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Ziel des Projekts

Da Sudanrot I-1V, 7B, B, Sudanorange G und Pararot fettlésliche Farbstoffe sind,
die Lebensmitteln unerlaubt zugesetzt werden kénnen, wurde eine schnelle
HPTLC-Methode zu deren Nachweis in Gewirzen, SoRen, Pasten und Palmol
entwickelt.

Methoden / Experimente / Resultate

Die beste Trennung wurde auf Coffein-impragnierten NANO-SIL-PAH HPTLC-
Platten (FlieBmittel: Isohexan - Methylethylketon 5:1, (v/v)) erreicht. Die
Nachweisgrenzen liegen im Bereich von 1,7 - 3,2 ng/Spot. Fur Kurkumapulver,
Ole, Pasten und SoRen wurde keine Aufreinigung bendétigt, da die Basislinie
schon frei von Matrixstérung war. Bei Paprika- und Chilipulver ist nach der
Entwicklung eine 4-minitige Bestrahlung unter UV-Licht vonnéten. Die hdchste
Nachweisgrenze (10 ppm) erhalt man fur Gewdirzpulver. Diese ist im Hinblick auf
die zu erwartenden Zusadtze zur gewinschten Farbkorrektur der Produkte
ausreichend. Parallel wurde eine Screeningmethode (38 Proben gleichzeitig)
entwickelt. Im Vergleich mit einer kirzlich verdffentlichten HPLC-Methode ist die
guantitative bzw. Screnning-HPTLC-Methode um den Faktor 2 bzw. 4 billiger und
um den Faktor 25 bzw. 75 schneller. Funde von Azofarbstoffen kénnen durch
UV/Vis-Spektren, Massenspektren - die online HPTLC-HPLC-MS-Kopplung
wurde zum ersten Mal vorgestellt - und ein zweites chromatographisches System
unterschiedlicher Selektivitdt (C18-Saule versus Kieselgelplatte) leicht bestétigt
werden. All diese Absicherungen bietet je nach Anforderung ein einziger HPTLC-
Lauf.
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1] Sudanrot Il

v Sudanrot IV

AAS Atomic Absorption Spectroscopy
(Atomabsorptionsspektrometrie)

ACN Acetonitril

ADC2 Automatic Devolpment Chamber 2 (Automatis&mwicklungs-
kammer)

API Atmospheric Pressure lonization (lonisationen Atmospharendruck)

ATS4 Automatic TLC Sampler 4 (Automatische Prabgomat)
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CAS Chemical Abstracts Service

C.l. Colour Index
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ELSD Evaporating Light Scattering Detector
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GPC Gel permeation chromatography
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HPLC High Performance Liquid Chromatography
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IARC International Agency for Research on Cancer
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IS Interner Standard

IUPAC International Union of Pure and Applied Chsiny
(Internationale Union fir reine und angewandbei@Gie)

k. A. keine Angabe

KG Kieselgel

Amax Absorptionsmaximum

LC Liquid Chromatography

(Flissigchromatographie)
Lf Luftfeuchtigkeit
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1. Einleitung

1.1 Problematik, Europaischer Uberblick

Sudanfarbstoffe sind synthetische Substanzen, Oerwiegend verwendet werden, um
Schmiermittel, fettlésliche Insektizide, Holzschmiitel, Poliermittel, Wachs usw.
anzufarben. Sudan® ist ein Warenzeichen der BAFF. |

Wegen ihrer intensiv orangeroten Farbe werden diesdbstoffe auch seit langem in
Lebensmitteln eingesetzt, besonders in Chilipulv&®ie internationale Agentur fir
Krebsforschung (International Agency for ReseansiCancer, IARC) hat Sudanrot I-IV und
Sudanrot 7B als Karzinogene der Kategorie 3 eindffeddiese Kategorie enthalt alle Stoffe,
die mdglicherweise krebserzeugendes PotenzialzZieesitber nicht endgiltig beurteilt werden
konnen. Deshalb ist ihre Anwendung als Zusatzntigeitzutage weltweit verboten. [2]

1.1.1 Sudanfarbstoffe 1 : eine beriihmte Fallstudie

Am 7. Mai 2003 wurde die Franzdsische Behorde fiébdnsmittelsicherheit (Agence
francaise de seécurité sanitaire des aliments, AFS8#n der Generaldirektion flr
Wettbewerb, Konsum und Betrugsahndung (Directionégeile de la concurrence, de la
consommation et de la répression des fraudes) um R&isikoauswertung uber das
Vorkommen des Farbstoffs Sudanrot | in Cayennepfeffebeten, der in Fleischwaren
verwendet wurde. [3] Zwei Tage spater wurde Ubes daropaische Schnellwarnsystem
(Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF) aMarnung verbreitet. Das RASFF
wurde 1979 gegriindet, um den Mitgliedsstaaten Mibglichkeit zum Informationsaustausch
uber erforderliche MaRnahmen flr eine garantiertéBrungssicherheit bereitzustellen. [4]

Wahrend die franzosische Regierung MalRnahmen grgnfyen die anderen beteiligten
Lander an, Untersuchungen durchzufiihren. Mehr ueldrmicht zulassige Produkte wurden
gefunden. Bis Juni 2003 war die Lage so ernst, digssEuropaische Kommission sich
entschloss, Eilentscheidungen zu treffen. Am 2hi Jeroffentlichte die Kommission im
Amtsblatt der Europaischen Union ihre Dringlichkenainahmen (2003/460/EG)
hinsichtlich scharfer Chilis und Chilierzeugnis$8] Diese Entscheidung gilt fur scharfe
Chilis und scharfe Chilierzeugnisse der Gattudgpsicum (getrocknet, zerstol3en oder
gemahlen). Die Mitgliedsstaaten missen die Einftdrbieten, sofern nicht mit einem die
Sendung begleitenden Analysebericht nachgewieseh dass das Erzeugnis kein Sudanrot |
enthalt. Geeignete MalRRnahmen miuissen einschliefleeh Entnahme und Analyse von
Stichproben fur Waren ergriffen werden, die zurfi@mn bestimmt sind oder sich bereits im
Handel befinden, um sicher zu stellen, dass sie 8eidanrot | enthalten. Alle verféalschten
Sendungen mussen vernichtet werden. Am 21. Jafd@r 2ind diese NotmalRnahmen (2004
92/EG) fur Sudanrot I, Sudanrot Il und Sudaniétund fur Currypulver in jeglicher Form
in Kraft getreten und am 23. Mai auch fur Kurkunmal éPalmol. [6] [7]

Eine andere bekannte Fallstudie ist z.B., was Amnfa@05 in Italien geschah. Sudanrot |
wurde in einer Lieferung von Worcestersauce aus Rnitannien aufgefunden.
Worcestersauce ist ein Wurzmittel, das in vieladitronellen Gerichten verwendet wird.
Alle Produkte, die Sauce aus dieser Charge erghiefhussten zurtickgerufen werden. Bis
Ende Februar 2005 wurden circa 600 Produkte ideietif. Dieser Ruckruf kostete £100'000
(Britische Pfund). Weil jedoch Worcestersauce eifgufige Zutat in der
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Lebensmittelindustrie ist, ist der Verlust aufgrwtet VertrauenseinbuRen fur Fertiggerichte
nicht bezifferbar. [8]

1.1.2  Statistik 2008 bis Ende erstes Halbjahr 2009 gemaRASFF

2008 wurden 43 Falle von Sudanfarbstoffen festfiested 19 im ersten Halbjahr 2009. 29
betreffen Sudanrot | und 25 Sudanrot IV, mit Korteaiionen bis 710 ppm. Meistens wurden
sie in Chili und Currypulver, Wirzmitteln, Tomatet&hup, Palmél und Fertiggerichten
bestimmt, dartber hinaus in Paprika-, Safran- undkémapulver (Tab. 1). Alle nicht
zulassigen Palmole kamen aus Afrika und die meiG@ntrze aus Indien und der Tirkei, die
restlichen aus den Balkanlandern, dem Mittlerene@stOsteuropa, Afrika, China und
Stdamerika. [4]

Tab. 1: Zusammenfassung von durch RASFF registriertde Faicht vollstandig)

Niedrigste Hochste
Produkte Gefundene Herkunft bestimmt.e bestimmt.e
Sudanfarbstoffe Konzentration Konzentration
[Ppm] [Ppm]
Bangladesch,
Polen, Turkei,
Chili, Sudanrot | Indien, Chile, 15 505
Chilierzeugnisse  Sudanrot IV Vereinigte '
Arabische
Emirate
Sudanrot | Polen, Turkei,
Curry Sudanrot IV Indien, 0,7 80
Pararot Portugal
Kurkuma Sudanrot IV Bangla_ldesch, 18 710
Indien
Sudanrot I,
) Sudanrot IV Senegal, Togo
Palmal Sudanorange G| Ghana, Nigeria 0.7 76
Pararot
Safran Sstjléial:lrl]’:)?tl\l/ Portugal 7 90
Tomatenketchup Sudanrot | Georgien 0,4 71
Pararot
China, Turkei,
Wirzmittel, Sudanrot | Albanien, 0.1 416
Fertiggerichte Sudanrot IV Agypten, '
Bolivien

Die vollstandige Liste im Zeitraum von 2008 bis iJRG09 gem& RASFF ist in Tab. 40-42
beigeflugt.
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1.1.3  Aktuelle europaische Gesetzgebung

Die Européische Union verbietet Farbstoffe in Geagiirin der Binnenmarktgesetzgebung,
die sowohl in den 27 Mitgliedsstaaten als aucheinSthweiz angewendet wird. [9]

Die Detailausnahmen der Farbstoffanwendung werdender Verordnung (EG) Nr.
1333/2008 genannt. [10] Darin werden Hauptbegnfifel Grundsétze definiert. Anhang Il
listet die Lebensmittelzusatzstoffe auf und Anhélihgie Lebensmittelzusatzstoffe, -enzyme
und -aromen und ihre Verwendungsbedingungen.

Die Richtlinie 2008/128/EG der Kommission vom 22ezZember 2008 spezifiziert die
Reinheitskriterien flr Lebensmittelfarbstoffe. [1Dgr Farbstoff Gelborange S (E 110) darf
zum Beispiel héchstens 0,5 mg Sudanrot I/kg erghalt

1.2 Farbstoffe
1.2.1  Kurze Entstehungsgeschichte

Seit der Steinzeit werden natirliche Farbstofferweadet, wie verschiedene Felsmalereien
zeigen. Die altesten synthetischen Farbpigmentedevuin Agypten und China entdeckt:
Egyptian Blue und Han Blue (CaCuSig) und Han Purple (BaCugfd,). Aul3erdem wurden
diese Farbstoffe noch in den letzten Jahren niahtwegen ihrer Strukturen sondern auch
wegen ihrer Produktion intensiv studiert. [12]

1856 wollte William Henry Perkin Chinin — die eigei bekannte Behandlung dieser Zeit
gegen Malaria — durch Oxidierung von Allyltoluidmit Kaliumdichromat. Chinin ist von
von Hoffman aus Steinkohlenteer erzeugt wordenkiRerSynthese war nicht erfolgreich.
Diese wurde von Woodward und Doering 88 Jahre spétsgefuhrt. Allerdings hat Perkin
andere Experimente mit Steinkohlenteer weitergéfidus einer Losung von Toluidin und
Anilin in Methanol entstand eine intensiv blaulipbrpurfarbene Losung, die Seide farben
und der Sonne und dem Abwaschen widerstehen koulge;Mauve* oder ,Mauvein®

(Abb. 1).
NH,
N&C}—
NH—§:§\—N/

Abb. 1 : Mauve
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Perkins Erfolg hatte bei vielen anderen Chemikenfmferksamkeit erregt. Verguin entdeckte
1859 das Fuchsin und Griess hat fur die Entwickluher grof3ten synthetischen
Farbstoffklasse derzeit — die Azofarbstoffe — denr@stein gelegt. Die ersten Azofarbstoffe
wurden schon 1861 und 1863 synthetisiert. Die F¢toln durch aufeinanderfolgende
Diazotierung und Azokopplung begannen Caro und B®SF) 1875. Das erste rein
synthetische organische Pigment, von Meldola 188fdeekt und ebenfalls eine
Azoverbindung, wurde Pararot (C.l. Pigment Red éhamnt. Danach synthetisierte man
Pigmentlacke — Ausbildungen von einem Pigment dukcisfallen eines wasserldslichen
Azofarbstoffs mit einem Schwermetallsalz (BgQ@lie Lithol Red R (C.I. Pigment Red 49:1)
von Julius (BASF, 1899), Cyanin (Williams, 1856)etdllkomplexe (Turkey Rot, Graebe
und Liebermann, 1868), Neolahnfarbstoffe (1915), spergierfarbstoffe (1920),

Irgalanfarbstoffe (1949), Wollenfarbstoffe (1951Reaktivfarbstoffe, Farbstoffe fur

Cellulosefaser (1956), usw.

Obwohl heutzutage tausende verschiedene Farbfieffebar sind, werden immer noch neue
Farbstoffe und Pigmente entwickelt, ihr Reaktionshnamismus studiert, ihre Synthese
optimiert und ihre Anwendung ausgeweitet.

1.2.2  Klassifikation
Es gibt verschiedene Mdglichkeiten Farbstoffe asgifizieren.

Zunachst koénnen sie nach ihren chemischen Strukturezwei Gruppen geteilt werden,
organischen oder anorganischen, die sich wiedegrtiefien: natirliche und synthetische
Farbstoffe. Allerdings ist diese zweite Differemmieg nicht immer bedeutend, weil viele
natirliche Farbstoffe synthetisiert werden kdnnen.

Deshalb ist das folgende Kriterium wichtiger: Faolffe sind Farbemittel oder Pigmente.
Pigmente sind kleine Partikel, die in den verweaddt.6se-)Mitteln fast unldslich sind. Mit
anderen Worten bedirfen Pigmente Zusatzstoffen Pddymere in Anstrichmittel oder
Plastik. Andererseits werden Farbemittel auf vaestdnen Materialien (Textilien, Leder,
Haare, Papier usw.) aus einer Lésung, in denendiig oder mindestens zum Teil I6slich
sind.

Farbstoffe werden entsprechend ihren Anwendungsdethoder -feldern klassifiziert, wie
z.B. Farbstoffe fur Laser, LCDs oder in der cheimsc Analyse, Biologie,
Lebensmitteltechnologie usw.

Diese letzten Substanzen kénnen auch unter dem MNghnaktionelle Farbstoffe* gefunden
werden. Dieser Ausdruck beschreibt auf konjugiere®ystemen basierende Chromophore
fur einen anderen Gebrauch als zur Farbung von énasme. Zu den Reaktivfarbstoffen
gehodren farbige Substanzen, die mit einem passefddstrat eine kovalente Bindung
eingehen koénnen. Die reaktive Komponente kann pmiglz aus jeder Farbstoffklasse
stammen, aber in der Praxis bedeutend sind a) dmgodioxazine, b) Aza-annulene, c)
Azofarbstoffe und d) Anthrachinone.

