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Ausgangssituation:

Das Kaufverhalten der Verbraucher wird bei
Lebensmitteln in hohem Mal3e durch das Aus-
sehen und die Farbe der Produkte beeinflusst,
da hiermit subjektive Qualitatsmerkmale, wie
Frische, Schmackhaftigkeit und Haltbarkeit,
verknlpft werden. Zum Ausgleich von Farb-
verlusten bei der Verarbeitung und der Lage-
rung sowie zur Einfdrbung von ansonsten
farblosen oder andersfarbigen Lebensmitteln
kénnen Lebensmittel gefarbt werden. Wenn
Lebensmittelfarbstoffe eingesetzt werden,
gelten diese allerdings als Zusatzstoffe und
mussen nach EU-Norm mit einer E-Nummer
kenntlich gemacht werden. Neben dem er-
laubten Zusatz von Lebensmittelfarbstoffen
hat es in der Vergangenheit aber immer wie-
der VerstoRe gegeben, die eine Nichtkennt-
lichmachung des Zusatzes von Farbstoffen zu
Lebensmitteln bzw. die Verwendung nichtzu-
gelassener und toxischer Verbindungen (z. B.
Bleimennige und Sudanrot in Paprikapulver)
umfassten. In jingster 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 Ge-
wirzpraparate und farbende Lebensmittel fir
die Verwendung in Fleischerzeugnissen (z. B.
in Brihwirsten und Kochpdkelwaren), die mit
farbender Wirkung durch betalain- oder ant-
hocyanhaltige Pflanzenextrakte ausgelobt
wurden, jedoch fiir diese sekundaren Pflanze-
ninhaltsstoffe eine sehr ungewdhnliche Stabi-
litdt bezogen auf pH-Wert, Hitze- und Lichtein-
fluss aufwiesen. Der analytische Nachweis
dieser Stoffe ist schwierig, da der Farbstoff an
eine Matrix aus I6slichen Polysacchariden (u.
a. Maltodextrinen und Pektinen) gebunden ist.

Bislang fehlten zuverlassige Methoden, um
gebundene Azofarbstoffe zweifelsfrei und
quantitativ in den als nattirlich deklarierten Ex-
trakten bestimmen zu konnen. Sollten diese
Reaktivfarbstoffe in das Endprodukt gelangen,
drohen Herstellern existenzbedrohende Ima-
geschaden, von denen insbesondere KMU be-
troffen sind.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, geeig-
nete Methoden zum analytischen Nachweis
von Reaktivfarbstoffen in Lebensmitteln mit
den Schwerpunkten Gewiirzextrakte und
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Fruchtkonzentrate sowie Fleisch- und Wurst-
waren zu entwickeln. Es sollten Kenntnisse zur
chemischen Zusammensetzung dieser Reak-
tivfarbstoffe gewonnen werden, da es sich um
komplexe Reaktionsgemische handelt, die ne-
ben dem eigentlichen Farbstoff auch Synthe-
senebenprodukte (Farbstoff Kongenere) und
anorganische Bestandteile enthalten. Insbe-
sondere sollte fur Betriebe und Handelslabo-
ratorien eine Schnellmethode entwickelt wer-
den, mit der Gewdurzextrakte und Fruchtkon-
zentrate routinemafRig auf das Vorhandensein
von Reaktivfarbstoffen tiberprift werden kon-
nen, um eine Weiterverarbeitung grundsatz-
lich auszuschlieRen. Weiterhin sollten Model-
lumsetzungen mit Proteinen und Polysaccha-
riden erfolgen und die gebildeten Konjugate
chemisch gespalten werden. Auf dieser Basis
sollte ein Nachweisverfahren (Summenme-
thode) entwickelt werden, mit dessen Hilfe ein
sicherer qualitativer und quantitativer Nach-
weis eines Zusatzes von Reaktivfarbstoffen
gefiihrt werden kann.

