdten) lassen sich
sogar Signale von Isobaren trennen, die eine gleiche ganz-
zahlige Molekiilmasse bei unterschiedlicher Elementarzu-
sammensetzung aufweisen. Wiahrend niedrigaufiosende
Massendetektoren diese Isobarensignale nicht unterscheiden
konnen, sind fiir Gerdte mit entsprechend hoher Auflosung
die Signale aufgrund kleiner Massenunterschiede trennbar.

1.4.4 Ausschluss von Isotopeneffekten

Eine weitere Bedingung fiir eine korrekte IVA ist, dass das
Isotopenverhéltnis nicht durch Isotopeneffekte verfilscht
wird. Darunter versteht man unterschiedliches chemisches
oder physikalisches Verhalten von Isotopologen, das durch
deren Massendifferenz hervorgerufen wird. Beispiele hierfiir
sind Isotopeneffekte bei chemischen Reaktionen, wie z.B.
der Eliminierung von [?H]Br aus deuterierten Bromalkanen
(Streitwieser und Heathcock 1980) oder bei enzymatischen
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p-Carotin

a-Carotin

[-Carotin-dg

UV-Absorbtion bei 450 nm

66 68 70 72 74 76 78 80 82 84

Retentionszeit (min)

Abb. 6 Grundlinientrennung von achtfach deuteriertem p-Carotin
und unmarkiertem B-Carotin durch HPLC (nach Dueker et al. 1994)

Umsetzungen. Diskriminierungen bei letzteren Reaktionen
werden sogar dazu angewandt, um die Biosynthesewege
von Pflanzeninhaltstoffen zu differenzieren und somit die
Authentizitit von Lebensmitteln zu tiberpriifen. Isotopenef-
fekte konnen ebenfalls bei physikalischen Trennmethoden,
wie z.B. der Chromatografie, auftreten. Hier konnen sich
die Eigenschaften der Isotopologen so weit unterscheiden,
dass diese, wie im Falle von Carotin und dessen deuterier-
ten Analoga (Abb. 6), grundliniengetrennt werden konnen.
Im Allgemeinen machen sich Isotopeneffekte besonders im
Falle von Deuterium bemerkbar, da sich dessen Massenun-
terschied von 100 % gegeniiber Protium in groferer Trigheit
und geringerer Polarisierbarkeit von Bindungen auswirkt.
Es ist daher einleuchtend, dass eine mehrfache Markierung
mit Deuterium sorgfiltig bedacht werden muss, um nicht
durch merkliche Isotopeneffekte das Isotopologenverhéltnis
zu verschieben und somit die Richtigkeit der Analyse zu ge-
fahrden. Markierungen mit ['*C] oder ['"N] duBern sich da-
gegen in viel geringeren Isotopeneffekten und sind deshalb
einer Markierung mit Deuterium vorzuziehen.

1.5 Synthesen von isotopologen Standards

Das grofite Hindernis fiir die Entwicklung einer SIVA ist
die Verfiigbarkeit des IS, da die wenigsten Standards kom-
merziell erhiltlich sind. Dagegen sind aber fiir eine Vielzahl
von markierten Verbindungen Synthesewege publiziert.
Auch wenn die Kosten fiir die markierten Edukte sinken

Abb. 7 Deuterierung des Iso-
flavons Daidzein (nach Rasku
et al. 1999)
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und der Syntheseaufwand der Standards laufend optimiert
wird, stellt die synthetische Arbeit fiir die Anwender oft ein
psychologisches Hindernis dar. Dabei bestehen die Vor-
schriften oft aus weniger als zehn synthetischen Stufen und
sind zumeist gut nachvollziehbar. Ein weiteres psycholo-
gisches Hindernis ist der Preis der markierten Edukte. Das
ist jedoch kein zwingendes Argument, was an folgendem
Beispiel erldutert werden kann: Ein Gramm des markierten
Eduktes mag um die 1000€ kosten und die Ausbeute der
Synthese 10 % betragen, was beides realistische Annahmen
sind. Folglich wird der Preis fiir 100 mg markierten Produk-
tes ebenfalls 1000 € betragen. Da fiir eine SIVA nur 1 bis
10 ug des markierten Standards erforderlich sind, ermdg-
lichen 100mg des Standards mindestens 10.000 Analysen.
Folglich werden die Materialkosten fiir den Standard in
etwa 0,10€ je Probe betragen, was gegeniiber den Kosten
fiir Personal und Ausriistung vernachléssigbar ist.