Wenn die Farbstoffe gemald Farbemethoden klasstfigsierden, kann man noch zwischen
anionischen, Direkt- oder Dispergierfarbstoffenenstheiden. Diese werden verwendet, um
beispielsweise Proteine, Zellulose- oder Polyansigifia zu farben.
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Die umfangreichste Datenbank von Farbstoffen umgnEnten ist der ,Colour Index” (C.1.).
Farbstoffe sind in die folgenden Gruppen eingetatbrden: saure, basische, Beiz-,
Dispergier- und naturliche Farbstoffe oder Pigmemntebensmittel- und Lederfarbstoffe;
Direkt-, Schwefel-, Kuipen- und Reaktivfarbstoffe duneine ganze Gruppe
Entwicklungsfarbstoffe einschlie3lich Azo-, Diazodund Azokupplungskomponenten,
Oxidationsbasen, optische Aufheller, ZwischenproeuEntwickler und Reduktionsmittel.
Diese verschiedenen Farbstoffgruppen werden dawch ff@er Farbe klassifiziert: gelb,
orange, rot, violett, blau, griin, braun und schw&eit der 4. Auflage ist der Colour Index
nur im Internet verfigbar. Zu jedem Farbstoff od@igment gehdren zwei Nummern
bezuglich der ,farbigen“ oder ,chemischen* EigeraithEiner, der ,C.lgeneric namg z.B.
C.l. Pigment Red fir Pararot, steht fur das Anwendungsfeld und/ddedie Auftragungs-
oder Farbungsmethode. Der andere, £B. 12070fUr Pararot, ist die Konstitutionsnummer.
Haufig bekommen Substanzen, die als Pigmente unostedfe benutzt werden, dieselbe
Konstitutionsnummer aber — je nach Anwendung —cleeslene Namen.

1.3 Azofarbstoffe

Die untersuchten Farbstoffe, beziehungsweise diusarbstoffe, gehdren zu der Gruppe der
Azofarbstoffe. Wie der Name schon sagt, sind Azidfanffe Substanzen, die eine Azogruppe
(~N=N-) enthalten, an die sich eine Methingrupgereein aromatisches C-Atom anschlief3t.
Gemald der Anzahl ihrer Azogruppen findet man MoBas;, Tris-, usw. Azofarbstoffe. Die
Azogruppen sind meistens an Benzol- oder Naphtager gebunden, manchmal auch an
aromatische Heterozyklen (z.B. Pyrazole) oder avligarbare aliphatische Gruppen (z.B.
3-Oxobutanoat). Interessanterweise werden Azofafflest aul3er Azoxysubstanzen
(-N=N(O)-), in der Natur nicht aufgefunden. Merisde werden sie aufgrund ihrer
komplizierten Strukturen nicht nach ihren IUPAC Nam sondern bei Kurz- oder
Trivialnamen genannt. Azofarbstoffe weisen unten @arbstoffen die gré3te Anzahl und
Produktionsmenge auf.

Fur den Erfolg der Azofarbstoffe gibt es verschremlesrinde. Erstens ist die Synthese
ziemlich einfach — eine Diazotierung von einem g@hiem aromatischen Amin, gefolgt von
einer Azokopplung. Zweitens ist eine grof3e Strukalfalt an Farbstoffen erreichbar und die
molaren Extinktionskoeffizienten sind generell ho8chliellich besitzen die Azofarbstoffe
eine mittlere bis hohe Stabilitat gegen Licht uredi¢htigkeit.

1.4 Methoden zur Bestimmung der fettléslichen Azofarbstffe in Lebensmitteln

Unter den analytischen Methoden um Sudanfarbsinffeebensmittel zu bestimmen, finden
sich Uberwiegend TLC- und HPLC-Methoden. Am héauégswird eine Umkehrphase
verwendet. Jedoch findet man in der Literatur nanige Methoden, die eine optimale
Trennung der Sudanfarbstoffe | bis IV und andereofarbstoffe bieten, und noch weniger
die gleichzeitig in unterschiedlichen Lebensmittairices getestet wurden.
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1.4.1  Analytische Methode zur qualitativen und quantitatven Bestimmung

Die 60 mm Entwicklung der HPTLC-Methode [13] verwen als stationdre Phase RP-18-
Materialien und eine Mischung aus ACN/Ammoniaklapui25%) (95:5, v/v) als mobile
Phase und dauert 12 min. Die Chromatogramme wesltenh visuell, dann mit Multi-
Wellenlange Densitometrie bewertet. Trotz ihrergkfesteten chromatographischen Systeme
war die Trennung von den Paaren Sudanrot 7B — $oddhund Sudanrot B — Sudanrot IV
nicht erfolgreich. ACN/EtOH- (9:1, v/v) und ACN/Wser-Gemische (18:15, v/v) werden
auch in HPTLC-Methoden [14] [15] mit RP-18-Mateealverwendet.

Unter den HPTLC-Methoden auf Kieselgelschichtenddéin man Methode [16]. Diese
verwendet als FlieBmittel Dichlormethan zum Scregrauf Sudanrot I-1V, Sudanrot 7B und
Sudanorange G und n-Hexan/Aceton (80:4, v/v) zeniung der einzelnen Farbstoffe, aul3er
Sudanrot B und IV. In einer 2D-HPTLC-Methode werdlri Pigmente aus Kurkuma und
Metanil Yellow, Farbstoffe Sudanrot | und Sudani¥t untersucht. Die Pigmente aus
Kurkuma und Metanil Yellow werden durch die erstentviidicklung (FlieBmittel:
Chloroform/Methanol  (9:1, wv/v)) und Sudanrot | undudanrot IV mit
Toluol/Hexan/Essigsaure (50:50:1, v/v/v) wahrendzaieeiten Entwicklung (80 cm) getrennt.
Die Auswertung der Chromatogramme wird durch Densétrie ausgefuhrt. [17]
DC-Methode [18] gemal3 dem Schweizerischen Lebeteimith verwendet Toluol oder eine
n-Hexan/Ethylacetat-Mischung (9:1, v/v) auf Kiesglg

Ahnlich wie die HPTLC-Methoden auf RP-18-Materialeverden die meisten HPLC-
Methoden auf Umkehrphase und mit ACN/MeOH oder A@BIsser als mobile Phase
durchgefuhrt.

[19] verwendet HPLC/DAD-Methode mit einer 25 cm dan RP-Amid (C16) Saule zur
quantitativen Bestimmung und eine HPLC/APCI-MS-Meth um positive Befunde
abzusichern. Allerdings dauert die HPLC/DAD-Method8® min (Gradientenmodus mit
ACN/MeOH) und nur Sudanfarbstoff | wird analysiévtit ahnlicher Laufzeit und ahnlichen
Eluenten, aber isokratisch (80:20, v/v), ermdglighhe HPLC/DAD-Methode [20] die
Trennung der Sudanfarbstoffe | — IV auf einer 15langen RP-18 Séaule. Eine HPLC/VIS-
Methode [21] schlagt mit der gleichen mobilen Phaise kiirzere Trennung (9 min) auf einer
25 cm langen RP-18 Saule vor. Diese Methode diecih aur Bestimmung von Pararot und
verwendet eine einzige Wellenlange (506 nm) zuektein.

In Methode [22] kénnen 7 Sudanfarbstoffe mittels LBBDAD (C18-Saule, 25 cm,
ACN/Essigsaure (0,2%), Gradientenmodus) in untéegibhen Lebensmittelmatrices wie
Gewdurze, Wiurzsol3en, Teigwaren und Palmol bestinmdtpositive Befunde mittels HPLC-
MS/MS abgesichert werden. Diese HPLC/DAD-Methodeetgjedoch 57 min.

In den Methoden [23] [24] [25] und [26] werden @adanfarbstoffe | — IV auf C18-Saulen
mittels ACN/Wasser- und ACN/MeOH-Gemischen mit 0igé6 Ameisensaure getrennt.
Nachgewiesene Farbstoffe werden mittels GC-MS {@@] LC-MS/MS [25] abgesichert.
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1.4.2 Extraktionsmethode der Azofarbstoffe in Lebensmittén

Als Extraktionsmittel fur Gewdrze, Wirzmittel una@n werden ACN [13] [20], Aceton
[23] [25], MeOH [17] [23], Ethanol [19], Aceton/ACN [16] [22] und
Aceton/Dichlorethan/MeOH-Mischungen [24] verwend&ie Extraktionsschritte werden
einfach durch Vortexen, Ultraschallbad und/oder heidhausgefihrt. Aul3er Methode [20],
haben die schon zitierten Methoden trotzdem veesigme Extraktion- und
Konzentrierungsschritte. Die Verhaltnisse zwiscMenge der Probe [g] und Extrakt [mL]
reichen von 2:1 bis 1:50. Der Extrakt wird in deristen Fallen direkt eingesetzt. Methoden
[13] und [23] schlagen allerdings eine Aufreinigungtels SPE-Kartuschen vor.

1.5 Aufgabenstellung

Nach der erstmaligen Meldung uber das Schnellwatasy der Europaischen Kommission
Uber Nachweise von Sudanfarbstoffen in verschiadeBezeugnissen, insbesondere in
Gewulrzen mit Chili oder Paprika, sind unterschidddi analytische Methoden entwickelt
worden. Die meisten dienen dem Nachweis der Sudzsitdfe | bis IV in Gewirzen.

Seitdem vermeldet der wdochentliche Bericht des &lblarnsystems noch Funde von
verbotenen Farbstoffen in Lebensmitteln, aber metdie Sudanfarbstoffe | bis IV, sondern
auch andere Azofarbstoffe wie Pararot, SudanrotSBgdanrot 7B und Sudanorange G.
Nebenbei sind diese Farbstoffe auch in anderen risshigteln als in Chiliprodukten
nachweisbar: Palmdle, Gewilrzmischungen, Sol3en usw.

Aus diesem Grund sind neue oder verbesserte astlgtiMethoden nétig. Diese sollen dazu
geeignet sein sowohl um eine Vielzahl an Proberhnageisen (Screening-Methode) als
auch um positive Befunde zu quantifizieren und erfrufen.

Zusatzlich zu den schon vorhandenen Methoden sedledArbeit mittels moderner Planar-
Chromatographie eine alternative Losung zu diesebl@matik bieten. So soll eine
analytische, maoglichst kosten- und zeitsparende WdRPWethode entwickelt und diese,
soweit moglich, validiert werden.

1.6 Untersuchte Farbstoffe

Fur diese Arbeit sind acht verschiedene fettloslidéizofarbstoffe gewahlt worden, die nach
RASFF Statistik (siehe 1.1.2) am haufigsten nachegem wurden: Sundanrot I-IV, Sudanrot
7B, Sudanrot B, Sudanorange G und Pararot.

Tab. 2 und 3 listen die untersuchten Farbstoffe [2uf




Tab. 2 : Sudanrot |-V

Sudanfarbstoffe Sudanrot | Sudanrot Il Sudanrot Il Sudanrot IV
Farbindex Name Solvent Yellow 14 Solvent Orange 7 Solvent Red 23 olvéht Red 24
Farbindex N° 12055 12140 26100 26105

Summenformel GieH12N20 C1gH16N20 C22H16N4O C24H20N4O
CAS-Nummer 842-07-9 3118-97-6 85-86-9 85-83-6
Molare Masse 248.10 276.13 352.13 380.16
[g/mol]
orangefarbener braunlich-orangefarbenes

Beschaffenheit

rotbraunes Pulver

dunkelrotbraunes Pulver

kristalliner Feststoff Pulver
N N
Strukturformeln N _N
N
HO.




Tab. 3 : Sudanrot B, Sudanrot 7B, Sudanorange G und Pararot

Sudanfarbstoffe Sudanrot B Sudanrot 7B Sudanorang& Pararot
Summenformel GaH20N4O C24H21Ns C12H10N202 C16H11N303

Farbindex Name Solvent Red 25 Sovent Red 19 Solvent Orange 1 RPigRed 1
Farbindex N° 26110 26050 11920 12070
CAS-Nummer 3176-79-2 6368-72-5 2051-85-6 6410-10-2
Molare Masse 380.16 379.18 214.0722 293.28

[g/mol]

Beschaffenheit

dunkelrotes Pulver

dunkelrotes Pulver

rétlich-oefagbenes Pulver

rotes Pulver

Strukturformeln

OH

OH

NO,
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1.7 HPTLC

Die Planar-Chromatographie (TLC) umfasst die Duhitdd¢-Chromatographie (DC) und ihre
moderne Variante: die Hochleistungs-Dinnschichte@tatographie (HPTLC).

Die HPTLC st eine komplementare Technik der Hoslmgs-Flissigkeits-
Chromatographie, aber mit eigener Spezifitat. Obdveldd Anwendungen dieser Techniken
unterschiedlich sind, bleiben Trennprinzip und vemdete Phasen gleich. Zusammen mit
HPLC und GC gehort die HPTLC zu den mikroanalytestiVerfahren, die heutzutage eine
entscheidende Rolle in der Forschungs- und derifearnalytik spielen. In verschiedenen
Fallen bietet die HPTLC mehr passende Lésungen wind oft als unterstlitzende oder
alternative Technik eingesetzt. Wegen ihres o#-Rrinzips ist die HPTLC sehr flexibel.
Bei minimaler Zeit und Kosten ermdglicht die HPTLdle qualitative und quantitative
Bestimmung von vielen Proben parallel. Die Probebereitung ist in den meisten Féllen
einfacher im Vergleich zu HPLC und GC, deren Saleschadigt oder zerstort werden
konnten. Die stationare Phase wird namlich nurigew Mal benutzt. Zudem bringen die
zahlreichen Kombinationen der in situ Detektionsid uldentifizierungsmethoden auch
relevante Informationen tGber Nebenbestandteiler ditarix.

Kurz gesagt, die Planar-Chromatographie wird nmkhr nur als Methode zur praparativen
Probenvorbereitung oder zur Verfolgung eines Sysawerlaufs angesehen, sondern auch als
ein Teil der modernen quantitativen Analytik.

1.7.1  Durchfihrung der Planar-Chromatographie

Abb. 2 listet die Hauptschritte der Planar-Chrorgedphie auf.