Forschungsergebnis:

Mit der entwickelten photometrischen
Schnellmethode ist fur lebensmittelproduzie-
rende Unternehmen fortan ein Verfahren ver-
fiigbar, um effizient und mit einfachen Mitteln
die Authentizitait von farbenden Rohstoffen,
wie Rote-Bete-Extrakten oder Gewdlrzpréapara-
ten, umfassend zu prifen. Neben dem Nach-
weis von Reaktivfarbstoffen wird durch die
Schnellmethode zusétzlich der Nachweis un-
zulassiger Monascuspigmente sowie die Klas-
sifizierung von Anthocyanen, Betalainen und
Echtem Karmin zum Beispiel im Rahmen einer
innerbetrieblichen  Wareneingangskontrolle
ermoglicht. Im Speziellen werden dazu die
farbgebenden Eigenschaften einer Farbstoff-
probe unter pH-Variation und Hitzeeinwirkung
photometrisch erfasst und unter Zuhilfen-
ahme multivariater Analysemethoden mit ei-
ner Datenbank an Referenzwerten verglichen.
Fir die Auswertung mittels k~Nearest-Neigh-
bour-Klassifizierung und Linearer Diskrimi-
nanzanalyse in der Praxis stehen mehrere
Moglichkeiten zur Halbautomatisierung zur
Verfiigung, beispielsweise unter Einbezie-
hung einer Tabellenkalkulationssoftware, wie
Excel, oder Statistikprogrammen, wie R oder
MATLAB. Fir einen Methodentransfer kbnnen
somit auf die Anforderungen des Anwenders
zugeschnittene Losungen angeboten werden.
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Bei einem positiven Befund durch die Schnell-
methode kénnen Reaktivfarbstoffe im An-
schluss mit Hilfe einer ergdnzenden 'H-NMR-
spektroskopischen Fingerprintanalyse identi-
fiziert und von kinstlichen Lebensmittelfarb-
stoffen unterschieden werden. Gefundene
charakteristische Signale im 'H-NMR-Spekt-
rum von kinstlichen Farbstoffen werden fir
die Farbstoffidentifizierung genutzt. Diese
konnen zweifelslos einem bekannten kiinstli-
chen (Reaktiv-)Farbstoff zugeordnet werden.
Reaktivfarbstoffe, die bei der Methodenent-
wicklung nicht zur Verfligung standen, kénnen
zudem anhand von charakteristischen Signal-
mustern von Vinylsulfon-basierten Reaktivan-
kern erkannt werden, sofern dieses spezielle
Strukturmerkmal vorhanden ist. Die NMR-
Analytik stellt somit eine optimale Ergdanzung
zur Schnellmethode dar. Die Farbstoffidentifi-
zierung ist zudem bei der Auswahl der geeig-
neten Probenaufarbeitungsstrategie fiir die
quantitative LC-MS-Analyse dienlich.

Fir die weitere qualitative und quantitative
Analyse von Reaktivfarbstoffen in Lebensmit-
teln wurde ein Verfahren zur reduktiven Spal-
tung der Azofarbstoffe und anschlieRenden
Bestimmung der gebildeten Fragmente entwi-
ckelt und validiert. Die Azogruppe der Reaktiv-
farbstoffe wird hydrogenolytisch mit Zinn(ll)-
chlorid umgesetzt. Die dabei entstehenden
frei vorliegenden aromatischen Amine wer-
den anschliel3end mit Hilfe einer Solid-Phase-
Extraktion an einer schwachen Anionenaus-
tauscherphase (bei sulfonierten Spaltproduk-
ten) bzw. an einer starken Kationenaustau-
scherphase (bei nicht-sulfonierten Spaltpro-
dukten) aus dem Reaktionsmedium aufgerei-
nigt und mittels HPLC-ESI-MS/MS sowie
HPLC-FLD bestimmt. Als Summenmethode
werden dabei sowohl gebundene als auch un-
gebundene Farbstoffanteile in farbenden Roh-
stoffen (z. B. Gewlirzzubereitungen, Saftkon-
zentraten) sowie in verzehrfertigen Lebens-
mittelendprodukten (z. B. Wurstwaren) er-
fasst.

