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Ausgangssituation

Zum Ausgleich von Farbverlusten bei der Verarbeitung und Lagerung sowie zur Einfarbung von ansonsten farb-
losen oder andersfarbigen Lebensmitteln konnen Lebensmittel gefarbt werden. Die hierfiir eingesetzten Le-
bensmittelfarbstoffe gelten allerdings als Zusatzstoffe und missen nach EU-Norm mit einer E-Nummer kennt-
lich gemacht werden. Neben dem erlaubten Zusatz von Lebensmittelfarbstoffen hat es in der Vergangenheit
aber immer wieder VerstoRe gegeben, die eine Nichtkenntlichmachung des Zusatzes von Farbstoffen zu Le-
bensmitteln bzw. die Verwendung nichtzugelassener und toxischer Verbindungen (z. B. Bleimennige und Su-
danrot in Paprikapulver) umfassten. Hierzu zahlt auch der unerlaubte Einsatz von in der Textilindustrie genutz-
ten Reaktivfarbstoffen (Azofarbstoffen) zur Rotfarbung von Lebensmitteln, die in Gewdrzpraparaten und far-
benden Lebensmitteln fir die Verwendung in Fleischerzeugnissen gefunden wurden.

Reaktivfarbstoffe werden fiir die Textilfarbung eingesetzt und besitzen das Potential, Gber reaktive funktio-
nelle Gruppen, den sog. Reaktivankern, kovalent an Lebensmittelbestandteile zu binden. Wahrend die fir Le-
bensmittel zugelassenen Azofarbstoffe durch Extraktion aus der Lebensmittelmatrix isoliert und nachgewiesen
werden kdnnen, ist dies bei gebundenen Reaktivfarbstoffen nicht méglich.

Im Rahmen des IGF-Vorhabens 19637 N wurden bereits Methoden zum analytischen Nachweis von roten und
violetten Reaktivfarbstoffen mit einem Reaktivanker in Lebensmitteln mit den Schwerpunkten Gewiirzextrakte
und Fruchtkonzentrate sowie Fleisch- und Wurstwaren entwickelt und 21 verdachtige Farbstoffpraparate un-
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tersucht. In 11 dieser Proben konnten Reaktivfarbstoffe und in 6 weiteren Proben Monascus-Pigmente nach-
gewiesen werden. Diese Befunde verdeutlichen die aktuelle Prasenz von Reaktivfarbstoffen sowie weiteren
nichtzugelassenen Pigmenten auf dem Weltmarkt.

Mit den entwickelten Methoden ist es allerdings noch nicht moglich, die gesamte Strukturvielfalt von potenti-
ellen Farbstoffverfalschungen nachzuweisen. Ziel des Forschungsvorhabens war es daher, auf den Ergebnissen
des IGF-Vorhabens 19637 N aufbauend, die entwickelten Analysenmethoden zum Nachweis von Reaktivfarb-
stoffen zu erweitern, um auch fir die seinerzeit nicht eindeutig nachweisbaren Substanzen geeignete Nach-
weisverfahren zur Verfliigung zu stellen. Neben roten und violetten Reaktivfarbstoffen der Azo-Klasse sollten
auch bifunktionelle Reaktivfarbstoffe mit Ankergruppen auf beiden Seiten der Azobriicke sowie blaue Reaktiv-
farbstoffe aus weiteren Farbstoffklassen nachweisbar sein. Im Speziellen sollte zunachst die entwickelte pho-
tometrische Schnellmethode zur Priifung von farbenden Rohstoffen fiir die Lebensmittelproduktion erweitert
und die Datenbank der *H-NMR-spektroskopischen Fingerprintanalyse aufgestockt werden, um eine umfang-
reiche Datengrundlage fir die Farbstoffidentifizierung zur Verfiigung zu haben. Des Weiteren sollte eine Fort-
entwicklung der LC-ESI-MS/MS-Methodik stattfinden.

Forschungsergebnisse

Die photometrische Schnellmethode zur Authentizitatspriifung von farbenden Lebensmittelrohstoffen wurde
erfolgreich fiir die Anwendung auf weitere Farbtdne und Farbstoffklassen fortentwickelt. Hierzu wurden 345
Referenzproben gesammelt und ihre UV/Vis-Spektren unter verschiedenen Bedingungen aufgenommen. Auf
dieser Grundlage konnen unbekannte Farbstoffe mit einer Genauigkeit von 99,4 % mittels Random Forest klas-
sifiziert und das Vorhandensein deklarierter Inhaltsstoffe tGberpriift werden. Darlber hinaus wurde ein FlieRR-
schema entwickelt, das mit Hilfe eines visuellen Vergleichs der Farbstoffeigenschaften in verschiedenen Lo-
sungsmitteln fiir eine schnelle Begutachtung von Farbstoffproben genutzt werden kann.