Probenvorbereitung
Wabhl von stationdrer und
mobiler Phase < . -
Schichtvorreinigung
Auftragung
Prichromatographische
Derivatisierung
» Vorkonditionierung der Schicht
Entwicklung
Postchromatographische
Derivatisierung >
Detektion
Auswertung
Dokumentation

Abb. 2 : Ablauf der Planar-Chromatographie [28]

Die Planar-Chromatographie wird von Parameternnfiesst, die sich in anderen on-line
Trennungsmethoden nicht finden: die Geschwindigiteitmobilen Phase, die Beschaffenheit
der Dampfphase und die Entwicklungstechnik.
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Eine erfolgreiche Trennung beinhaltet zwei optit@eGleichgewichte: a) zwischen der
mobilen, stationdren und der Dampfphase, b) zwisater Probe und der mobilen und
stationédren Phase. Um diese Gleichgewichte zu thegsen, muss man die verschiedenen
Einflussfaktoren beriicksichtigen.

= Wahl der Schicht

Es gibt verschiedene Schichttypen (Normal- und Umbieasen), auf verschiedenen
Unterlagen (Glas, Kunststoff- und Alufolie), in gehiedenen Formaten, mit
unterschiedlichen Schichtdicken: 10, 50, 100, 26@ @50 um (analytisch) und 0,5 bis
10 mm (préparativ). [29]

Als Normalphasen findet man A3, Si0,, -NH,, -CN, -Diol und -NQ sowie RP-30, RP-18,
RP-8, RP-2, -Phenyl, -NlH-CN-Phasen und hydrophobe Polymere als Umkehephd3ie
Entwicklung auf Kieselgel kann mittels amorphem €#@lgel 60), sphérischem
(LiChrosphel) oder monolithischem Kieselgel geschehen. Der WehlKieselgel-Partikel
unterscheidet DC und HPTLC (Tab. 4).

Tab. 4 : Vergleich DC-, HPTLC-Materialen

DC HPTLC
Kieselgel-Partikel amorph amorph/globular
mittl. Porengrof3e [nm] 6 6
mittl. Korngré3e fim] 10-15 5-7
KorngroRRenverteilung weit eng
Schichtdicke jJim] 200, 250 100, 200, 250
Probenzahl 12 36-72
(20 x 10 cm) (20 x 10 cm)
Laufstrecke [mm] 100-150 30-70
Laufzeit [min] 15-200 5-30
Fliel3mittelverbrauch [mL] 50-100 5-20
LOD [ng] Absdbanz 100-1000 10-100
Fluoreszeny 1-100 0,1-10

Neue Selektivitaten kdnnen auch durch impragni®deeichten erreicht werden, wie z.B. mit
Coffein fir PAK oder quarternare AmmoniumsalzeSitfonamide und Penicilline.

= Wahl des FlieRmittels

Unmittelbar nach der Wahl der Schicht folgt die \Waés FlieRmittels. Dieses soll nicht nur
die Proben l6sen, die Substanzen trennen und siggewiinschten RBereich transportieren,
sondern auch nicht toxisch, niedrigviskos und opr@ie Polaritatsunterschiede sein. Die
mobile Phase soll auch einfach zusammengesetzt sein

Die Eigenschaft der mobilen Phase kann nach dende®+8elektivtats-Dreieck eingeteilt

werden, einem Modell in dem Ldsemittel in 8 Sehdkitsgruppen je nach Eigenschaft als
Protonenakzeptor, Protonendonator oder Dipol wgitesind.

Die Mischung des Fliel3mittels kann mittels des HETMario Systems mit Plattenlinienfraser
(CAMAG, Schweiz) optimiert werden (Abb. 3).
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Abb. 3 : Vario System mit Plattenlinienfraser [30]
= Auftragung

Der Einfluss der Startzone ist sehr grof3. Auftragpfiehler werden wahrend den nachsten
Schritten der HPTLC nicht kompensiert. Die aufggér@e Losung (Reinheit, Toxizitat,
Losemittelstarke, Polaritat), Auftragungsmengermf¢Band, Punkt oder Flache) und -modus
(Kontakt oder Spray) sind alles verschiedene Paenndie bei einem Trennungsversuch
optimiert werden sollen.

Die Auftragung der Proben wird in dieser Arbeit rHiilfe des
ATS4 (Abb. 4) (CAMAG, Schweiz) durchgefiihrt. Im Gegatz
zu anderen Auftragegeraten ist dieser vollautormiatisEr
ermdoglicht Auftragungsvolumina von Q)L bis 1 mL. Spritzen
sind in GroRen zu 10, 25 und 100 erhéltlich. Die Auftragung
kann eine Kontaktauftragung oder eine Spruhauftrggmittels
Stickstoff), punkt- oder bandférmig (bessere Auifiég), oder
eine Flache sein. Um den Einfluss des Auftrage-hgsmittels
zu reduzieren, kann noch die Geschwindigkeit deftrAgung
optimiert und die Sprihdise beheizt werden. Abb. 4 : ATS4 [30]

Eine automatische Auftragung ermoglicht eine bes&aproduzierbarkeit (unabhangig von
der ausfihrenden Person), ein besseres S/N-Veghiitd ist auch zeitsparend.

= Entwicklung

Eine Spezifitat der Planar-Chromatographie ist [D@éempfphase. Wéahrend der Entwicklung
findet man vier verschiedene Prozesse: die Kamittigngdg, die Vorkonditionierung, die
Verdunstung und die sekundare Frontausbildunges Hdiwicklung hdngt vom Kammertyp,
der Kammerséttigung und der Konditionierung ab. Kaenmergeometrie ist entscheidend fur
die Menge des FlieBmittels, das Volumen und dieadusensetzung der Dampfphase sowie
die Vorkonditionierung.

Zudem ist die Dunnschicht-Chromatographie nicht  kiatsch. Die
FlieBmittelzusammensetzung und die FlieRgeschwkedigandern sich wahrend der
Entwicklung. Die Geschwindigkeit der Fromigf nimmt mit steigender Laufstrecke {Z
hyperbolisch ab:

Me=k(y/n 2°Zg, (1)

wobeiy die Oberflachenspannung.die Viskositat, und k die FlieRkonstante darstelle
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Zwischen der Laufstrecke und der Laufzeit (t) betsteine quadratische Beziehung:
2=kt 2)

Unter den verfugbaren Entwicklungskammern findetnndie Flachbodenkammer, die
Doppeltrogkammer (TTC), die Horizontalenwicklungsiaer (HDC) und die automatische
Entwicklungskammer (ADC2) (Abb. 5).

Die Flachbodenkammer ist kostensparend und ledttigbar. Die Doppeltrogkammer, teuer
in der Anschaffung, benotigt weniger Flie@mittedermdglicht eine Vorkonditionierung der
Platte.

Die Horizontalentwicklungskammer ist die 6konomehEntwicklungskammer (nur 2 mL
FlieRBmittel fir eine 10x10 cm Kammer). Uber Trockattel (Salze, Schwefelsaure) kann die
Luftfeuchtigkeit in der Kammer und damit die Plat&tivitat reguliert werden. Der grol3te
Vorteil dieses Kammertyps ist die gleichzeitige woklung von beiden Seiten der Schicht,
so kann die Zahl der Proben pro Platte verdoppeitien.

Die automatische Entwicklungskammer wird vor alléim eine bessere Reproduzierbarkeit
eingesetzt. Der Laufmittelfront wird von Dioden abgessen und wenn diese das richtige
Niveau erreicht hat, wird die Platte automatiscls der Kammer entfernt und getrocknet.
Automatische Entwicklungssysteme wie der ADC2 (CAGIA Schweiz) sind auch
unabhangig von der Luftfeuchtigkeit. So kann, dgekéattigter Salzlosungen, die Aktivitat
der Schicht kontrolliert werden. Der Temperatureiss ist nicht kontrollierbar.

Abb. 5 : Entwicklungskammern: A) Flachbodenkammer,
B) Doppeltrogkammer, C) Horizontalenwicklungskampigy ADC2 [30]
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= Detektion, Identifizierung und Dokumentation

Um ein Dunnschicht-Chromatogramm auszuwerten stete Vielzahl von Methoden zur
Verfigung, welche der Aufgabenstellung angepassit (#\bb. 6).

Auswerten
| |
Qualitativ Halbquantitativ Quantitativ
indirekt | insitu
|
- Laufstrecken - Vergleich der - Fotometrie - Densitometrie
- Farbe/Intensitt Farbintensitit - Gravimetrie - Spektalfotometrie
- UV-Verhalten - Vergleich der - Titrimetrie - Szintillations-
- Kombination Fluoreszenzin- - Polarimetrie messungen
oder Kopplung tensitat - Polarographie - Radiometrie
mit IR, MS, - Vergleich der - IR, MS, NMR - Mikrobiol. & biochem.
NMR, GC Spotgrofe - Isotopenmessung Detektion
- 0. a. jeweils mit - Phosphoreszenz
Verdiinnungsreihe - Fluoreszenz
- AAS
- Enzymatische
Bestimmungen

Abb. 6 : Auswertemethoden [31]

Unter den direkten quantitativen Auswertungen wdre Densitometrie haufig angewendet.
Die Chromatogramme werden Bahn fur Bahn mit einemhro@atogramm-
Spektralphotometer vermessen (Abb. 7) und durclgleieh der Peakhéhen oder Peakflachen
von Standards und Proben ausgewertet. Die Messungenden — je nach
Substanzeigenschaften — im sichtbaren Licht oderBdkéich durchgefihrt, in der Regel bei
der Wellenlange, bei der die zu bestimmenden Saobsta ein Absorptions- oder
Fluoreszenzmaximum aufweisen.

Abb. 7 : TLC Scanner 3 [30]
Im Allgemeinen wird die Lichtabsorption als Remissigemessen (Kubelka-Munk-Funktion)
F(R) = (k/s) c=(1-R)?/ 2R, [31] (3)
wobei R, die absolute Remission, s der Streukoeffizientkidér Absorptionskoeffizient ist.

Es ist auch maoglich die Transmission von gefarlder fluoreszierenden Substanzen zu
messen.
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Gerate wie der TLC Scanner 3 ermdglichen es auchjedem Spot UV/VIS-Spektren zu
vermessen. Diese kdnnen dann mit Spektren aus &peitrenbibliothek verglichen werden.

Es gibt Software wie z.B. VideoScan Digital Imageakation
(CAMAG, Schweiz), die die Vermessung von Chromataogmen

auch nach einige Monaten ermdoglicht. Allerdings snwsrher die

Platte mithilfe einer Digitalkamera (DigiStore 2AMAG, Schweiz) F
dokumentiert worden sein (Abb. 8).

Abb. 8 : Digistore 2 [30]

Unter den zahlreichen mdglichen Kopplungen mit HETiindet man die HPTLC-MS. Statt
einen Spot von der Platte abzukratzen, zu eluienehin das MS Uberzufuhren, gibt es jetzt
als Alternative, das semi-automatische CAMAG TLC-MBterface (Abb. 9). Eine
unbekannte isolierte Substanz wird mit einem ad&gubaosungsmittel direkt von der Platte
extrahiert und automatisch in das MS Uberfiuhrt. Désungsmittel wird von einer HPLC-
Pumpe abgegeben.

Abb. 9 : CAMAG TLC-MS Interface, Schema von Extraktionskapfd Geometrie des ovalen (9) und runden
(10) Stempels, 1: Laserlicht on/off, 2: Steuerung Extraktionskopfs 3: Stickstoffeinlass zur Reimg, 4: MS-
Verbindungsschieber, 5: Eingang des FlieBmittel&\u&gang des FlieRmittels, 7: Platte, 8: Fritt@][3
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1.7.2  Leistungskenngr@en in der Planar-Chromatographie
Die wichtigen chromatographischen Kenmgmd und Beziehungen in der Planar-
Chromatographie sind in gewisser Weise gleich wien i der
Hochleistungsfliissigchromatographie.

= Der Retentionsfaktor

Ein zusatzlicher Wert muss dennoch definiert werden R-Wert. Dieser setzt die Laufh6he
der Substanz ins Verhaltnis zur Rhattelfront:

Re = _Abstand Startpunkt — Substanzspet & 4)
Abstand Startpunkt — Laufmittefit Gl

Der R-Wert reicht von einem Wert, nahe 0 (keine Substagmtion) bis 1 (keine
Substanzretention)31]

= Der Selektivitatsfaktor
Der Selektivitatsfaktooas zwischen zwei Substanzen (A und B) ist:
Oas = Rea/ Reg (> 1). [32] (5)
= Die Auflésung
Die Aufldsung R zwischen zwei Substanzen (A un@B@chnet sich Uber:
R=2(@dp— Ca)/ (Wa + ws), (6)
R =%6-1) (N'R)™ (1-R9), (7)
wobeiw die Basisbreite ist. R ist maximal fur eineaven 0,3.[33]
= Bodenzahl und Bodenhdhe

Die theoretische Bodenzahl N kann durch verschiedearmeln bestimmt werden. Oft
werden die HPLC-Gleichungen benutzt :

N pro Substan= 16" (dr / (*))2 (8)
N pro Schichtmeter (N pro Substané dR) 1000 [33] (9)

Eine andere Gleichung ist nach Kowalska :

N pro substanz= (16" L " dR) [ o (10)
Npro Schichtmeter = (N pro Substané L) 1000 (11)

wobei L die Laufhdhe des FlieRmittels i§84]
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 HPTLC-Trennungsversuch und —optimierung

Aus Kostengriinden wurde die Trennung der acht Eaffbserst auf Kieselgel versucht. Die
verwendete Entwicklungskammer war die Doppeltroghkeam

2.1.1  FlieBmittelversuch auf Kieselgel

Abbildung 10 =zeigt die verschiedenen Trennungen &pfender in der Literatur
vorgeschlagenen FlieBmittel (FM) (auf HPTLC-Platt&lufolie).

" -
- ;
DichlormethanFM 1 [16] n-Hexan/Eth_ylaceteﬁM 2 [18] n-Hexan/AcetonFM 3 [16]
(4,5:0,3vV (5:0,25, viv)
n-Hexan/Toluol/EssigsauréEM 4 [17] Toluol, FM 5 [18]
(2,5:2,5:0,05, viviv)

Abb. 10: Erreichte Trennungen nach der Literatur mit der Nwan des FlieBmittel (fettgedruckt).
Auftragungsreihe (von links nach rechts): Sudahr@}, Sudanrot Il (I1), Sudanrot Il (III), Sudaat IV (1V),
Sudanrot 7B (7B), Sudanrot B (B), Orange G (OR) Miixider sieben verschiedenen Farbstoffe.

Toluol ermdglicht die Trennung der Sudanfarbstofi®@ und Sudanorange G. Die funf
anderen Farbstoffe coeluieren in zwei Gruppen. Bramethan ist nicht geeignet: Sudanrot
7B lauft mit der Front und verbreitert den Spotr Basatz von Essigsaure mit Toluol (FM 4)
macht den Spot scharfer. Das Chromatogramm mit Fiuh@® FM 3 (beide in Gruppe VI,
gemass Snyders Theorie) zeigt allerdings die ladgfemeine Trennung bisher.

