
Bestimmung von freiem und Bestimmung von freiem und 
GesamtGesamt--CholinCholin in Säuglingsnahrung in Säuglingsnahrung 

mittels LCmittels LC--MS/MSMS/MS

EinleitungEinleitung

Was ist Was ist CholinCholin ??
--Quartäre Ammoniumverbindung, die als Mikronährstoff       Quartäre Ammoniumverbindung, die als Mikronährstoff       

zahlreiche Funktionen im menschlichen Stoffwechsel hatzahlreiche Funktionen im menschlichen Stoffwechsel hat

Welche Funktion hat Welche Funktion hat CholinCholin ??
Synthese des Neurotransmitters Acetylcholin Synthese des Neurotransmitters Acetylcholin �� spielt spielt 

eine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung im Gehirneine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung im Gehirn

ErgebnisseErgebnisse

��SpezifitätSpezifität

DieDie IdentifizierungIdentifizierung wirdwird überüber diedie Retentionszeit,Retentionszeit, anhandanhand vonvon dreidrei

charakteristischencharakteristischen MassenübergängenMassenübergängen undund derenderen IntensitätsIntensitäts--

verhältnissenverhältnissen durchgeführtdurchgeführt ..

Krümpel, G., Krümpel, G., KonetzkiKonetzki, J., Becker, E., Kirchhoff E. , J., Becker, E., Kirchhoff E. 

Institut Kirchhoff Berlin GmbH, Institut Kirchhoff Berlin GmbH, AlbestrAlbestr. 3. 3--4, 12159 Berlin4, 12159 Berlin

IKB@institut-kirchhoff.de

Cholin-Standard 90 mg/100g Säuglingsnahrung auf Milchpulverbasis 76 mg/100g
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Phosphocholin

eine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung im Gehirneine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung im Gehirn

--Wichtiger Bestandteil von Wichtiger Bestandteil von MembranphopholipidenMembranphopholipiden

--Methylgruppenüberträger in zahlreichen Methylgruppenüberträger in zahlreichen MetabolismenMetabolismen

--Entscheidend bei der Gehirnentwicklung von Fötus und Entscheidend bei der Gehirnentwicklung von Fötus und 

SäuglingSäugling

Wie kommt Wie kommt CholinCholin vor ?vor ?
--Frei Frei 

--Verestert in Form von Acetylcholin sowie die Verestert in Form von Acetylcholin sowie die PhospatesterPhospatester

PhosphatidylcholinPhosphatidylcholin, , PhosphocholinPhosphocholin, , GlycerophosphocholinGlycerophosphocholin, , 

SphingomyelinSphingomyelin

--Häufigste Häufigste Form von Form von CholinCholin in Lebensmitteln:  in Lebensmitteln:  

PhosphatidylcholinPhosphatidylcholin

Wo kommt Wo kommt CholinCholin vor ?vor ?
-- In Zahlreichen NahrungsmittelnIn Zahlreichen Nahrungsmitteln

-- CholinreichCholinreich: Milch, Eier, Fleisch, Weizenkeime: Milch, Eier, Fleisch, Weizenkeime

-- Wird Wird vom Körper  aus den Aminosäuren Methionin und Serin   vom Körper  aus den Aminosäuren Methionin und Serin   

hergestellthergestellt, meist jedoch in unzureichender Menge, deshalb ist , meist jedoch in unzureichender Menge, deshalb ist 

die zusätzliche Aufnahme mit der Nahrung erforderlich die zusätzliche Aufnahme mit der Nahrung erforderlich 

-- Für Säuglinge ist eine Aufnahme über die Nahrung Für Säuglinge ist eine Aufnahme über die Nahrung 

erforderlich, deshalb ist für Säuglingsnahrungerforderlich, deshalb ist für Säuglingsnahrung

gemäß gemäß Diätverordnung ein Zusatz sowie die Diätverordnung ein Zusatz sowie die 

Mengenkennzeichnung Mengenkennzeichnung vorgeschriebenvorgeschrieben

Z i e lZ i e l
EtablierungEtablierung einereiner validenvaliden undund routinetauglichenroutinetauglichen

MethodeMethode zurzur BestimmungBestimmung vonvon CholinCholin inklusiveinklusive derder

ImIm RahmenRahmen derder MethodenentwicklungMethodenentwicklung wurdewurde gezeigt,gezeigt, dassdass mitmit

denden optimiertenoptimierten ParamternParamtern nebenneben freifrei vorliegendemvorliegendem CholinCholin auchauch

diedie fürfür SäuglingsnahrungSäuglingsnahrung relevantenrelevanten CholinesterCholinester erfassterfasst werdenwerden..

