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Ausgangssituation

Das Kaufverhalten der Verbraucher wird bei Lebensmitteln in hohem MaRe durch das Aussehen und die Farbe
der Produkte beeinflusst, da hiermit subjektive Qualitatsmerkmale, wie Frische, Schmackhaftigkeit und Halt-
barkeit, verknlipft werden. Zum Ausgleich von Farbverlusten bei der Verarbeitung und der Lagerung sowie zur
Einfarbung von ansonsten farblosen oder andersfarbigen Lebensmitteln kénnen Lebensmittel gefarbt werden.
Wenn Lebensmittelfarbstoffe eingesetzt werden, gelten diese allerdings als Zusatzstoffe und miissen nach EU-
Norm mit einer E-Nummer kenntlich gemacht werden. Neben dem erlaubten Zusatz von Lebensmittelfarbstof-
fen hat es in der Vergangenheit aber immer wieder VerstoRRe gegeben, die eine Nichtkenntlichmachung des
Zusatzes von Farbstoffen zu Lebensmitteln bzw. die Verwendung nichtzugelassener und toxischer Verbindun-
gen (z. B. Bleimennige und Sudanrot in Paprikapulver) umfassten. In jlingster Zeit verdichten sich die Hinweise
auf einen unerlaubten Einsatz von Reaktivfarbstoffen (Azofarbstoffen) aus dem Textilbereich zur Rot-Farbung
von Lebensmitteln. Es handelt sich u. a. um Gewiirzpraparate und farbende Lebensmittel fiir die Verwendung
in Fleischerzeugnissen (z. B. in Brilhwirsten und Kochpokelwaren), die mit farbender Wirkung durch betalain-
oder anthocyanhaltige Pflanzenextrakte ausgelobt wurden, jedoch fiir diese sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe
eine sehr ungewdhnliche Stabilitdt bezogen auf pH-Wert, Hitze- und Lichteinfluss aufwiesen. Der analytische
Nachweis dieser Stoffe ist schwierig, da der Farbstoff an eine Matrix aus l6slichen Polysacchariden (u. a. Mal-
todextrinen und Pektinen) gebunden ist.
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Bislang fehlten zuverldssige Methoden, um gebundene Azofarbstoffe zweifelsfrei und quantitativ in den als
natiirlich deklarierten Extrakten bestimmen zu kénnen. Sollten diese Reaktivfarbstoffe in das Endprodukt ge-
langen, drohen Herstellern existenzbedrohende Imageschaden, von denen insbesondere KMU betroffen sind.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, geeignete Methoden zum analytischen Nachweis von Reaktivfarbstoffen
in Lebensmitteln mit den Schwerpunkten Gewiirzextrakte und Fruchtkonzentrate sowie Fleisch- und Wurst-
waren zu entwickeln. Es sollten Kenntnisse zur chemischen Zusammensetzung dieser Reaktivfarbstoffe gewon-
nen werden, da es sich um komplexe Reaktionsgemische handelt, die neben dem eigentlichen Farbstoff auch
Synthesenebenprodukte (Farbstoff Kongenere) und anorganische Bestandteile enthalten. Insbesondere sollte
fur Betriebe und Handelslaboratorien eine Schnellmethode entwickelt werden, mit der GewUrzextrakte und
Fruchtkonzentrate routinemaRig auf das Vorhandensein von Reaktivfarbstoffen iberprift werden kénnen, um
eine Weiterverarbeitung grundsatzlich auszuschlieRen. Weiterhin sollten Modellumsetzungen mit Proteinen
und Polysacchariden erfolgen und die gebildeten Konjugate chemisch gespalten werden. Auf dieser Basis sollte
ein Nachweisverfahren (Summenmethode) entwickelt werden, mit dessen Hilfe ein sicherer qualitativer und
quantitativer Nachweis eines Zusatzes von Reaktivfarbstoffen gefiihrt werden kann.

Forschungsergebnis

Mit der entwickelten photometrischen Schnellmethode ist fir lebensmittelproduzierende Unternehmen
fortan ein Verfahren verfligbar, um effizient und mit einfachen Mitteln die Authentizitidt von farbenden Roh-
stoffen, wie Rote-Bete-Extrakten oder Gewiirzpraparaten, umfassend zu priifen. Neben dem Nachweis von
Reaktivfarbstoffen wird durch die Schnellmethode zusatzlich der Nachweis unzuldssiger Monascuspigmente
sowie die Klassifizierung von Anthocyanen, Betalainen und Echtem Karmin zum Beispiel im Rahmen einer in-
nerbetrieblichen Wareneingangskontrolle ermdéglicht. Im Speziellen werden dazu die farbgebenden Eigen-
schaften einer Farbstoffprobe unter pH-Variation und Hitzeeinwirkung photometrisch erfasst und unter Zuhil-
fenahme multivariater Analysemethoden mit einer Datenbank an Referenzwerten verglichen. Fiir die Auswer-
tung mittels k-Nearest-Neighbour-Klassifizierung und Linearer Diskriminanzanalyse in der Praxis stehen meh-
rere Moglichkeiten zur Halbautomatisierung zur Verfiigung, beispielsweise unter Einbeziehung einer Tabellen-
kalkulationssoftware, wie Excel, oder Statistikprogrammen, wie R oder MATLAB. Fiir einen Methodentransfer
kénnen somit auf die Anforderungen des Anwenders zugeschnittene Lésungen angeboten werden.