Nach Snyders Selektivitatsgruppe wurde auch eimittel der Gruppe | (TBME, FM 6), IV
(n-Hexan/Essigsaure, (6:0,2, v/v), FM 7) und \(lhloroform, FM 8) getestet (Abb. 11).
Weil die Chromatogramme mit FM 3 und 5 die bestenfungen zeigen, wurde versucht,
diese durch FM 9 (Hexan/MEK, (5:0,25, v/iwnhd 10 (Toluol/MEK (5:0,25, v/v)) zu
verbessern (Abb. 11).
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W

(

FM6 FM7FM 8 FM 9 FM 10 FM11 FM12A FM12B

Abb. 11 : Trennung durch unterschiedliche FlieBmittel Abb. 12 : Erreichte Chromatogramme mit FM 11
und FM 12 (A: 1. Entwicklung, B: 2nficklung)

Die Entwicklung mit FM 9 wurde wiederholt, aber neinem Zusatz von S&aure (scharferer
Spot): Salzsdure (FM 12: (n-Hexan/MEK/Salzsaure);0.25:0,01, v/viv); FM 13
(n-Hexan/MEK/Trifluoressigsaure), (5:0,25:0,01, ivjv Die Trennung war allerdings nicht
besser, auch nach einer zweiten Entwicklung mitsé#ipen FlieRmittel (Abb. 12).

Der Einfluss der Luftfeuchtigkeit auf die Schichtigkat und infolgedessen auf die Trennung
wurde mit Toluol (FM 5) und der Mischung n-Hexan/KIE(FM 9) gestestet. Das
Chromatogramm der Abb. 13 zeigt die beste Trenmaiigeiner relativen Luftfeuchtigkeit

von 16 % (FlieBmittel: FM 5).

(F[%]:3 16 35 56
FM 5

Abb. 13 : Einfluss der Luftfeuchtigkeit auf KG 60

18



Ergebnisse und Diskussion 2

2.1.2  Vergleich der Selektivitat von verschiedenen Schit¢én

Parallel zum Versuch auf KG 60 wurden auch andelek8vitdten durch Verwendung
unterschiedlicher Schichtmaterialien getestet.

= Kieselgel- vs. Aminophase
Die Trennung wurde anhand von drei verschiedenafdiiitteln (neutral (FM 5), basisch

(n-Hexan/Diethylether/Ammoniaklosung (25 %M 11) und sauer (FM 13)) auf Kieselgel
und einer weniger polaren Phase (NPhase) verglichen (Abb. 14).

Kieselgel 60
FM 12 FM 11 FM 5

NH,-Phase

iow @ W 3 B oam Mix

Abb. 14 : Trennungsvergleich zwischen Kieselgel und Aminophasd Effekt einer Base und einer
Saure auf beide Schichten (HPTLC-Platten, GlasjirAgungsreihe: siehe Abb. 10.

Die NH,-Phase ermdglicht die Trennung von Sudanrot | undit FM 12 und
FM 11. Aber es bildet sich mit FM 12 auf der NPlatte eing3-Front. Ferner ist
die Selektivitat der Aminophase fir Sudanorange iéhtnrelevant (keine
Migration).

= Aluminiumoxidschichten

Da Aluminiumoxidschichten zur Trennung von Alkaleind Terpenen, Steroide
und Substanzen mit aliphatischen und aromatischerbivdungen verwende
werden, wurde die Selektivitdt dieser Schicht wsuent (Abb. 15). Die
Selektivitat der Schicht ist allerdings nicht rede. Sudanorange G bleibt in d

Startzone. Abb. 15 : Trennung
auf AbOs, neutral

OR

FM 9
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. Alkylierte Aminophasen

Es wurde versucht drei NHPlatten mit 4-Bromophenacylbromid, Pentafluorplogftaromid
(PFP) und Pentafluorbenzylbromid (PFBB) zu modifien, um drei neue
Schichtselektivitaten zu vergleichen (Abb. 16)e Reaktion auf der Schicht wurde nur
einmal versucht. Die Reaktion mit 4-Bromophenaaythid und Pentafluorbenzylbromid hat
allerdings nicht funktioniert, da keine unterschigten Selektivitdten beobachtet werden
konnten. Der Vergleich der Trennung mit den zweihiS8den (NH-Platte und die
modifizierte Platte) zeigte kein Unterschied. Veaigén mit der NH-Platte war die
Selektivitat der mit PFP modifizierten Platte vetért, aber nicht bedeutsam.

A B D

Abb. 16: Vergleich von drei unterschiedlich modifizierten MNPlatten (Glas); Modifizierung mit
A) 4-Bromphenacylbromid, B) PFP, C) PFBB; D) norenblH,-Phase; FM 5; Auftragungsreihe: siehe Abb. 10

= Coffein-impragnierte Kieselgel-Platten

Die Selektivitat einer KG 60-Schicht impragniert tn€offein wurde getestet. Dieser
Elektronenakzeptor wird normalerweise flur die PAKalytik auf der Basis von Charge-
Transfer-Komplexen verwendet. Trennungen auf Coffeipragniertem Kieselgel und
normalem Kieselgel (HPTLC-Alufolie) wurden mit FMuhd FM 5 durchgefuhrt. FM 5 mit
der Coffein-impragnierten Platte ermdglichte esgé&arbstoff 7B zu isolieren (Abb. 17).
Die Farbstoffe Sudanrot | und Il sind allerdingswger gut getrennt.

|
!i

e
7B I+1
TB-..
A B .
KG 60  Coffein KG60 Coffein Coffein

Abb. 17 : Schichtvergleich mit FM 9Abb. 18 : Schichtvergleich mit FM'5 Abb. 19 :FM 14
A: 1. Entwicklung, B: 2. Entwicklung (HPTLC-Gldsten)
(HPTLC-Alufolie)
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Das Chromatogramm auf der Coffein-impragniertentt®lanit Toluol (FM 5) zeigt im
Vergleich mit dem auf KG 60 keinen grof3en Seledigiunterschied (Abb. 18). Da Toluol
die Abtrennung von Sudanrot 7B und FM 9 die Tremnuon Sudanrot | und Il erméglicht,
wurde eine Entwicklung mit der Mischung Toluol/MEK:0,5, v/v) (FM 14) versucht (Abb.
19). Parallel wurde auch die unterschiedliche Zusansetzung von FM 9 getestet (Abb. 20).

Il

MEK [%]: 43 33 23 17 9 38 20 17 15 9
A B

Abb. 20 : Optimierungsversuch der Zusammensetzung der FM :9braite
Bereich von % MEK, B: Optimierung des relevantemdehs gemaf Platte A.

Die optimale Zusammensetzung des FM 9 auf einefe®®eimpragnierten HPTLC-Platte
wird bei einem Gehalt von 17 % MEK — n-Hexan/MEK1(5v/v) (FM 15) — erreicht. Die
Trennung ist mit dieser Zusammensetzung wiedeskoltien und ist bisher die beste (siehe
Abb. 21, D).

2.1.3 Optimierung des FlieBmittels auf Coffein-impragnieten Platten
= Vergleich unterschiedlicher Schichten

Die optimierte Trennung mit FM 15 (sehe 2.1.2) veusdif unterschiedlichen Glas-HPTLC-
Kieselgel 60 Platten (gekaufte und selbst Coffewptiaignierte Platten) von verschiedener
Schichtqualitat (amorphes oder spharisches KieBelggylichen (Abb. 21).

i

A B C D

Abb. 21 : Schichtvergleich: A: Coffein-impragnierte LiChrosph
(sphérisches Kieselgel) (Merck); B: Nano-Sil PAHgbherey-Nagel);
C: fur PAK (Merck); D: Coffein-impragnierte KG gMerck)

21



Ergebnisse und Diskussion 2

Die Verwendung von LiChrosphér Platten zeigt keine relevante Verbesserung. Die
Trennung ist gleich, egal welcher Hersteller oderdee Schicht selbst impragniert ist oder
nicht. Allerdings wurde aus Kostengriinden und Zsgtarnis mit den Platten von Macherey-
Nagel (Nano-SIL PAH) — Mercks Coffein-impragnieK& 60 sind nicht mehr lieferbar —
weitergearbeitet. Die selbst impragnierte Schichtdg mit einer Loésung von 1,7 % Coffein
in ACN (60 mL pro 20x10 cm Platte) vorbehandelt, deitaufwand betrug 40 min (20 min
zum Tauchen und 20 min zum Trocknen bei 120 °C).BEhesatz von bereits impragnierten
Fertigplatten ist sehr benutzerfreundlich, notfaiéhnen die Platten aber auch selbst
hergestellt werden.

= Reduzierung der Laufstrecke und Zugabe der Farbstdé Pararot und des internen
Standards

Parallel zur Trennungsoptimierung wurden die FaifistPararot (PR) und der interne
Standard (IS) (siehe 2.2) in der Trennung zugegedeaer da Pararot mit Sudanorange G mit
FM 15 coeluiert wenn n-Hexan verwendet wird, abehtbei Isohexan, wurde von n-Hexan
zu Isohexan gewechselt (Isohexan/MEK, (5:1, v/v) E8). Gleichzeitig, um die Diffusion
zu limitieren und die Zeit der Entwicklung zu verkén, wurde die Laufstrecke von 7 cm auf
6 cm reduziert. Die Auflésung ist dabei besser,dta Spots schmaler und die Diffusion
kleiner sind (Abb. 22).

15— 15—
—1I8
OR-~.
OF + PR— PE— ~OK
—PR
A B C

Abb. 22 : 7 cmEntwicklung mit FM 14 (A) und
FM 15 (B); C: 6 cm Entwicklung mit FM 15.

= Einfluss der Luftfeuchtigkeit

Schon von Anfang dieser Arbeit an konnte K
verschiedenen Tests in der Doppeltrogkammer
Einfluss von Temperatur und Luftfeuchtigkeit (L
festgestellt werden. Abb. 23 zeigt die Chromatogre
(FM 14) bei unterschiedlichen gemessen :
Luftfeuchtigkeit im Labor.

Lf[%]: 32 40 46

Abb. 23 Chromatogrammvergleich von verschiedenen, im Lgleonessen Lf

22



Ergebnisse und Diskussion 2

Daher, um eine reproduzierbare Trennung zu erreijclaeirde die Trennung im ADC2
weitergefuihrt. Die relative Luftfeuchtigkeit (rF) unde mithilfe dreier verschiedener
gesattigter  Salzlésungen  optimiert: Magnesiumctl|ori Kaliumcarbonat  und
Kaliumthiocyanat. Bei den Experimenten waren diggrél3er als die theoretischen: ~39 %,
51 % und 52 % statt 33 %, 43 % und 47 % (TemperdQr °C). Die erhaltenen
Chromatogramme bei einer Luftfeuchtigkeit von 50(B6CO; und KSCN) zeigten eine
bessere Trennung als die bei 39 % (Abb. 24). Austéfgrinden wurde die gesattigte
Kaliumcarbonatlésung bevorzugt. Die Kosten betragéir Kaliumcarbonat und
Kaliumthiocyanat 3,90 bzw. und 11,20 Euro/100 gagiesie Losung (jeweilige Loslichkeit
bei 20 °C: 110,6 und 222,5 g/100 g Wassg}h] [36]

is
:' PR-1S
TH
W I+ OR
m o
oR }! ;’15
o v+ B n
m
PR o+ T
Ve
OR
rF [%]: 39 T
Salzlésung: Mgel K.CO; KSCN
Abb. 24 : Chromatogrammvergleich in ADC2 Abb. 25 : Trennung auf Coffein (A), KG 60
bei drei unterschiedlichen Luftfeuchtigkeit. B) und RP 18 (C)

Auch wenn die Trennung der zwei Konstitutionsisagn®udanrot IV und B nicht erfolgreich
war (Abb. 55), wurde kein weiterer Trennungsversuokernommen. Allerdings muss man
bedenken, dass kein Trennsystem in der Literatw €ennung dieser Farbstoffe ermdglicht.
Abb. 25 zeigt die Trennung der 8 Azofarbstoffe @afffein-impragnierten HPTLC-Platten
NANO-SIL-PAH, HPTLC-Platten Kieselgel 60 und HPTRatten (FM 15) und RP 18,
gemal [13]siehe 1.4.1). Fur eine verbesserte Auflosung wudie Auftragungsbanden von
6 mm (Abb. 10 bis 24) auf 8 mm (Abb. 25) vergroRRert
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2.2 Interner Standard

Um zuféllige Fehler wahrend des Analyseverfahrerszagleichen ist ein optimaler interner
Standard notwendig. Dieser soll nicht nur eine i&hel chemische Struktur wie die
verwendeten Farbstoffe aufweisen, sondern auchirdienung nicht storen.

2.2.1 Tests dreier unterschiedlicher Substanzen

Drei verschiedene Substanzen wurden getestet d)btransAzobenzol, Azophenol und 4-
Dimethylaminoazobenzol (Dimethylgelb (C.I. 11020)).

e
N

OH
o e
N
[ O “C
2

3

l
NH

1

Abb. 26 : 1: Azophenol, 2transAzobenzol, 3: 4-Dimethylaminoazobenzol

Azophenol undransAzobenzol sind unter Weil3licht nicht sichtbar. Biesorptionsmaxima
(Amay betragen 350 bzw. 325 nm (Abb. 58)..x von 4-Dimethylaminoazobenzol liegt bei
415 nm (Abb. 35). Die R betragen fur Azophenol,transAzobenzol und
4-Dimethylaminoazobenzol 0,34, 0,88 und 0,63 (Abb6). Die R-Werte des
Trennungsbereichs liegen, fur eine Laufstrecke &#@m auf Coffein-impragnierter Schicht,
zwischen 0,24 und 0,55. Da 4-Dimethylaminoazobeontér Weildlicht sichtbar ist, aber vor
allem weil es nicht im aber nahe am Trennungsblede2gt, wurde dieses aus den Substanzen
ausgewahlt.

2.2.2  Versuch der Synthese der deuterierten Farbstoffe

Die Synthesen der verwendeten Sudanfarbstoffe wukagsucht, um deuterierte interne
Standards fur die massenspektrometrische Bestimemung erhalten.

Wegen ihrer &hnlichen chemischen Struktur kénnesa®wt -1, Sudanrot IV und Pararot
auf demselben Weg synthetisiert werden: eine Diezmg eines primaren aromatischen
Amins (Anilin far Sudanrot |, 2,4-Dimethylanilin fi Sudanrot I, 4’-Amino-2’,3'-
dimethylazobenzol fur Sudanrot IV und 4-Nitroanilim Pararot) mit Natriumnitrit, dann eine
Kupplung in alkalischer Lésung nfitNaphtol, der deuterierten Substanz.