Sollte der Syntheseweg bisher nicht publiziert sein, so ist
man gezwungen, eine eigene Route zu entwickeln. Dabei
ist eine Strategie mit moglichst wenigen Zwischenstufen zu
wihlen. Ein Beispiel fiir dieses Vorgehen ist die Deuterie-
rung des Isoflavons Daidzein durch direkten BF;-katalysier-
ten H-D-Austausch (Abb. 7) nach Rasku et al. (1999). Diese
Markierung ist jedoch nur stabil, weil stark saure Bedingun-
gen wihrend der Analyse nicht auftreten. Fiir viele Analyten
ist es jedoch notwenig, stabile *C- oder *"N-Markierungen
einzubringen, wozu oft mehrstufige Synthesen erforderlich
sind, die mit mehr oder minder guten Ausbeuten einherge-
hen. Da die isotopenmarkierten Vorstufen meist den groBten
Kostenfaktor darstellen, sind diejenigen Wege zu bevorzu-
gen, bei denen die Markierung erst in den letzten Stufen
eingefiihrt wird, um Verluste von markierten Verbindungen
zu minimieren. So kann ein solcher Syntheseweg, der mog-
licherweise schlechtere Gesamtausbeuten aufweist, einem
Alternativweg vorzuziehen sein, der zwar héhere Ausbeuten
verspricht, bei dem die Markierung aber frither eingebaut
werden muss und daher weniger markierte Endverbindung
bei gleichen Kosten erzeugt (Abb. 8).

Bei der Auswahl der Synthesestrategie ist ebenfalls zu
priifen, ob fiir optisch aktive Zielverbindungen ein stereo-
selektiver Weg notwendig ist. Dies ist vor allem dann von
Bedeutung, wenn wihrend der Analyse enantiomere Umge-
bungen auftreten und von einem racemischen Standard ein

1) D,O/Aceton

2) D,PO,*BF,/D,0

3)H,0
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Weg A Markierung
v
90% 90% 90% 90%
O =@ = W= W= @
GA 90% 81% 73% 65%
AM 100%  91%  81%
Weg B Marljierung
DR @) % (5)%% (@)%% @
GA 80% 64% 51% 41%
AM 100%

Abb. 8 Vergleich der Gesamtausbeute (GA) sowie der Ausbeute an
markiertem Material (AM) zweier Synthesewege zum Zielmolekiil Z.
Weg A ergibt trotz hoherer GA eine niedrigere AM als Weg B, da bei
letzterem die Markierung in einem spéteren Syntheseschritt eingebaut
wurde

Enantiomeres diskriminiert wiirde. Dieser Effekt spielt vor
allem bei der Immunoaffinititschromatografie eine Rolle,
die in der Spurenanalytik immer mehr Verbreitung findet.
Neben dem synthetischen Aufwand sind die Kosten der
isotopenmarkierten Vorstufen zu beriicksichtigen. Deute-
rierte Verbindungen sind in der Regel am kostengiinstigsten
wegen ihrer leichten Herstellungsmoglichkeit sowie ihres
héaufigen Einsatzes als Losungsmittel bei der NMR-Spek-
troskopie. Demgegeniiber sind die oben genannten Nach-
teile der deuterierten Substanzen in Bezug auf die Isoto-
peneffekte abzuwidgen. Aber auch die Preise fiir *C- oder
I5N-Verbindungen sind in letzter Zeit deutlich zuriickgegan-
gen, seitdem die Kapazititen fiir die Gewinnung von '*CO,
sowie "NH; durch Ultrazentrifugen sowie die Syntheseka-
pazitit fiir die darauf basierenden Folgeprodukte zugenom-
men haben. Inzwischen sind die meisten Aminoséduren, viele

Abb. 9 Kalibrierfunktion fiir
100

Monosaccharide und Grundchemikalien sowohl deuteriert
als auch mit *C markiert kommerziell erhiltlich.