Bei einem positiven Befund durch die Schnellmethode kénnen Reaktivfarbstoffe im Anschluss mit Hilfe einer
ergdnzenden *H-NMR-spektroskopischen Fingerprintanalyse identifiziert und von kiinstlichen Lebensmittel-
farbstoffen unterschieden werden. Gefundene charakteristische Signale im *H-NMR-Spektrum von kiinstlichen
Farbstoffen werden fiir die Farbstoffidentifizierung genutzt. Diese kdnnen zweifelslos einem bekannten kiinst-
lichen (Reaktiv-)Farbstoff zugeordnet werden. Reaktivfarbstoffe, die bei der Methodenentwicklung nicht zur
Verfligung standen, kénnen zudem anhand von charakteristischen Signalmustern von Vinylsulfon-basierten
Reaktivankern erkannt werden, sofern dieses spezielle Strukturmerkmal vorhanden ist. Die NMR-Analytik stellt
somit eine optimale Erganzung zur Schnellmethode dar. Die Farbstoffidentifizierung ist zudem bei der Auswahl
der geeigneten Probenaufarbeitungsstrategie fiir die quantitative LC-MS-Analyse dienlich.

Fiir die weitere qualitative und quantitative Analyse von Reaktivfarbstoffen in Lebensmitteln wurde ein Ver-
fahren zur reduktiven Spaltung der Azofarbstoffe und anschlieBenden Bestimmung der gebildeten Fragmente
entwickelt und validiert. Die Azogruppe der Reaktivfarbstoffe wird hydrogenolytisch mit Zinn(Il)-chlorid umge-
setzt. Die dabei entstehenden frei vorliegenden aromatischen Amine werden anschlieend mit Hilfe einer So-
lid-Phase-Extraktion an einer schwachen Anionenaustauscherphase (bei sulfonierten Spaltprodukten) bzw. an
einer starken Kationenaustauscherphase (bei nicht-sulfonierten Spaltprodukten) aus dem Reaktionsmedium
aufgereinigt und mittels HPLC-ESI-MS/MS sowie HPLC-FLD bestimmt. Als Summenmethode werden dabei so-
wohl gebundene als auch ungebundene Farbstoffanteile in farbenden Rohstoffen (z. B. Gewlirzzubereitungen,
Saftkonzentraten) sowie in verzehrfertigen Lebensmittelendprodukten (z. B. Wurstwaren) erfasst.

Nach der Evaluierung verschiedener FlieBmittelsysteme konnte zudem am Beispiel des Farbstoffes Reactive
Red 195 die pH-Zone-Refinement-Countercurrent-Chromatographie erfolgreich angewandt werden. Diese
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Technik steht somit fur die Fraktionierung und Strukturaufklarung unbekannter Reaktivfarbstoffe zur Verfi-
gung.

Zur weiteren Erprobung der Analysenmethoden unter méglichst realen Bedingungen wurde des Weiteren eine
Blindvalidierung durchgefihrt. Hier konnten unter Kombination der im Projekt entwickelten Verfahren in allen
Proben die Reaktivfarbstoffe korrekt nachgewiesen werden. Zusatzlich sind innerhalb der Projektlaufzeit 21
vorgeblich rein nattrliche, jedoch unnatirlich farbstabile Farbstoffprdaparate an den Forschungsstellen einge-
gangen, die mit Hilfe der entwickelten Methoden eingehend analysiert wurden. Insgesamt konnten in elf Pro-
ben Reaktivfarbstoffe nachgewiesen werden, wobei sich der verbotene Einsatz auf die gut verfligbaren Farb-
stoffe Reactive Red 120, Reactive Red 195 und Reactive Red 198 eingrenzen lieR. In sechs weiteren Proben
waren Monascuspigmente als farbgebende Komponente enthalten. Auffillig ist, dass bei diesen Proben laut
Deklaration vermehrt eine Farbung durch Paprikaextrakte ausgelobt wurde. Die aufgeflihrten Ergebnisse zei-
gen erneut die Notwendigkeit zuverlassiger Nachweismethoden fir Reaktivfarbstoffe in Lebensmitteln auf. Ihr
Einsatz ist im EU-angrenzenden Ausland, wie beispielsweise der Tirkei, offensichtlich nach wie vor weit ver-
breitet. Die Thematik ist somit weiterhin hoch aktuell. Dariiber hinaus wird verdeutlicht, dass der unerlaubte
Zusatz von Monascuspigmenten ebenfalls einer steigenden Bedeutung zukommt. Mit den im Projekt geschaf-
fenen Methoden stehen lebensmittelproduzierenden Unternehmen und Handelslaboren kiinftig geeignete
Verfahren zum Nachweis dieser Verfalschungsmittel und zur Vermeidung einer Weiterverarbeitung unzulassi-
ger Praparate zur Verfligung.

Wirtschaftliche Bedeutung

Um einen sicheren Einsatz farbender Lebensmittel und Extrakte zu gewahrleisten, ist es unabdingbar, deren
Zusammensetzung zweifelsfrei aufklaren zu kénnen. Die jlingsten Befunde zur Beimischung von nicht zugelas-
senen Textilfarbstoffen zu Fruchtpigmentextrakten und Gewdlirzprdaparaten haben Liicken im analytischen
Nachweis dieser Reaktivfarbstoffe gezeigt, insbesondere dann, wenn sie in gebundener Form eingesetzt wer-
den. Diese Liicken zu schlieRen, war primares Ziel des Forschungsvorhabens.

Von den Ergebnissen profitieren nicht nur die Hersteller von farbenden Lebensmitteln und von Gew{irzextrak-
ten, sondern auch eine Vielzahl von Betrieben der Fleischwarenindustrie und weiterverarbeitender Branchen,
wie der Milch- und Getrankeindustrie. Kleine Mittelstandische Unternehmen (KMU) kénnen basierend auf der
im Projekt erarbeiteten Schnellmethode mit einfachen apparativen Mitteln (Spektralphotometer) bei ihrer
Wareneingangskontrolle eine Uberpriifung auf Reaktivfarbstoffe durchfiihren.
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