= Mechanismus der Synthesen von Sudanrot I-1l, Sudamt IV und Pararot
a) Diazotierung

Die Diazotierung eines aromatischen primaren Amiss der erste Schritt der
Zweistufenreaktion, mittels derer fast alle Azofddffe hergestellt werderj12]
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Die Amine reagieren mit salpetriger S&ure uber reimeikleophilen Angriff auf das
Nitrosylkation NOJ. Dieses muss in situ durch Zusatz von Salzsidureugt werden
(Abb. 27). Mehr als 2 Aquivalente von'Hollten eingesetzt werden, um die Konzentration
des Nitrosylkations zu erhdhen.

HCl H*

+ N N — [+:<—>:+]+Hc
Na' 67 No T .a HOO Yo H/O\N¢o N—0 N=0 2

Natriumnitrit salpetrige Saure Nitrosylkation

Abb. 27 : Ausbildung des Nitrosylkations

Das Nitrosylkation wird vom Amin (Lésung im Eisbadhgegriffen und bildet ein N-
Nitrosammoniumsalz, gefolgt von einem N-Nitrosaiffbb. 28).

H H

/ 'Q
R—NI\/:-\ N=0 —» R—=N'N—0 —> R—NH—N=O
_H+
H !

Abb. 28 : Ausbildung des N-Nitroammoniumsalzes, dann des fsimins. R steht fur
Benzol (Sudanrot 1), 2,4-Dimethylbenzol (Sudanrot), |2,3-Dimethylazobenzol
(Sudanrot IV) und Nitrobenzol (Pararot).

Das Nitrosamin ist aber nur ein Zwischenprodukg dber das Diazohydroxid schnell in das
Diazoniumion transformiert wird. Der Grund der L#ki des primaren N-Nitrosamins ist das
Proton, das am Stickstoff verbleibt. Nach eineneéSeon Protonenabspaltungen, bildet sich
zunachst das Diazohydroxid (Abb. 29).

/-L H

+H f\| + -H

R—NH—N—/0 —= R—N/I:|1N:OHJr <—>» R—N=N—OH —— R—N=—=/=N—OH
-H A +H

Abb. 29: Ausbildung des Diazohydroxids

Danach fiihrt eine Protonierung, gefolgt von eineas$érabspaltung zum Diazoniumion
(R-N,"), das extrem reaktiv ist (Abb. 30).

/** H Y + -H0 +

R—N—/N—OH =—— R—N=—=N-—OH, —= R—N=—=/N

-H* u + HZO

Abb. 30: Ausbildung des Diazoniumions
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Die Diazotierungsreaktion muss unbedingt bei tiefemperatur (< 5 °C) durchgefuhrt
werden, da ansonsten unerwiinschte Nebenreaktitfmufen.

b) Azokupplung

Wegen ihrer positiven Ladung zeigen Diazoniumioaegnelektrophiles Verhalten. Die Salze
sind allerdings nicht sehr reaktiv. Trotzdem konneie aromatische elektrophile
Substitutionen eingehen, sofern es sich bei deteopbilen Substraten um aktivierte Arene
handelt wie z.B. Phenole odgNaphtol (Abb. 31-32) in unserem Fall. Diese Reakimennt
man Azokopplung. Die Produkte sind intensiv farbigebstanzen. Die Reaktion wird im
Basischen durchgefinhrt.

OH O Na'
“/OO + NaOH “/OO

Abb. 31: Ausbildung des Naphtolats

R R R

| |
N N
SN H SN H
(o o QU . OH
, "

Abb. 32: Azokupplung vor3-Naphtolat mit dem Diazoniumion

Die Synthese dieser vier Farbstoffe hat den Vontieiss man aul3er einer Analysenwaage und
einem Magnetruhrer keine speziellen Materialienro@erate benotigt. Nebenbei ist die
Synthesezeit kurz: eine halbe Stunde fur ungefahmal oder 1-1,5 g Edukt. Als Ausbeuten
vor der Umkristallisation erhielt man fur Sudanirdt, 1V und Pararot 84, 90, 79 und 67 %.

= Reinigung

Sudanrot | und 1l kdnnen in MeOH oder EtOH umkiigeert werden (reine Ausbeuten: 60
und 66 %). Beide sind kristallin. Die Umkristalligm von Sudanrot IV und Pararot in MeOH
und EtOH wurde ebenfalls durchgefiihrt. Dennoch dpetble Produkte pulverartig. Die
gekauften Referenzsubstanzen zeigen dieselbe Bstingt, abweichend ist nur Sudanrot |
pulverartig.

= Reinheitsprifung

Die synthetisierten Azofarbstoffe wurden mittelsr@hatographie, Spektrenvergleich mit der
selbst erstellten Spektrenbibliothek und MS-Spekgepruft. Sudanrot I, 11 und IV haben
gleiche R-Werte (Abb. 57) und eine Korrelatioe 0,99883 mit den Spektren der
Spektrenbibliothek (Abb. 59-61). Pararot zeigt desche Absorptionsmaximum wie in der
Literatur [27] und denselbensRVert der Trennung auf einer RP18-Platte der Methidd]
(Abb. 25). Ferner konnten alle Masse der Farbstaifiitels Massenspektrometrie bestimmt
werden (Abb. 62-65).
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Die Synthese von Sudanrot Il und B wurde ebenfalisgefihrt. In diesen Synthesen finden
nacheinander zwei Azokupplungen statt. Sudan I8l Bnsollten durch a) die Diazotierung
des Anilins bzw. m-Toluidins, b) die Azokopplungrdeddukte und Anilin bzw. o-Toluidin,

c) die Diazotierung der neuen Adukte und d) die Kepaplung mitB-Naphtol synthetisiert
werden. Beide Synthese waren nicht erfolgreichcbitanar-Chromatographie-Bestimmung
war das Produkt der Synthese von Sudanrot Il mda@rot | vergleichbar. Sudanrot Il hat
nur eine zusatzliche Phenyldiazengruppe. Das Chrogramm (Abb. 66) zeigt fir
Sudanrot B zwei Spots, womdoglich eine Mischung dea Addukten der Azokupplung
zwischen m-Toluidin bzw. o-Toluidin un@-Naphtol. Dies bedeutet, dass in beiden Fallen
eine Diazotierung, gefolgt von einer Azokupplundiefb aber dass beide Zwischenprodukte

(Abb. 33) nicht synthetisiert worden sind.
Z

7
g

N N
A

Abb. 33: Zwischenprodukt der Synthese von
Sudanrot 7B (A) und Sudanrot Il (B)

Weil es nicht moglich war, Sudanrot Ill und SuddnB zu synthetisieren, wurde die
Synthese von Sudanrot 7B nicht durchgefiihrt. Feeméindlt Sudanorange G, wie Ubrigens
auch Sudanrot 7B, keif-Naphtol (die potenziell deuterierte Substanz). Aulis diesen
Grinden wurde die Synthese nicht weitergefuhrt.

Trotzdem wurden die synthetisierten Farbstoffe &rand Sudanrot | weiterverwendet.
Pararot wurde in der Trennung zugegeben und Suddnais zuséatzlicher analytischer
Vergleichstandard eingesetzt.
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2.3 Densitometrische Detektion: Bestimmung der Messwelhlange

Um die richtige Messwellenlange zu bestimmen wwet ein Multi-Wellenlangenscan bei
verschiedenen Wellenlangen durchgefiihrt, um dietsS@ds einzelne Substanzen zu
detektieren. Diese wurden nach der Literatur getv&BD nm, 500 nm, 525 nm, 400 nj27]
[13]. Dann wurden Spektren Uber den UV/VIS-Beref2B0-800 nm) von den definierten
Peaks aufgenommen (Abb. 34)

100.0 L L L L L 100.0

[AU] r[AaU]

200 o L - oa0d

700 A - 700

0.0

T T T T
2000 3000 400.0 S00.0 G00.0 [nm] 2000

Abb. 34: Absorptionsspektren [200-800 nm] der 8 Farbstoffé des internen Standards

Die Spektren zeigen einen interessanten Bereich32@nbis 600 nm, da die verschiedenen
Farbstoffe, auRer Sudanrot IV und B (Konstitutisngsiere) unterschieden werden kénnen
(Abb. 35).

100.0 1000
O_IN [¥+B 7B
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T T .
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Abb. 35: Absorptionsspektren [320-600 nm] der 8 Farbstoffeé des internen Standards
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Die Absorptionsmaxima\qay der Farbstoffe sind in Tab. 5 gegeben.

Tab. 5 : AbsorptionsmaximgA ,,,,) der Farbstoffe und des internen Standards

Farbstoffe Amax [NM]
Sudanrot | 495
Sudanrot Il 510
Sudanrot IlI 522
Sudanrot IV + B 533
Sudanrot 7B 545
Sudanorange G 395
IS 415

Die gewdahlten Messwellenlangen sind: 390 nm (Suderge G), 415 nm (IS), 500 nm
(Sudanrot I, Il und Pararot), 525 nm (Sudanrot i B8), 550 nm (Sudanrot 7B).
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2.4 Quantitative Bestimmung

AU

Die Kalibrationskurven  wurder
anhand dreier unterschiedliché
Farbstoffmischstandards (m
internem Standard) erstellt und d
Bestimmung dreimal wiederholt
Zwei Regressionen fur die Flach
kdnnen gemalR dem Arbeitsbereiq
festgelegt werden: linear (4 bis 4
ng/Band) und polynomisch (10 bi
200 ng/Band) (Abb. 36). Ta#3 und
44 listen alle Kalibrationskurven auf
Die Reproduzierbarkeit (n = 3) dsg
Kalibrationskurven vom engen un
weiten  Bereich weisen eine
relativen Korrelationskoeffizienter
>0,99878 bzw= 0,99705 und eine
Standardabweichung 2,56 % bzw.
< 5,69 % auf.

B

Abb. 36: Lineare (A) und polynomische (B) Kalibration tiber
A) den engen (Signalintensitat [AU] = -1,408 + {1 M™Menge
[ng/Spot], r=0,9999, sdv = 0,1 %) bzw. B) den weiten
(Signalintensitat [AU] = -0,010(Menge [ng/Spot]) + 5,383
Menge/Spot [ng] -3,759),(r= 0,9994, sdv = 2,8 %)
Kalibrationsbereich am Beispiel von Sudanrot 7B

Um die Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenze (LQ@Q)definieren, wurden Mengen
von 200 bis 1 ng/Spot aufgetragen. Dann wurderGdenzen durch die Hohe des Rauschens
(dreimal fur LOD, zehnmal fur LOQ) bestimmt (Tab. 6

Tab. 6 : Nachweisgrenzen nach densitometrischer Bestimrfiting

Menge | Peakhdhe| Rauschen| .. LOD LOQ

Farbstoffe [ng? (AU (AU Signal/Rauschen Ing/Band] | [ng/Band]
I 4,0 10,0 2,6 3,8 2,3 7,1

Il 4,3 11,5 2,9 4,8 2,3 7,0

11 4,3 14,5 3,0 4,8 3,2 6,6

\Y 4,1 12,0 2,2 55 2,2 6,4

B 4,1 12,3 2,9 4,2 2,0 6,5
7B 4,1 14,1 3,7 3,8 2,4 7,4
OR 4,0 15,0 4,1 3,7 2,9 9,3
PR 4,1 14,5 2,9 6,0 1,7 5,6

) Die verwendeten Gleichungen (fettgedruckt) sin@iah. 43 gegeben.
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Obwohl die theoretischen LOQ etwa bei 7 ng/Spagedie konnen in der Praxis die Peaks der
Farbstoffe bis 4 ng/Spot bestimmt werden (Abb. &9 wurden die Kalibrationskurven im
engen Bereich bis auf 4 ng/Spot hinab erstellt.

In der Praxis hat jede Platte ihre eigenen Kalibrskurven. Daher wurden vier Banden pro
Platte fur die Kalibration vorgesehen (siehe Ptatter Abb. 49 und 74 als Beispiele).
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2.5 KenngrolRen der optimierten Trennung

Die R—-Werte und der Selektivitatsfaktor der Trennung 8eFarbstoffe und des internen
Standards auf HPTLC-SIL-PAH sind in Tab. 7 gegeben.

Tab. 7 : Re-Werte und Kapazitats- und Selektivitatsfaktorenajgimierten Trennung (siehe Abb. 25 (A)).

Substanz R a®
IS 0,55 1,17
Il 0,47 1,09
I 0,43 1,16
7B 0,37 1,12
B 0,33 1,03
\Y 0,32 1,19
11 0,27 1,13
OR 0,24 1,14
PR 0,21 -

@ durch Gleichung 3 gerechnet

Wie in Abb. 25 (A) und Abb. 68 gezeigt, waren digez Konstitutionsisomere Sudanrot IV

und B schwer zu trennen. Aber da beide identiscti&/LE- und Massenspektren aufweisen
und beide in Lebensmitteln verboten sind, kann einoe der Substanzen in die Trennung
aufgenommen werden.

Die Bodenzahlen der Trennung ohne Sudanrot B sintab. 8 gegeben. Diese wurden fur
jeden Farbstoff und den internen Standard bei jesgeiligen Messwellenlange und bei einer
Menge > 3 LOQ (circa 25 ng/Spot), aulRer beim internen StehdB00 ng/Spot) ermittelt

(Abb. 68 und 69).

Tab. 8 : Bodenzahlen nach HPLC- (8-9) und Kowalska-Gleigfam(10-11) und Aufldsung nach (6) bei einer
Laufhdhe des FlieRmittels von 60 mm.

Farbstoffe PR OR 1l IV 7B | I IS
dr [mm] 12,1 134 | 17,4 197 226 26 28/5 339
w [mm] 3,3 3,3 3,3 31| 33| 32| 32| 58
Bodenzahlen HPLC

N pro Substanz 215 264 445] 646] 7500 1064 1269 547
N pro Schichtmeter 17778 | 19688| 2556532800| 33205| 40781| 44531| 16124

Kowalska

N pro Substanz 1067 | 19688| 1534 1967 1992 2447 2672 9p7
N pro Schichtmeter 17778 | 19688| 2556532800| 33205| 40781| 44531| 16124
Auflésung | 039 | 121 ] 072 072 091 108 0,75 1,20

32



Ergebnisse und Diskussion 2

2.6 Probenvorbereitung

Die Herausforderung der Methode (Extraktion undréuigung) lag im Folgenden: sie sollte
nicht nur so selektiv wie mdglich fur Azofarbstgffssondern auch anwendbar fir
unterschiedliche Matrices — SofRRen, Pulver, PastenQie — sowie kosten- und zeitsparend
sein. Zu Beginn wurde mit einigen Anderungen Meth§ib] als Extraktionsmethode (E1)

verwendet.
2.6.1  Aufreinigungsvortests

Parallel zu HPTLC-Trennungsversuch und —optimignwarden einige Aufreiningungstests
durchgefuhrt.