1.6 Kalibrierungsverfahren

Wie bei allen Verfahren, die sich eines internen Standards
bedienen, erfolgt die Berechnung des Analytgehalts auch
bei der SIVA iiber eine Kalibrierfunktion. Diese beschreibt
die Beziehung zwischen dem durch Massenspektrometrie
ermittelten Ionenintensitdtsverhéltnis und dem Stoffmen-
genverhéltnis der Isotopologen. Analytisch wird diese Be-
zichung durch die Messung von Standard-Analyt-Mischun-
gen in verschiedenen Verhiltnissen gewonnen. Im idealen
Fall ergibt sich fiir die Kalibrierfunktion eine Nullpunktge-
rade mit der Steigung 1. In der Praxis weisen die Funktionen
aufgrund von spektraler Uberlappung aber Abweichungen
vor allem im Standardunterschuss und -iiberschuss auf. In
Abb. 9 ist eine Kalibrierfunktion fiir den realistischen Fall
berechnet, dass der Standard 2 % unmarkierte Substanz ent-
hélt und natiirliche Isotopologe des Analyten, die ein dem
Standard analoges Signal ergeben, 5% der Analytmenge
betragen.

Im Standardiiberschuss (d. h. bei Stoffmengenverhéltnis-
sen von Standard zu Analyt tiber 10:1) sind es die Anteile an
unmarkiertem Standard und im Standardunterschuss (d.h.
bei Stoffmengenverhéltnissen von Standard zu Analyt unter
1:10) die natiirlichen Isotopomere des Analyten, die Abwei-
chungen von der Linearitit ergeben. Im gezeigten Falle ist
es empfehlenswert, den Bereich der auswertbaren Ionen-
intensitatsverhdltnisse so einzuschrianken, dass die Abwei-
chungen von der Linearitét die Giite des Ergebnisses nicht
wesentlich verschlechtern. Im vorliegenden Falle wire ein
auswertbarer Bereich in einem Standard-Analyt-Verhéltnis
zwischen 0,2 und 5 zu empfehlen.

In manchen Fillen ist jedoch eine Auswertung im nichtli-
nearen Bereich unumgénglich. Dies ist dann gegeben, wenn
bei der Synthese hohere Gehalte an unmarkierter Substanz

eine Isotopenverdiinnungsana-
lyse, bei der der Standard 2 %
unmarkierte Substanz enthalt

und natiirliche Isotopologe des 10
Analyten, die ein dem Standard

analoges Signal ergeben, 5%

der Analytmenge betragen 1

Reale Kalibrierfunktion

0.1 /.“‘ z

Ideale Kalibrierfunktion

Standard und Analyt [n(S)/n(A)]

0.1

Verhaltnis der Signalintensitaten von

1 10 100 1000

Stoffmengenverhaltnis von Standard und Analyt [n(S)/n(A)]
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entstanden sind oder nicht geniigend Markierungen einge-
baut werden konnten. Auch ist es denkbar, dass wegen zu
niedriger Analytkonzentrationen im hohen Standardiiber-
schuss gearbeitet werden muss, um den ,,Carrier-Effekt*
(s.0.) auszuniitzen. Fiir diese Gelegenheiten wurden Nihe-
rungsverfahren entwickelt, die die Kalibrierfunktion unter
Beriicksichtigung oben genannter Ursachen fiir spektrale
Uberlappungen berechnen (Sabot et al. 1988) oder durch
polynomische bzw. hyperbolische Regression aus vorhan-
denen Kalibrierpunkten anndhern (Jonckheere et al. 1983).
Da diese Verfahren ziemlich aufwindig sind, schlugen ver-
schiedene Autoren Linearisierungsmethoden vor, die die
nichtlineare Funktion in eine lineare iiberfiihren. Kiirzlich
verglichen Fay et al. (2001) vier dieser Methoden beim Ein-
satz von [?H,]-Benzaldehyd als IS fiir die Quantifizierung
von Benzaldehyd. Diese Markierung ergibt eine spektrale
Uberlappung von 12%. Die Autoren konnten zeigen, dass
die Methode von Colby und McCaman (1979) keine line-
are Funktion ergab. Durch den Ansatz der mittleren Mas-
sen (Blom 1987) und der Linearisierung durch Einfiihrung
von isotopischen Anreicherungsfaktoren (Staempfli et al.
1994) konnten zwar Geraden erhalten werden, deren Ka-
librierpunkte waren aber sehr inhomogen verteilt. Die
einzige Methode, die eine Kalibriergerade mit homogen
verteilten Kalibrierpunkten ergab, war die Methode von
Bush und Trager (1981), welche bemerkenswerterwei-
se auch nur einfache Rechnungen erforderte. Ein anderes,
aber aufwindigeres Néherungsverfahren ist die sogenannte
,,Bracketing“-Methode (Cohen et al. 1980). Hierbei werden
fiir das lonenintensitatsverhéltnis einer unbekannten Probe
Kalibrierpunkte in geringem Abstand aufgenommen, sodass
sie das lonenintensitétsverhéltnis der Probe einrahmen. Der
Bereich zwischen den Kalibrierpunkten, in dem sich auch
die Probe befindet, wird dabei als linear angenommen.