Nach der Evaluierung verschiedener FlieBmit-
telsysteme konnte zudem am Beispiel des
Farbstoffes Reactive Red 195 die pH-Zone-Re-
finement-Countercurrent-Chromatographie
erfolgreich angewandt werden. Diese Technik
steht somit fur die Fraktionierung und Struk-
turaufklarung unbekannter Reaktivfarbstoffe
zur Verfligung.
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Zur weiteren Erprobung der Analysenmetho-
den unter moglichst realen Bedingungen
wurde des Weiteren eine Blindvalidierung
durchgefiihrt. Hier konnten unter Kombina-
tion der im Projekt entwickelten Verfahren in
allen Proben die Reaktivfarbstoffe korrekt
nachgewiesen werden. Zusatzlich sind inner-
halb der Projektlaufzeit 21 vorgeblich rein na-
turliche, jedoch unnatirlich farbstabile Farb-
stoffpraparate an den Forschungsstellen ein-
gegangen, die mit Hilfe der entwickelten Me-
thoden eingehend analysiert wurden. Insge-
samt konnten in elf Proben Reaktivfarbstoffe
nachgewiesen werden, wobei sich der verbo-
tene Einsatz auf die gut verfligbaren Farb-
stoffe Reactive Red 120, Reactive Red 195 und
Reactive Red 198 eingrenzen liel3. In sechs
weiteren Proben waren Monascuspigmente
als farbgebende Komponente enthalten. Auf-
fallig ist, dass bei diesen Proben laut Deklara-
tion vermehrt eine Farbung durch Paprikaex-
trakte ausgelobt wurde. Die aufgefiihrten Er-
gebnisse zeigen erneut die Notwendigkeit zu-
verlassiger Nachweismethoden fiur Reaktiv-
farbstoffe in Lebensmitteln auf. Ihr Einsatz ist
im EU-angrenzenden Ausland, wie beispiels-
weise der Tulrkei, offensichtlich nach wie vor
weit verbreitet. Die Thematik ist somit weiter-
hin hoch aktuell. Dartiber hinaus wird verdeut-
licht, dass der unerlaubte Zusatz von Monas-
cuspigmenten ebenfalls einer steigenden Be-
deutung zukommt. Mit den im Projekt ge-
schaffenen Methoden stehen lebensmittelpro-
duzierenden Unternehmen und Handelslabo-
ren kinftig geeignete Verfahren zum Nach-
weis dieser Verfalschungsmittel und zur Ver-
meidung einer Weiterverarbeitung unzulassi-
ger Praparate zur Verfigung.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Um einen sicheren Einsatz farbender Lebens-
mittel und Extrakte zu gewahrleisten, ist es un-
abdingbar, deren Zusammensetzung zweifels-
frei aufklaren zu konnen. Die jlingsten Be-
funde zur Beimischung von nicht zugelasse-
nen Textilfarbstoffen zu Fruchtpigmentextrak-
ten und Gewdlrzpraparaten haben Licken im
analytischen Nachweis dieser Reaktivfarb-
stoffe gezeigt, insbesondere dann, wenn sie in
gebundener Form eingesetzt werden. Diese
Licken zu schlieBen, war primares Ziel des
Forschungsvorhabens.

Von den Ergebnissen profitieren nicht nur die
Hersteller von farbenden Lebensmitteln und
von Gewilirzextrakten, sondern auch eine
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Vielzahl von Betrieben der Fleischwarenin-
dustrie 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 Waren-
eingangskontrolle eine Uberpriifung auf Reak-
tivfarbstoffe durchfiihren.
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