= Wirkung von Polyamid

Der Trennmechanismus von Polyamid beruht 3
Wasserstoffbriicken zu den Amidgruppen der Polym&imna _
sowie auf lonen-, Dipol- und Elektronendonor/-akoep

Wechselwirkungen. g §
Abb. 37 zeigt die Trennung von einer Gewlrzmisch(ingy,
E1l) und einer SoRe (P2, E1) mit Isohexan (FM 15§
n-Hexan/MEK (FM 9). Da fir die Gewlrzmischung Kkei
Trennung erreicht wurde, wurden andere Versuche
Polyamidschicht unterlassen und, aus dem gleichamd;
Versuche mit Polyamidmaterial.

_’ ;

P1 P2 y

Abb. 37: Proben (P1, P2)
und Standardmix (M)

= Wirkung von Silbernitrat und Antimon(lil)-chlorid

Silbernitrat und Anitmon(lll)-chlorid sind bekanrfiir ihre Fahigkeit mit Fettsauren,
Mono-/Di-/Triacylglyceriden, Phospholipiden, Glygaten etc. und Carotinoiden Komplexe
zu bilden.

Abb. 38 zeigt die erhaltenen Chromatogramme deri®&awschung (P1, E1) im Vergleich
mit Sudanrot | und Il mit FM 9 auf HPTLC-AlufolieKieselgel 60 impragniert mit einer
AgNOs- bzw. SbC-MeOH-L6sung.

' - i 5
R s - - b
L
o }
M PL 1 1N M PL 1 1Nl M PL I 1l
A B C

Abb. 38: Chromatogrammvergleich zwischen A) SHTCP %, B) AgNQ 0,2 %, C) AgNQ 3 %.
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SbC zeigt keine relevante Wirkung, da zahlreiche Sarxn Uber die gesamte Laufstrecke
verteilt sind. Silbernitrat ermdglicht es, die Matweit unten auf der Platte zu fixieren.

Platten B und C zeigen, dass die Matrix mit einéhdren Konzentration an Silbernitrat
besser zurlckzuhalten ist. Beide Substanzen ¢(Sti@l AgNQ) haben allerdings einen

negativen Einfluss auf die Trennung.

2.6.2 Loslichkeit der Azofarbstoffe

Wie schon unter 1.4.2 beschrieben, verwenden distemeMethoden ACN, Aceton oder eine
Mischung von diesen mit MeOH oder EtOH als Extraksimittel.

Um die Extraktion unerwinschter fettloslicher Sabgen zu minimieren, wurden

Loslichkeitstests der Azofarbstoffe mit MeOH (siethe3.5) durchgefuhrt. Die Ergebnisse
weisen jedoch eine inakzeptable Streuung auf. Zudeniug der Versuch, die ermittelten
Loslichkeiten in  einer zweiten Versuchsreihe zu rghden mit Ausnahme von

Sudanorange G (Loslichkeit bei 22 %10 mg/mL) fehl. Die Hauptgrinde fir diese nicht
erfolgreichen Tests konnen an folgender Tatsackgeih: Trotz des Zentrifugierschritts
(10 min bei 4000 rpm) trennten sich die zwei Phagenltsliche Substanz und die
Uberstehende L6sung) nicht vollstandig. Es gab rm&chwebstoffe in der Uberstehenden
Ldsungen.

Beim Herstellen der Stammldsungen erwies sich Aceits das wesentlich geeignetere
Losemittel. Hierbei wurde parallel der Losemittelad empirisch ermittelt (siehe
Stammldsungen der Tab. 22).

2.6.3  Hochstgrenze der Extraktionsmethode

Da keine weiteren Ldoslichkeitstests mit MeOH odedexen Losemitteln durchgefuhrt
wurden, wurden nur die bendtigten Volumina (sieber®nlosungen der Tab. 22).in Aceton
zur Vorbereitung der Stammlésungen verwendet, uma gollstdndige Losung zu erreichen
und mit MeOH lediglich aufgeflllt. Es wurde beob@sthdass fir die weniger gut l6slichen
Farbstoffe (Sudanrot IV und B) maximal 1,8 mL Ag®tag Farbstoff eingesetzt werden
missen. Dies bedeutet, dass bei Extraktion auBrblge mit 4 mL Aceton bei einem Bedarf
von ndherungsweise 2 mL Aceton pro mg FarbstofgZRarbstoff extrahiert werden kénnen,
oder anders gesagt 2000 ppm. Diese HochstgrenzesisiroRer als die héchste bestimmte
Konzentration im Lebensmitteln gemal der RASFF-Metgen.

2.6.4  Optimierung der Probenvorbereitung und weitere Aufreinigungstests mit
Silbernitrat

Um die Trennung der Farbstoffe nicht zu stéren,deurur 1 cm der Platte in eine 1,5%ige
Lésung von AgNQ@in MeOH getaucht (Abb. 39). Gemall den Anmerkungen2.6.3 wurde
von ACN auf MeOH gewechselt (E2). Mit dieser Extraksmethode betragt die
Nachweisgrenze der Azofarbstoffe in einem Gewlrzpul0 ppm. Um diese weiter zu
verringern wurde Extraktionsmethode 3 (E3), dan(E4) getestet. Diese zwei Methoden
konzentrieren die Probe auf das 10-fache (thectetisNachweisgrenze von 2 ppm).
Extraktionsmethode 4 erlaubt den Zentrifugationsd den Verdampfungsschritt auf einen
Schritt zu reduzieren.
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Abb. 39: Schichtvergleich (HPTLC-Nano-SIL-PAH) von P1 A) @éhAgNG;,
B) in AgQNGQ; getaucht (s: dotiert mit Sudanrot 7B, 200 ppm; nlyeean IS in
jeder Probe: 200 ppm)

Silbernitrat ermoglicht es einen Teil der Matrix Btartbereich zu fixieren. Die Aufreinigung

ist allerdings nicht ausreichend, da der Trennuegsbh nicht sauber ist. Im Vergleich zu
Extraktionsmethode 3 ist Extraktionsmethode 4 nimdser: 2 Stunden wurden benétigt um
das Losemittel komplett abzudampfen, wohingegemi3eine halbe Stunde (zentrifugieren
und abrotieren) dauert.

Um die eventuelle Wirkung der Schicht auf die Koexptrungskapazitat des Silbernitrats mit
den verschiedene Substanzen der Matrix zu untezsuefarde eine HPTLC-Nano-SIL-PAH

Platte mit einer HPTLC-Kieselgel 60 Platte vergdoh Diesmal wurde, um die

Auftragungsmenge der Silbernitratlésung auf dett®lau kontrollieren, eine 3 mm breite
Bande oberhalb der Auftragungspunkte aufgetragenb.(A10). Zudem wurde eine neue
Extraktionsmethode (E5) getestet. Im Vergleich zuetiMde E2 reduziert sie

Lésemittelvolumen und Probenmenge um die Halfte.

] 5 35 5 Bl 3
- — i
- — pr— —
IS
__ == 7E
-_
mma =S - e
ES E2 M E3 E5E2 M E3
A B

Abb. 40: Schichtvergleich von P1 mit A) Kieselgel, B)impnégrte
Coffein-Platte; Menge AgN$ 190 ug/cm Band; (s: spiked mit Sudanrot
7B, 200 ppm, Menge an IS in jeder Probe: 200 ppm)

Abb. 40 belegt eine Wechselwirkung zwischen Coffeind Silbernitrat. Coffein reduziert
stark die Wirkung des Silbernitrats auf die Matmxadem wurde in der Silbernitratzone ein
Teil der Standards zurlickgehalten. Der Versuch wuntit den zwei hochsten
Konzentrationen an Silbernitrat wiederholt (Abb.).41Die maximale Wirkung des
Silbernitrats auf die Matrix ist bei einer Konzeiton von 385 pg Silbernitrat/cm Band
(Platte A, Abb. 41) erreicht. Die zurickgehalten&runreinigungen stammen von keinem
einzelnen Farbstoff im Speziellen (Abb. 70).
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ES M E3
A

Abb. 41: Schichtvergleich von P1 auf HPTLC-Nano-SIL-PAH
mit Silbernitratsbande : A) 383g AgNOs/cm Band, B) 77Qug
AgNOs/cm Band; (s: dotierte mit Sudanrot 7B, 200 ppmnlyke
an IS in jeder Probe: 200 ppm)

Da Extraktionsmethode 3 fir den TrennungsbereinohPeoblem darstellt, wurde sie in den
weiteren Versuchen nicht mehr angewandt. Die Nadgrenze der Extraktionsmethode 5
(E5) kann durch hohere Auftragungsvolumina auf 4npgesenkt werden (Abb. 42).

Extraktionsmethode 5 hat im Gegensatz zu Extrakti@thode 3 einen weiteren Vorteil: die
Vorbereitung der Proben ist schneller und einfacti@rsie direkt nach dem Extraktionsschritt
eingesetzt werden kdnnen.

L.
“w

IS

7B

M A B

Abb. 42: Extraktionsmethode 5; Auftragungsmenge bzw.
Nachweisgrenze : A) 1QL, 4 ppm und B) 2uL, 20 ppm;
(s: dotiert mit Sudanrot 7B, 500 ppm; Menge anrngeder
Probe: 500 ppm); Silbernitratband85ug AgNOs/cm Band
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2.6.5  Silbernitrat und Bestrahlung

Da der Trennungsbereich fir eine Nachweisgrenze 4qgompm in Chilipulver trotz der
Silbernitratbande noch nicht sauber genug war, svatié Aufreinigung durch Bestrahlung
getestet.

= Azofarbstoffe vs. Matrix

Die Wirkung der Bestrahlung (600 WAmwurde nach 5, 10, 15 und 25 Minuten anhand der
normalisierten Peakflache vermessen. Abb. 44 adiggtWirkung der Strahlung auf den
Trennungsbereich der zwei dotierten Proben. DeekEfivird die 2uL-Auftragung bereits
nach 5 Minuten Bestrahlung maximal, wie die saub®&asislinie zeigt. Bei der
10 uL-Auftragung ist der beobachtet Effekt nicht zufiéastellend, wird jedoch bei langerer
Bestrahlung nicht besser. Die Strahlung hat aub8tat 7B und den internen Standard nach
5 Minuten nur eine limitierte Wirkung. Abb. 43 zeiden Einfluss der Strahlung auf die
Peakflache der Standards bis 25 min

1.00 & ' u
e . ®
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2 ¢
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S_’ 0.85 + X M
(O]
5 0801 n X y %
0
E 0.75 = X o5
S 0.70 + + OR
< - 1S

0.65 -

0.60 T \ ‘ ‘ ‘

0 5 10 15 20 25 30
Bestrahlungszeit [min]

Abb. 43: Verhalten der Farbstoffe bei Bestrahlung (Tab. 45)
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Abb. 44: Chromatogrammvergleich (alle Wellenlangen) zwisctien zwei dotierten Proben (Sudanrot 7B, 500 ppendé an IS in jeder Probe: 500 ppm):
Auftragungsmenge: 2 (1) und 10 {&); A) ohne Bestrahlung, B) nach 5 min Bestrahlu@gnach 10 min Bestrahlung ; Silbernitratbande: B§AgNO:/cm
Band (originale Platte ist in Abb. 70 und 71 geggbe
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= Bestrahlung vs. Silbernitrat

Die Wirkung von Silbernitrat mit und ohne Bestraiguvurde gegen alleinige Bestrahlung (5
und 10 min) auf einer einzelnen Platte verglich®&iol( 72-73).

Parallel wurden auf derselben Platte auch die Agfngszeit und —-menge des
Silbernitratbands optimiert. Die Auftragung desb8rhitrats wie unter 2.6.5 beschrieben war
zu langsam: 2,8 min/cm Band fur eine Endkonzemtnation 385ug Silbernitrat/cm Band
(Auftragungsgeschwindigkeit: 500 nL/s), somit fim &9 cm Band (10x20 cm Platte) 53 min.
Das Problem liegt an der Loslichkeit des Silbeat#rin MeOH (maximal 1,5 %). So wurde
versucht die Auftragungszeit durch eine hohere eSiliratkonzentration (5 %) in einem
MeOH/Wasser-Gemisch (50/50) (v/v) zu reduzierenOMenar am Anfang gewahlt worden
um die Diffusion der Silbernitratibsung auf der tBlazu minimieren. Die Menge des
Silbernitrats wurde auch anhand zweier unterscicieell Konzentrationen (750 und 1508
AgNOs/cm Band) optimiert.

Die Auftragungszeit betrug auf dieser Platte (sidbb. 45) fur Silbernitratmengen von 385,
750 und 150Qug AgNGs/cm Band 50, 25 und 13 s/cm Band (Auftragungsgesuhigkeit:
500 nL/s).

Abb. 45 zeigt, dass die Aufreinigung mit einer Kenization von 75Qug AgNGOs/cm Band
maximal ist und dass das Silbernitratband eineffilSs auf die Geometrie der Spots hat: je
konzentrierter das Silbernitratband ist, desto genischarf sind die Spots und umso
schlechter ist die Auflésung der Trennung. Denndmtingt die Auftragung eines
Silbernitratbands im Vergleich zur alleinigen Baktung keinen relevanten Vorteil, sondern
eher Nachteile: sowohl die Kosten als auch deradiéiand der Analyse wurden bei der
Verwendung von Silbernitrat hoher. Der Bestrahlefigkt ist bereits nach 5 min erreicht.
Daher wurde Aufreinigungsmethode 1B (siehe Abb.g&ayanhlt.
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Abb. 45: Chromatogrammvergleich (alle Wellenlangen) zwisctiendotierten Probe (P3, E5, Sudanrot 7B, 500 pjuftragungsmenge: 4L,
Nachweisgrenze: 20 ppm): ohne Silbernitratband uiid mit Silbernitratband (375 (2), 750 (3) und 15@0 ug AgNOs/cm Band; ohne
Bestrahlung (A), nach 5 min Strahlung (B), nachniif Bestrahlung (C) (Originale Platte ist in Abl2. Ind 73, gegeben).
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2.6.6  Erweiterung der Tests auf SoRe, Paste und Ol

Extraktionsmethode 5 wurde fir Paste und Ol migdaber Anderung durchgefiihrt: die
Probenmenge wurde auf 2 g erhéht (E6). Fur die 3afden 10 g abgewogen und folgender
Schritt eingefuhrt (E7): das in der SolR3e enthaltdfasser wurde mittels ACN abgedampft,
da ACN mit Wasser ein Azeotrop bildet.