Neben der Kalibrierfunktion muss fiir die Auswertung
einer SIVA die Menge an zugegebenem Standard genau
bekannt sein. Im Idealfall liegt der Standard in geniigen-
der Menge und Reinheit vor, kann eingewogen und auf die
passende Verdiinnung gebracht werden. Leider sind die
Standardlosungen selten zu 100% rein, nicht unbegrenzt
stabil und kénnen nicht vor jedem Versuch neu eingewogen
werden. Dann muss ihre Konzentration mit herkdmmlichen
Methoden wie der UV-Spektroskopie, GC-FID oder HPLC-
UV bestimmt werden.

2 Anwendungsbeispiele fiir SIVA
in der Lebensmittelanalytik

Die Uberlegenheit der SIVA gegeniiber anderen Analyse-
techniken fiihrte bald dazu, dass sie sich als Referenzme-
thode fiir Analyten in der klinischen Chemie durchsetzte,
bei denen sichere Daten fiir eine eindeutige Diagnose oder
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fiir die Bewertung der Pharmakokinetik entscheidend sind.
Deshalb existieren SIVAs fiir die wichtigsten Arzneimittel,
aber auch fiir Hormone oder Drogen. In die Lebensmittel-
analytik wurden die fiir die klinische Diagnostik und Um-
weltanalytik entwickelten SIVAs vereinzelt iibernommen
und zum Beispiel zur Analytik von verschiedenen Vitami-
nen in Lebensmitteln verwendet (Tabelle 2).

Eine weite Verbreitung der SIVA in der Lebensmittelana-
lytik ist insbesondere in der Aromaanalytik gegeben, bei der
die Fliichtigkeit der Analyten ein besonderes Problem dar-
stellt, das sich durch SIVA sehr gut kompensieren ldsst. Nach
der erstmaligen Verwendung durch Schieberle und Grosch
(1987) zur Quantifizierung von Aromastoffen in Brot wurde
eine Vielzahl von weiteren SIVAs fiir geruchsaktive Verbin-
dungen entwickelt, von denen nur eine Auswahl in Tabelle 2
aufgefiihrt werden kann. In jlingerer Zeit findet dieses Kon-
zept auch Anwendung in der Analytik von Geschmacksstof-
fen (Stark et al. 2006) oder anderen Minorkomponenten in
Lebensmitteln, von denen eine erndhrungsphysiologische
oder technologische Funktion ausgeht (Tabelle 2).

Ein klassisches Gebiet, fiir das sich der Einsatz von SIVA
anbietet, ist die Analytik von Riickstdnden und Kontaminan-
ten, die in der Regel nur in geringen Spuren in Lebensmitteln
enthalten sind und eine weitestgehende Probenaufreinigung
erfordern. Insbesondere seit mehr und mehr LC-MS-Me-
thoden fiir diese Analyten entwickelt werden, ist die Ver-
wendung von isotopenmarkierten internen Standards auch
aus Griinden der Ionensuppression in der Ionenquelle des
LC-MS-Gerits notwendig geworden. Aus diesem Bereich
sind die SIVAs fiir verschiedene Tierarzneimittel in Fleisch
und von Fungiziden und Pestiziden in pflanzlichen Lebens-
mitteln zu nennen (Tabelle 2). Insbesondere in der Pestizid-
analytik werden routineméaBig isotopenmarkierte Standards
eingesetzt. Trotz grofiter kommerzieller Verfiigbarkeit von
markierten Substanzen aus diesem Bereich miissen bei der
Vielzahl von Analyten meist mehrere Verbindungen auf ei-
nen isotopenmarkierten Standard bezogen werden. Die bei-
spielhaft aufgefiihrte Arbeit (Tabelle 2) bestimmt 89 Analy-
ten mit 14 stabilisotopenmarkierten Standards (Ueno et al.
2004).