LinearitätLinearität

DreifachDreifach DotierungenDotierungen analytarmeranalytarmer MatrixMatrix aufauf dreidrei

KonzentrationsniveausKonzentrationsniveaus zeigenzeigen diedie LinearitätLinearität imim ArbeitsbereichArbeitsbereich

zwischenzwischen 2020--200200 mg/mg/100100gg..

* Referenzmaterial (NIST SRM 1846)

Quantifier 104 -> 60 Interner Standard 108 ->60 Quantifier 104 -> 60 Interner Standard 108 ->60
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Gycerophosphocholin

FeiesFeies CholinCholin GesamtGesamt--CholinCholin

�� RichtigkeitRichtigkeit
(Wiederfindung)(Wiederfindung)

97 %97 % 96 % *96 % *

�� WiederholpräzisionWiederholpräzision
(V(VKK / / HorratHorrat))

1,1 % / 0,41,1 % / 0,4 1,4 % / 0,51,4 % / 0,5

�� LaborinterneLaborinterne
VergleichspräzisionVergleichspräzision

4,9 %4,9 % 3,3 %3,3 %

�� MessunsicherheitMessunsicherheit 15 %15 % 20 %20 %
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Sphingomyelin

Acetylcholin

Phosphatidylcholin

MethodeMethode zurzur BestimmungBestimmung vonvon CholinCholin inklusiveinklusive derder

verestertverestert vorliegendenvorliegenden relevantenrelevanten VerbindungenVerbindungen inin

SäuglingsnahrungSäuglingsnahrung..

Prinzip der MethodePrinzip der Methode

DasDas ProbenmaterialProbenmaterial wirdwird unterunter ErwärmenErwärmen wässrigwässrig
extrahiertextrahiert.. ZurZur BestimmungBestimmung desdes GesamtGesamt--CholinCholin--GehaltesGehaltes
wirdwird einein SäureaufschlussSäureaufschluss mitmit SalzsäureSalzsäure durchgeführt,durchgeführt,
gefolgtgefolgt vonvon einemeinem enzymatischenenzymatischen AufschlussAufschluss mittelsmittels
PhospholipasePhospholipase.. DieDie DetektionDetektion erfolgterfolgt mittelsmittels LCLC--MS/MSMS/MS imim
ESIESI––(+)(+)––ModusModus anan einereiner polarpolar modifiziertenmodifizierten RPRP--Phase,Phase, mitmit
anschließenderanschließender QuantifizierungQuantifizierung nachnach derder MethodeMethode desdes
InternenInternen StandardsStandards mitmit HilfeHilfe vonvon isotopenmarkiertemisotopenmarkiertem
CholinCholin (Cholin(Cholin--DD44))..

* Referenzmaterial (NIST SRM 1846)

FazitFazit

DieDie MethodeMethode istist sehrsehr gutgut fürfür diedie RoutineanalyseRoutineanalyse vonvon

ErzeugnissenErzeugnissen aufauf MilchMilch-- undund MilchpulverbasisMilchpulverbasis

geeignetgeeignet.. DurchDurch diedie DetektionDetektion mittelsmittels MS/MSMS/MS istist eineeine

hohehohe SelektivitätSelektivität undund SensitivitätSensitivität gegebengegeben.. DiesDies istist

einein entscheidenderentscheidender VorteilVorteil zuzu alternativenalternativen

AnalysenprinzipienAnalysenprinzipien..

InsbesondereInsbesondere imim VergleichVergleich zurzur enzymatischenenzymatischen undund

biochemischenbiochemischen MethodeMethode istist diedie deutlichdeutlich größeregrößere

RobustheitRobustheit dieserdieser MethodeMethode hervorzuhebenhervorzuheben..

�� DieDie vorgestelltevorgestellte MethodeMethode istist richtig,richtig, präzise,präzise,

robustrobust undund routinetauglichroutinetauglich..

Literatur: P. Andrieux et al, J. AOAC Int. 2008, 91, 777