Um die Nachweisgrenze in Lebensmitteln in Gewinzg@ubuf 10 ppm zu senken, wurde bei
den nachsten Tests 4L aufgetragen. Aufgrund der hoheren Einwaage betidig
Nachweisgrenze in Ol und Paste 5 ppm. Diese ish miedriger in SoRe (1 ppm). Um die
Bestrahlungszeit zu reduzieren wurden auch Tests 4mund 2 min Bestrahlungszeit
durchgefuhrt.

I IS
A . - D - -
I I5
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Abb. 46: Nach 4 min Bestrahlung: Paprikapulver (P4) (A) u@dilipulver (P3) (B); ohne Bestrahlung:
Kurkumapulver (P5) (C), Palmdl (P6) (D), Currypa@®@) (E) und ChilisoRe (P8) (D).

Abb. 46 zeigt, dass keine Bestrahlung fiir Kurkunhagn) SoRRe, Ol und Paste bendtigt wird.
Die maximale Wirkung der Bestrahlung ist fur Chiuind Paprikapulver nach 4 min erreicht.

Ein Beispiel fur den Effekt der vierminitigen Begtlung auf den Matrix-Hintergrund im
Chromatogramm eines nicht veranderten und einesrtist (500 ppm) Chilipulver-Extraktes
ist in Abb. 47 gegeben.
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A B

Abb. 47: Effekt der Bestrahlung auf die Matrix; Trennungseh: zwischen
Strichlinien; (s: dotiert mit Sudanrot 7B, 500 pplienge an IS in jeder Probe:
500 ppm)

2.7 Wiederfindung

Die Wiederfindung wurde fur Sudanrot I, 1l und 78hd Sudanorange G bei zwei
Konzentrationen in Chiliso3e (P8), Currypaste (Palmol (P6) und Gewdrzen (Chili- (P3),
Paprika- (P4) und Kurkumapulver (P5)) (Tab. 9) inestt und zweimal wiederholt.

Tab. 9 : Mittelwertwiederfindung (n = 2) von den dotiertearbstoffen; Fettgedruckt: Beispiel der Rechnung is

fur Sudanrot 11l in Kurkumapulver gegeben (siehg4iund 6.7).

Chilipulver Paprika- | Kurkuma- ChilisoRe | Currypaste Palmol
pulver pulver

Zudo-
tierte L ]
Konz 300 50 | 300 50 300 50 30 5 150 25 150 25
[ppm]
Farb- . : : o
stoffe Mittelwertwiederfindung [%]

I 97,8 | 934| 94,9120,1] 99,0 | 112,4 97,24| 851 | 954| 97,5 93,6 84,

[l 99,7 | 82,7| 95,2 97,7 |105,7|113,6/100,1| 75,6 | 92,3| 89,3 82,1 76,

7B 103,8| 110,2| 99,6| 111,8] 105,9| 120,4| 99,6 | 78,9| 93,5 925 83}y 73

OUJ Q)

OR 103,7| 139,5| 89,6| 120,3| 96,9 | 109,5 115,7| 110,2| 100,5| 120,9| 120,0| 109,3
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2.8 Schnelle Screeningmethode durch antiparallele Entwklung

Die antiparallele Entwicklung wurde in der horizaleh Entwicklungskammer durchgefuhrt.
Die Proben wurden 1 mm vom Plattenrand entferrgettdigen, um die H6he der Laufstrecke
zu maximieren (5 cm). Die Trennung ist allerdingshhausreichend fir eine Quantifizierung.
Die Methode kann trotzdem zum schnellen Screenargvendet werden. Bis zu 38 Proben
konnen auf derselben Platte aufgetragen und gleittfpan 5 Minuten entwickelt werden
(Abb. 48).

\ B [ oy OF I = g s e o - 7
P9 A P12 B P11 C P10 D P13
Abb. 48: Chromatogramm der antiparallelen Entwicklung (4&dn) nach 4 min Bestrahlung von

Paprika- (P9) und Kurkumapulver (P11), Cayennepfgf?10) und Gewlrzmischung (P12 und P13)
(alle Proben mit IS dotiert); Standardkonzentraimrl0 (A), 20 (B), 40 (C) und 60 (D) ng/Spot.

Anschliessend konnen verdachtige Proben mittelsqdantitativen HPTLC-Methode (2.9)
untersucht werden.
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2.9 Optimierte HPTLC-Entwicklung zur quantitativen Best immung

Bis zu 19 Proben gleichzeitig (Abb. 49) kbnnen dudte entwickelte HPTLC-Methode
dieser Arbeit quantitativ bestimmt werden.

Ll T T Y Y

P9 A P12 B P11 C P10 D P13

Abb. 49: Chromatogramm der 23 Banden nach 4 min Bestrahkory Paprika- (P9) und
Kurkumapulver (P11), Cayennepfeffer (P10) und Gewiischung (P12 und P13) (alle Proben mit
IS dotiert); Standardkonzentrationen: 10 (A), 20, @ (C) und 60 (D) ng/Spot.
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2.10Bestatigung positiver Befunde

Zwei unterschiedliche Methoden wurden verwendet, @imen positiven Befund in einer
Probe zu bestétigen: der Vergleich von Spektrenrdame selbst erstellte Spektrenbibliothek
und, in Zweifelsfallen, die Bestimmung der genalasse durch Massenspektrometrie.

2.10.1 Spektrenbibliothek

Die Spektrenbibliothek wurde basierend auf 3 Kotrztionen (20, 80 und 200 ng/Spot) pro

Azofarbstoff aufgebaut. Abb. 48 zeigt einen Spektezgleich von Sudanrot 7B der Abb. 47
(Abb. 50).

& winCATS - [winCATS.wsl*]
|} File Instruments Run Administration View Tools Window Help
o
D|&(E| Bl ol &2 = [
@ Sudan dyes.cna @ Sudan dyes.cna |1} WinCATS.wsl*
Analysis Library (30 spectra)
Spectium % « Library Overlay Corelation ¢ Difference
78 78_200
100 100
AU AU
20 80
70 70
60 60
50 50
40 40
30 30
20 20
10 10
0 0
350 400 450 500 nm 500 350 400 450 500 nm 500
Add this spectrum to library ... | Assign 78_200 to current peak
F:\Elodie\Sudan dyes.cna
Y ‘ﬂ 7B 200 0.99937
76 80 0,99928
78 20 0.98961 Rf0.36
Track : [ 3 j] Iv 80 0.90488  Rf0.32
o v 200 090417 Rf0.33
Position : MD{" Rf ' 0,37 ﬂ
Assigned substance : [75
<[> [\Linkfiles \Compare analysis - library A Editlibrary A Compare library- library /

Abb. 50: Spektrenvergleich von Sudanrot 7B (Korrelation994).
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2.10.2 MS-Spektren

= Probenextraktion von der Platte

Die Extraktion wurde mittels des TLC-MS-Interfac6SAMAG, Schweiz) durchgefihrt.
Abb. 51 zeigt eine verbesserte Extraktion mit avaleutionskopf.

A B L

Abb. 51: Vergleich der Trennung (A) mit
rundem (B) und ovalem (C) Elutionskopf

= HPTLC-HPLC-MS-Kopplung

Eine HPTLC-HPLC-MS-Kopplung wurde zum ersten Malegéet, da die Azofarbstoffe bei
HPTLC-MS-Kopplung nicht vom Coffein getrennt wurdé&im eine zusatzliche Trennung zu
erreichen, wurde diese mittels einer monolithisc6&8-Saule (Eluent: MeOH/Ameisensaure
90:10 (v/v)) durchgefihrt. Sudanrot I, Il, IV, BB7Pararot und der interne Standard konnten
vom Coffein getrennt werden, wohingegen Sudanor&ged Sudanrot Il mit dem Coffein
coeluieren. Die Retentionszeiten sind in Tab. 10gebpen. Beispielhaft sind ein
Chromatogramm und der Totalionenstrom in Abb. 7gegen.

Tab. 10 : Retentionszeiten der untersuchten Farbstoffe au€d 8-Saule

Substanze \ Retentionszeit [min]
FlieBmittel : MeOH/Ameisensaure 90:10 (v/v)

Sudanrot | 9,9
Sudanrot Il 17,0
Sudanrot IV 10,9
Sudanrot B 12,1
Sudanorange G 54
Pararot 8,8
IS 11,0
Coffein 4,5
FlieBmittel : MeOH/Ameisensaure 90:10 (v/v)

Sudanorange G 7,5
Coffein 3,4
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Die Massengenauigkeit kann durch die VerwendungMassWorks-Software berechnet
werden (Abb. 52).

% Signal intensity
100

‘ m/z 380.1867 found
(380.1875 theoretical)

Max: 39026
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Abb. 52: Massenspektrum von Sudanrot 7B der Abb. 47 mit.eeakten* Masse
durch MassWorks-Software

Wie schon beschrieben sind Sudanrot B und IV msitBlanarchromatographie schwer zu
trennen und mittels MS-Spektrum nicht zu untersdmei Die Retentionszeiten dieser zwei
Farbstoffe sind allerdings auf der C18-S&ule unteesllich. Weitere Untersuchungen
kénnten darauf abzielen, die Azofarbstoffe ersttetst Planarchormatographie von der
Matrix zu trennen und dann die Farbstoffe mit eirmderen FlieRmittel zu konzentrieren.
So wirden alle Farbstoffe gleichzeitig als ein gjaez Spot extrahiert, auf der C18-Saule
getrennt und ihre Massenspektren aufgenommen werden
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2.11Kosten- und Zeitvergleich HPLC- vs. HPTLC-Methode

Ein Kosten- und Zeitvergleich mit einer kirzlichré#entlichten HPLC-Method€g37] zeigt,
dass die entwickelte HPTLC-Methode dieser Arbeigéimmal billiger und 25 mal schneller als
der HPLC-Methode ist. Diese Parameter konnen &iiSdireeningmethode um Faktor 2 und 3

(Kosten bzw. Zeit) gesteigert werden. Dieser Vachleeigt die Effektivitat (Kosten, Zeit,

Umweltfreundlichkeit) der

HPTLC-Methode

Azofarbstoffen in Lebensmitteln (Tab. 11).

in der

Tab. 11 : Kosten- und Zeitvergleich HPLC vs. HPTLC-Mehtode

Besnung von verbotenen

Untersuchte Probe Verbotene Azofabstoffe
Lebensmittel Gewdrzpulver, Gewlrzmischungen, Sof3en und Pasten
Chromatographische Methode HPLC HPTLC
Probenvorbereitung GPC vereinfacht
Betriebskosten/Lauf (Euro) Q:Aaer:;:g[ge Screeningmethode
Mobile Phasé&’ 0,248 0,018 0,005
Stationére Phase 0447 | 0,303¥ 0,152"
Abfallbeseitigund® 0,008 <<0,001 <<0,001
Betrag (Euro) 0,673 0,321 0,158
Billiger um Faktor 2,1 4,3
Totalzeit/Lauf [min]

Auftragung/Einspritzung - 0,43 0,33
Chromatographie 45 1,62 0,22
Auswertung - 0,30 0,0%
Totalzeit [min] 45 1,78 0,59
Schneller um Faktor 25,2 76,7
Arbeitsaufwand/Lauf [min] - 0,1 0,1

W Fir den Kauf von 4 x 2,5 L (Angebotspaket) von ligtel (chromatography grade) (Kosten/L) gerechnet:
Aceton 27 €, ACN 37 €, Isohexan 37 €, MeOH 20 € MK 22 €; FlieBmittelgeschwidigkeit (mL/min): 0,3
@ Kosten von Saule und Vorsaule fiir 1000 Laufe/S#iteVorsaulenwechsel alle 200 Laufe: 290 € + 125 €

?erechnet

% Fir 23 Proben (siehe Abb. 49)

“ Fiir 46 Proben (siehe Abb. 48)

®) 0.6 € pro kg halogenfreiem Losemittel
© Nur digitale Dokumentation
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3. Zusammenfassung

Sudanrot | wurde im Mai 2003 in Frankreich in Cayepfeffer nachgewiesen. Dies war die
erste Warnung an die EU-Mitgliedstaaten durch deln&lwarsystem im Lebens- und
Futtermittelbereich (Rapid Alert System for FooddaReed, RASFF). Danach wurden
zunehmend Produkte (Gewtrze, Sof3en, Pasten undolealmit unerlaubt zugesetzten
fettloslichen synthetischen Azofarbstoffen gefuna@a z.B. Sudanrot IV, Sudanorange G
und Pararot. Diese werden normalerweise zur Farmaidreicher Produkte wie Wachs,
Schuhcreme, Poliermittel usw. verwendet. Die irdéomale Agentur fur Krebsforschung
(International Agency for Research on Cancer, IAR&) Sudanrot I-IV und Sudanrot 7B als
Karzinogene der Kategorie 3 eingestuft. Deshallhist Anwendung als Zusatzstoff verboten.
Im Jahr 2008 und im ersten Halbjahr 2009 wurdeerdithgs nicht weniger als 60 Falle im
RASFF dokumentiert.

Da nur wenige analytische Methoden es ermdglicheehr als die vier Farbstoffe

Sudanrot I-1V in Gewilrzen nachzuweisen, wurde sittenelle und kostengiinstige HPTLC-
Methode zum Nachweis von Sudanrot |-V, B, 7B, Swtange G und Pararot (selbst
synthetisiert) in Gewirzen, Gewlrzmischungen, PaselRen und Palmélen entwickelt. Zur
Korrektur der Probenaufbereitung wurde ein intefd@mdard (4-Dimethylaminoazobenzol)
fur die Quantifizierung verwendet.

Die Trennung wurde auf unterschiedlichen statiomdRhasen versucht: normale und
alkylierte Aminophasen, Aluminiumoxid, irregularesnd spharisches (LiChrospher®)
Kieselgel sowie Coffein-impragnierte Kieselgel Bat Dabei wurden auch unterschiedliche
mobile Phasen in verschiedenen Entwicklungskamm@uoppeltrog, Horizontal- und
automatische Kammer (ADCZ2)) bei verschiedenen kutthtigkeiten getestet. Wie schon
bemerkt, waren gemal3 der gefundenen Literaturwié isomere Sudanrot IV und B schwer
zu trennen, auch auf RP-18-Schichten. Die bestenlireg konnte auf Coffein-impragnierten
HPTLC-Platten NANO-SIL-PAH bei einer relativen Ligtchtigkeit von 45 % erreicht
werden (FlieBmittel: Isohexan - Methylethylketon 15:(v/v)). Aus Grunden der
Reproduzierbarkeit und zur Kontrolle der Luftfeughkeit, wurde die Trennung in der
automatischen Entwicklungskammer (ADC2) durchgefiibre densitometrische Detektion
wurde, nach der Bestimmung des genauen Absorptixismms jedes Farbstoffs durch
Absorptionsmessung via 5 Wellenlangen-Scan (39G&, 4D0, 525 und 550 nm) und
Spektrenaufnahme (320-600 nm) durchgefihrt. Die ibikation erfolgte durch eine
polynomische bzw. lineare Regression entsprecheameimeweiten (10-200 ng/Spot) bzw.
engen (4-40 ng/Spot) Arbeitsbereich. Die Reprodbaikeit (n = 3) der Kalibrationskurven
fur den engen und weiten Bereich wird mit einematreén Korrelationskoeffizienten
>0,99878 bzw.=>0,99705 und einer Standardabweichurng2,56 % bzw.< 5,69 %
beschrieben. Die LOD liegt fir die untersuchterbBtoffe im Bereich 1,7 — 3,2 ng/Spot.