Auch fiir die Analytik von Kontaminanten werden mehr
und mehr SIVAs entwickelt. Dazu gehdren sowohl klas-
sische Kontaminanten wie Kunststoffadditive, Farbstoffe,
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAKSs),
Dioxine und polychlorierte Biphenyle (PCBs), als auch
toxische Substanzen, die erst bei der Zubereitung von Le-
bensmitteln entstehen, so zum Beispiel Acrylamid, hetero-
zyklische aromatische Amine oder kanzerogene Produkte
aus der Maillard-Reaktion (Tabelle 2). Auch Mykotoxine,
die giftigen sekundéren Stoffwechselprodukte von Schim-
melpilzen, fallen in diese Gruppe. Aufgrund der in der Re-
gel sehr komplexen Strukturen dieser Verbindungen wur-
den bisher nur fiir einige wenige Vertreter aus den etwa
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Tabelle 2 Beispiele fiir Stabilisotopenverdiinnungsanalysen von organischen Spurenkomponenten in Lebensmitteln

Lebensmittel

Analyt(en)

Standard(s)

Literatur

Qualititsgebende Inhaltstoffe von Lebensmitteln:

Vitamine

Aromastoffe (Auswahl)

Geschmacksstoffe

Riickstiinde:
Tierarzneimittel

Fungizide

Pestizide (Beispiel)

Kontaminanten:
Kunststoffaddiditve

Acrylamid

Azofarbstoffe

Dioxine und PCBs

Flammschutzmittel

Polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe (PAK)

Kanzerogene aus der
Maillard-Reaktion

Mykotoxine (Auswahl)

Speisedl

Milch

Milch

Milchpulver, Reis, Apfelsaft

Gemiise, Muskelfleisch,
Getreide, Orangensaft

Milch

Brot

Honig, Kaffee, Tee, Bier
Haselniisse

Trauben, Rotwein
Kaffee, Kakao

Muskelfleisch
Muskelfleisch
Muskelfleisch
Muskelfleisch
Milchpulver

Eier, Fleisch

Pflanzliche Lebensmittel

Pflanzliche Lebensmittel

Fetthaltige Lebensmittel
Kise, Fleisch, Fisch, Kuchen
Babynahrung, Fruchtsifte
Babynahrung, Pesto

Kekse, Brot, Oblaten, Niisse
Kartoffelchips, Butterkekse
Kaffee, Kakao

Chilipulver, Wurst, Toma-
tensauce

Fleisch, Fisch, Milch

Fleisch, Ol

Geréucherte Lebensmittel,
0l

Kaffee, Bier, Malz, Kakao,
Kartoffelchips

Fleisch

Mais

Apfelsaft

Kaffee, Wein, Gewiirze,
Rosinen

Weizen, Mais
Haferflocken

Cornflakes, Tortilla-Chips
Niisse, Mais, Gewiirze

Natiirliche Minorkomponenten:

Leinsamen
Ferulasiure, Kaffeesdure
Dityrosin

a-Tocopherol
Pyridoxol, Vitamin By
Vitamin C
Pantothenséure

Folate

Niacin

2-Acetylpyrrolin
B-Damascenon
5-Methyl-(E)-2-hepten-4-on
(Filberton)

B-Ionon
N-Phenylpropenoyl-L-Amino-
sduren

Ipronidazol
Sulfonamide
Diethylstilbéstrol
Benzylpenicillin
Chloramphenicol
Nitroimidazol-Derivate
Dithiocarbamate

89 Pestizide

Phthalate, Citrate

Di-(2-ethylhexyl)-Adipat (DEHA)

2-Ethyl-Hexansédure

Epoxidiertes Soyabohnendl
(ESBO)

Acrylamid
Acrylamid
Acrylamid

Sudan I, II, III, IV, Sudan Para-
Red

Polychlorierte Dibenzo-p-
Dioxane, Dibenzo-Furane und
Biphenyle

Polybromierte Diphenylether
19 PAKs

Di- und Trihydroxy-Benzol-
Derivate

Heterozyklische Amine
Fumonisin B,

Patulin (PAT)
Ochratoxin A (OTA)