Die Datenbank fiir die *H-NMR-spektroskopische Fingerprintanalyse zur Identifizierung von Reaktivfarbstoffen
wurde auf nun insgesamt 146 Referenzfarbstoffe erweitert und um J-resolved 'H-NMR-Spektren erginzt, die
eine detailliertere Differenzierung Uberlappender Signale ermdglichen. Mit Hilfe von Matrixkorrelationsme-
thoden findet ein Abgleich eines Probenspektrums mit der Datenbank statt, sodass der abschlieBende Ver-
gleich auf die Referenzen mit der gréRten Ubereinstimmung zur Probe beschrinkt werden kann. Zusétzlich
wurde mit Hydroxyprolin eine geeignete Markersubstanz mit spezifischen NMR-Signalen und guten Bindungs-
eigenschaften ermittelt, die den Nachweis aktiver Reaktivanker ermdoglicht. Dadurch kénnen auch Reaktivfarb-
stoffe, die nicht in der Datenbank enthalten sind, (iber ihre reaktiven Eigenschaften als solche identifiziert wer-
den.

Fiir den Nachweis mittels LC-MS wurden charakteristische Spaltprodukte von Reaktivfarbstoffen verschiede-
ner Farbstoffklassen ermittelt. Nach reduktiver Spaltung mit Zinn(ll)-chlorid konnten mittels LC-ESI-MS/MS
beispielsweise 1-Aminoanthrachinonsulfonsdure und 1,4-Diaminohydroanthrachinonsulfonsaure als Marker-
verbindungen fir Anthrachinonfarbstoffe oder Sulfophthalimide als Marker fiir Phthalocyanine identifiziert
werden. Dieser indirekte Nachweis von ungebundenen Reaktivfarbstoffen gelang auch nach Anwendung en-
zymatischer Methoden. Fiir gebundenen Farbstoff erwies sich jedoch die o.g. reduktive Spaltung am geeig-
netsten.

Fiir den Nachweis von bifunktionellen Reaktivfarbstoffen, die potentiell keine extrahierbaren und mittels LC-
ESI-MS/MS nachweisbaren Spaltprodukte bilden, wurden zwei Losungsansatze im Projekt erprobt. Als vielver-
sprechendere Strategie erwies sich ein enzymatischer und nasschemischer Verdau von Protein- und Kohlen-
hydratmatrizes. Die so freigesetzten Reaktivfarbstoffe, die weiterhin an mono- und oligomeren Aminosduren
und Sacchariden gebunden sind, sind im Anschluss mittels LC-ESI-TOF-MS/MS detektierbar. Fir proteinhaltige
Matrizes wurden vor allem Lysin- und Histidin-Farbstoffkonjugate nachgewiesen, wahrend fiir Kohlenhydrat-
matrizes Oligosaccharid-Konjugate mit unterschiedlichen Kettenlangen vorlagen.
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Des Weiteren wurden innerhalb der Projektlaufzeit verschiedene verdachtige Farbstoffproben analysiert, die
im auBereuropaischen Raum vermarktet wurden, vorgeblich rein natirlichen Ursprungs waren, jedoch durch
ihre ungewohnlich hohe Farbstabilitat auffielen. Mit Hilfe der entwickelten Methoden konnten Reactive Red
141 und Reactive Blue 21 in diesen Proben nachgewiesen werden, was zeigt, dass die Methoden fir einen
zuverladssigen Nachweis von Reaktivfarbstoffen weiterhin fiir die Aufrechterhaltung des Verbraucherschutzes
erforderlich sind.

Wirtschaftliche Bedeutung

Lebensmittelfarbung spielt in fast allen Bereichen der Lebensmittelindustrie eine wichtige Rolle, wie z.B. bei
den Herstellern von StiRwaren, Milchprodukten, bei Speiseeis, Fischerzeugnissen, wie Surimi, oder Fleischwa-
ren. Wahrend kilnstliche Farbstoffe von vielen Verbrauchern mit diversen gesundheitsschadlichen Eigenschaf-
ten in Verbindung gebracht werden, sind natirliche Farbstoffe und farbende Lebensmittel zunehmend nach-
gefragt. In technologischer und 6konomischer Hinsicht sind Letztere allerdings oft von Nachteil, da die kiinst-
lichen Farbstoffalternativen zumeist die glinstigere, stabilere und effizientere Lésung darstellen. Lebensmittel-
hersteller stehen vor der Herausforderung, ein optisch ansprechendes, farbstabiles und kostengiinstiges Pro-
dukt zu erzeugen, das dariber hinaus noch den Verbraucherwunsch der Natirlichkeit erfiillen soll.

Fiir Unternehmen kann die unwissentliche Verarbeitung unzuldssiger Farbstoffe zu einem gravierenden Ver-
trauensverlust bis hin zu existenzbedrohenden Imageschaden fihren. lllegale Reaktivfarbstoffe konnen beim
Verzehr zu gesundheitlichen Schaden fuhren. Gleiches gilt fiir deren Begleitstoffe, wie z.B. kanzerogene aro-
matische Amine als Syntheseriickstande oder technische Hilfsstoffe, wie Aufzugs- und Fixiermittel, die ggf. fur
den Einsatz im Textilfarbeprozess zugesetzt wurden. Die Erweiterung der bestehenden Analysenmethoden
dient gleichermalRen dem Schutz der Unternehmen vor finanziellen Schaden durch Riickrufaktionen wie dem
gesundheitlichen Verbraucherschutz.
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