Deoxynivalenol

T2-Toxin, HT2-Toxin
Zearalenon (ZEA)

Aflatoxin (AF) B, By, G, G,

Lignane
Hafer
Weizen

[2H],3-a-Tocopherol
[?H]s-Pyridoxol
[*CJs-Vitamin C
[3Cs,'*N]-Pantothenséure
[*H,]-Analoga

[?H,4]-Nikotinsdure
[*H],.5-2-Acetylpyrrolin
[’H]-Analoges
[2H],-Filberton

[*H];-B-Ionon
[’H]-Analoga

[2H];-Ipronidazol
[*Cls-s-Analoge
[*H],- Diethylstilbostrol
[3C],-Benzylpenicillin
[*H]s-Chloramphenicol
[’H];-Analoga
[?H]-Analoge

14 [°H]- bzw. [*C]-Analoge

[*H],-Analoge
[2H4]-DEHA

[*H];s-2 Ethyl-Hexans#ure
[°C]is-ESBO
[3C]s-Acrylamid
[3Cl;-Acrylamid
[BCl;-Acrylamid
[*H]¢-Analoga

[*C]-Analoge

[3C]i,-Analoge
[C]-Analoge

[2H]-Analoge

[*H];-Analoge
[?H];-Fumonisin B,
[3C],-PAT
[*H]5-OTA

[*C]is-DON
[3C]-Analoga
[H],-ZEA
[*H]-AF-B,; [*H],4-AF-G,

[2H], bzw.[*H]s-Analoge
[*C]-Analoga
[3C],-Dityrosin

Thomas et al. 1981
Hachey et al. 1985
Ellerbe et al. 1988
Rychlik 2000
Freisleben et al. 2003

Goldschmidt und Wolf 2007
Schieberle und Grosch 1987
Sen et al. 1991

Pfniir et al. 1999

Kotseridis et al. 1999a
Stark et al. 2006

Garland et al. 1980

Simpson et al. 1985

Covey et al. 1985

Schldsser et al. 1998

Guy et al. 2004

Mottier et al. 2006

Crnogorac und Schwack 2007
Ueno et al. 2004

Castle et al. 1988

Startin et al. 1987

Ellendt et al. 2005

Rothenbacher und Schwack 2007

Riediker und Stadler 2003
Jezussek und Schieberle 2003
Aguas et al. 2006

Mazzotti et al. 2008

Focant et al. 2005

Gomara et al. 2005
Veyrand et al. 2007

Lang et al. 2006

Yamaizumi et al. 1986

Hartl und Humpf 1999
Rychlik und Schieberle 1999
Lindenmeier et al. 2004

Haubl et al. 2006

Asam und Rychlik 2006
Cramer et al. 2007
Cervino et al. 2008

Mazur et al. 1996
Guth und Grosch 1994
Hanft und Kohler 2005
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300-400 bekannten Mykotoxinen SIVAs entwickelt. Eini-
ge Beispiele sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Ein ausfiihrlicher
Uberblick iiber den Einsatz von SIVAs bei der Analytik von
Mykotoxinen wurde vor kurzem publiziert (Rychlik und
Asam 2008).

3 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Kompensation von Verlusten wihrend der Probenvor-
bereitung sowie von lonisationsunterdriickungen bei der
Massenspektrometrie sind neben verbesserter Spezifitit die
wesentlichen Vorziige der SIVA in der Spurenanalytik. Im-
mer mehr der dafiir erforderlichen isotopologen Standards
werden kommerziell verfiigbar oder sind durch bekannte
Synthesewege herstellbar. Mit geeigneten Standards ist Ka-
librierung und Auswertung der Ergebnisse problemlos mog-
lich. Die wachsende Akzeptanz dieser Methode, vor allem
im Bereich der Anwender der LC-MS, spiegelt sich in einer
Vielzahl von Einsatzbereichen auch in der Lebensmittelana-
lytik wieder. Damit ist die IVA trotz ihrer fast hundertjéhri-
gen Geschichte aktueller denn je und wird auch in Zukunft
ein wichtiges Instrument im Zusammenspiel der spurenana-
lytischen Methoden bleiben.
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