Da versucht wurde, eine moglichst kosten- und gaiende Methode zu entwickeln, musste
die Aufarbeitung mdoglichst kurz und einfach seineiné Aufreinigung wurde fur
Kurkumapulver, Ole, Pasten und SoRen benétigt, @a Bhsislinie schon frei von
Matrixstorung war. Die Wirkung von Polyamid- und tn8ilbernitrat oder Antimon(lll)-
chlorid impragnierten Schichten wurde flr Chilipedwgetestet. Polyamid und Antimon(lll)-
chlorid hatten keinen besonderen Effekt auf die rMafTests tUber die kombinierte und
getrennte Wirkung einer 3 mm breiten Silbernitratba auf Coffein-impragnierten HPTLC-
Platten und Bestrahlung unter UV-Licht (600 \f)m zeigen, dass nach
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4 min Bestrahlung die Basislinie ausreichend sauistr Die HOchstgrenze der
Extraktionsmethode ist 2000 ppm. Dies reicht aws,sté viel hoher als die bestimmte
Konzentrationen in Lebensmitteln gemal RASFF-Medgumn ist. Die Nachweisgrenzen
(LOD) dieser Methode betragen fiir Gewiirzpulver,t&asOle und SoRen 10, 5, 5 und
1 ppm. Diejenigen von Kurkumapulver, Olen, Pastem BoRen konnen durch hohere
Auftragungsvolumina weiter verringert werden. 10mp(Gewdurzpulver) ist im Hinblick auf

die zu erwartenden Zusatze zur gewinschten Faedtarrder Produkte ausreichend. Die
Wiederfindung wurde fur Sudanrot I, Ill, 7B und Smdrange G bei zwei Konzentrationen in
Chilisof3e (30 und 5 ppm), Currypaste (150 und 28)ppalmaol (150 und 25 ppm), Paprika-,
Chili- und Kurkumapulver (300 und 50 ppm) bestimmer Mittelwert der Wiederfindung

(n =2) liegen zwischen 75,6 % (Chilisof3e dotieit B ppm Sudanrot Ill) und 139,5 %
(Chilipulver dotiert mit 50 ppm Sudanorange G).

Parallel zur HPTLC-Methode zur Quantifizierung weirdine schnelle Screeningmethode
entwickelt. Bis zu 38 Proben kénnen gleichzeitigtets antiparalleler Entwicklung in einer
horizontalen Entwicklungskammer untersucht werdérdachtige Proben kdnnen dann mit
der beschriebenen HPTLC-Methode quantitativ bestimverden. Im Vergleich mit einer
kurzlich veroffentlichten HPLC-Methode ist die quigative bzw. Screnning-HPTLC-
Methode dieser Arbeit um den Faktor 2 bzw. 4 dgiti und um den Faktor 25 bzw. 75
schneller.

Positive Befunde konnen durch Spektrenvergleich ndér selbst aufgebauten
Spektrenbibliothek (3 Konzentrationen pro Azofaoff$t abgesichert werden. Zur
zweifelsfreien Bestatigung positiver Funde konneasbénspektren von verdachtigen Zonen
Uber das TLC-Interface aufgenommen werden. DienenHPTLC-HPLC-MS-Kopplung
wurde zum ersten Mal vorgestellt. Die monolithiscG&8-Saule ermoéglicht dank einer
zweiten Selektivitatsrichtung (C18-Saule vs. Kigsfdlatte) die Trennung von
mitextrahiertem Coffein (Schichtimpragnierung) weh Azofarbstoffen. Die Methode sollte
allerdings noch weiter optimiert werden, da z.Bd&uot Ill mit dem Coffein coeluiert. Die
C18-Saule zeigte allerdings den Ansatz, Sudanroumd B zu trennen (unterschiedliche
Retentionszeit), auch wenn kein Mix von beiden Btofien gleichzeitig von der Platte
extrahiert wurde. Es bleibt anzumerken, dass sématlAbsicherungen - UV/VIS-Spektren,
Massenspektren und ein zweites chromatographisgysiem anderer Selektivitat - nur einen
einzigen HPTLC-Lauf benétigen und das bei bis zdPftben gleichzeitig.
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4. Experimenteller Teil

4.1 Allgemeine Gerate- und Softwareparameter
HPTLC
= Software

winCATS - Planar Chromatography Manager (Version 14.2.8121)
Software fir ATS 4, TLC Scanner 3, Reprostar 3,$dige 2, ADC 2, CAMAG, Muttenz,
Schweiz

= Auftragung

Automatic TLC Sampler (ATS 4)
Probenautomat, CAMAG, Muttenz, Schweiz

- Abstand vom unteren Plattenrand :8 mm
- Auftragungsform : bandenformig, 6, 7 und 8 mm
- Anzahl der Banden : variabel

= Entwicklung

Twin through Glass Chamber, 20x10 cm und 10x10 cm
Doppeltrogentwicklungskammer, CAMAG, Muttenz, Scieve

Horizontal Developing Chamber, 10x10 und 10x20 cm
Horizontalentwicklungskammer, CAMAG, Muttenz, Sclave
- Sattigungszeit : 15 min

HPTLC Vario System,10x10 cm
System mit Plattenlinienfraser und verschiedenemmdarn flr relative Luftfeuchtigkeits-
und FlieBmitteltests, CAMAG, Muttenz, Schweiz

- Sattigungszeit : 15 min

Automatic Developing Chamber (ADC 2)
Automatische Entwicklungskammer, CAMAG, Muttenzh&eiz
- Gesattigte Luftfeuchtigkeitsmittel (relative Luftfehtigkeit bei einer Temperatur von
20 °C) : Magnesiumchlorid (33 %)
Kaliumthiocyanat (47 %)
Kaliumcarbonat (43 %)

- Luftfeuchtigkeitskontrollzeit 4 min
- Sattigungszeit : 10 min
- Trocknungszeit : 1 min
- Entwicklungsdistanz : 60 mm

51



Literatur

=  Dokumentation

Reprostar 3, Digistore 2
Dokumentationssystem mit Digitalkamera, CAMAG, Muiz, Schweiz
- Belichtungsart : White T, White RT, 366 nm

TLC Scanner 3
Scanner flur densitometrische Auswertung, CAMAG, teh, Schweiz
Scanmodus :

- Messmodus : Absorption

- Messtyp : Remission

- Lichtquelle : Deuterium- und Wolframlampe
- Wellenlange : 390, 415, 500, 525, 550 nm

- Detektor : Photomultiplier

- Spaltgrol3e : 5.00 x 0.20 mm, Micro

- Scan-Geschwindigkeit : 20 mm/s

- Datei-Resolution : 5Am/Stepp

- Optimierungssystem : Resolution

Spektrummodus :

- Messmodus : Absorption

- Spalt-Grosse : 6.00 x 0.40 mm, Macro

- Datei-Resolution : 1 nm/Stepp

- Spektrum-Geschwindigkeit : 20 nm/s

- Optimierungssystem . Licht

- Referenzmodus . pro Platte (Stelle: X: 20,0 mm5%,0 mm)
- Spektrendokumentation : WinCATS Bibliothek

= Sonstiges

Immersion Device llI

Automatische Tauchkammer, CAMAG, Muttenz, Schweiz
- Verweilzeit :0s
- Tauchgeschwindigkeit : speed 1 cm/s

Diffusions-Entfarbe-Apparatur
Farbekammer benutzt als horizontale Tauchkamme8AREA, Heidelberg

Heraeus Suntest CPS%

Bestrahlungseinheit
- Bestrahlungsstéarke : 600 W/m
- Bestrahlungszeit : variabel
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MS

= Software

HP 1100 LC/MSD Chemstation, Rev. B. 02.01-SR 2
Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland

=  Gerate

TLC-MS Interface
CAMAG, Muttenz, Schweiz

API-Electrospray LC/MSD SL Agilent G1946D/G1956B
Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

- Detektion : Dioden-Array-Detektor, G1315B

- Entgaser : Degasser, G1322A

- Pumpe : Quarternare Pumpe, G1311A

- Probenautomat : Autosampler, G1313A

- Saule : Chromolith Speed ROD, RP180-4,6 cm

TG52-3RP/1 Nr. 2976.03 (experimentelle Saule,
zum Zeitpunkt der Arbeit noch nicht kauflich)
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4.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterial

4.2.1 Reagenzien

Tab. 12 :Reagenzien

)

)

)

Substanz Qualitat Hersteller
Ameisensaure Hochschullieferung divers
Ammoniak 25%ig divers
Antimon(lll)-chlorid Zur Analyse Merck, DarmstadD)
Anilin >99.5% Fluka, Munchen (D)
Azophenol - synthetisiert
trans-Azobenzol > 96% Merck, Darmstadt (D)
4-Bromphenacylbromid Zur Synthese Merck, DarmstBagit
Coffein > 99% Fluka, Munchen (D)
2,4-Dimethylanilin 99% Acros Organics, Nidderau (I
Eisessig Hochschullieferung, divers
99 — 100%
Fast Garnet GBC base Acros Organics
(4'-Amino-2,3'- 97% Nidderau (D) ’
dimethylazobenzol)
Kaliumcarbonat > 98% Karl Roth GmbH & Co,
Karlsruhe (D)
Kaliumthiocyanat reinst Fluka, Munchen (D)
Mag;:f;{;‘ggf”d' 99,0% Fluka, Miinchen (D)
B-Naphtol zur Analyse Merck, Darmstadt (D)
Natriumhydroxid Platzchen zur Analyse Merck, Dama$t(D)
Natriumnitrit krist. 99% Merck, Darmstadt (D)
4-Nitroanilin 99% Acros Organics, Nidderau ([
Pararot - synthetisiert
Pentafluorbenzylbromid 99% Fluka, Munchen (D)
Pentafluorphenacylbromid 97% Fluka, Minchen (D)

Phosphorpentoxid Hochschullieferung divers
Salzsaure Hochschullieferung divers
Silbernitrat ultrapure grade Acros Organics, Nicdde{D)
Sudanrot | anal. Standard, > 96% Sigma-Aldrickjriteim (D)
Sudanrot I anal. Standard, > 96% Sigma-Aldrich, Steinheim (D
Sudanrot Il anal. Standard, > 96% Sigma-Aldrsteinheim (D)
Sudanrot IV anal. Standard, > 96% Sigma-Aldrich, Steinheim (D
Sudanrot 7B anal. Standard, > 96%%Sigma-Aldrich, Steinheim (D
Referenzmaterial fur Labor Dr. Ehrenstorfer-
Sudanrot B

Spuranalyse, 90.5%

Schafers, Augsburg (D)

Sudanorange G

anal. Standard, > 969

0 Sigma-Aldrich, Steinheim (D

Triethylamin

Hochschullieferung

divers

Trifluoroessigsaure

Hochschullieferung

divers
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4.2.2 Losemittel
Tab. 13 : Losemittel
Substanz Qualitat Hersteller
Aceton destilierte Hochschullieferung divers
Acetonitril destilierte Hochschullieferung divers
Chloroform Hochschullieferung divers
Diethylether p.a.: Reinheit = 99,8% Merck, Darmstadt (D)
Dichlormethan Hochschullieferung divers
Ethanol destilierte Hochschullieferung divers
Ethylacetat destilierte Hochschullieferung divers
Acros Organics
0 1
Ethylmethylketon 99 % Nidderau (D)
n-Hexan destilierte Hochschullieferung divers
. Sigma-Aldrich
0 1
Isohexan Min. 85 % Steinheim (D)
destilierte Hochschullieferung, :
Methanol LC-MS Chromasol divers
Methylisobutylketon Hochschullieferung divers
Tert-butylmethylether Hochschullieferung divers

Toluol p.a., destilliert Merck, Darmstadt (D)
4.2.3 Platten
Tab. 14 : Platten
Plattenart Artikelnummer Hersteller

HPTLC-Alufolien, 20x20 cm, Kieselgel 60

1.05547.000

Merck, Darmstadt (D)

HPTLC-Platten, 20x10 cm, Kieselgel 60

1.05641.00

DIMerck, Darmstadt (D)

HPTLC-Platten, 20x10 cm, NH

1.12572.0001

Merck, Darmstadt (O

)

Macherey-Nagel,

HPTLC-Platten Nano-SIL-PAH, 20x10 cm 811 051 .

Oensingen (CH)
HPTLC-Platten LiChrospher, 20x10 cm 1.15445 Mef&rmstadt (D)
DC-Alufolie, 20x20 cm, Aluminiumoxid 60 4, 105550 Merck, Darmstadt (D
neutral
DC-Polyesterfolien, 20x20 cm, Polyamid-6,F 803023 Macherey-Nagel,

Oensingen (CH)
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4.3 Methodenpara

meter

4.3.1 HPTLC-Trennungsversuch und —optimierung

» FlieBmittelversuch auf Kieselgel

Tab. 15 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Te$tKiagelgel)

Plattenart HPTLC-Alufolie, 20x20 cm Kieselgel 60

ReferenzsubstanzerSudanrot I-VI, B, 7B und Sudanorange G wurden éim¢Ze5 mg) in je
2 mL Aceton gelost. Die Losungen wurden auf 10 mlt ACN
aufgefillt (Stammlésungen von je 1A/mL).

Flielmittel FM 1: Dichlormethan

FM 2: Hexan/Ethylacetat (4 :0,5, v/v)

FM 3: Hexan/Aceton (5:0,25, v/v)

FM 4. n-Hexan/Toluol/Essigsaure (2,5:2,5:0,05, wyv/

FM 5: Toluol

FM 6: TBME

FM 7: Hexan/Essigsaure (6:0,2, v/v)

FM 8: Chloroform

FM 9: n-Hexan/MEK (5:0,25, v/v)

FM 10: Toluol/MEK (5:0,25, v/v)

FM 12: n-Hexan/MEK/Salzsaure (5:0,25:0,01, v/v/v)

FM 13: n-Hexan/MEK/Trifluoressigsaure (5:0,25:0,00//v)

FM 14: Toluol/MEK (5:0,5, v/v)

FM 15: n-Hexan/MEK (5:1, v/v)

Sattigungslosunger

n  Fur eine relative Luftfeuchtigken 96, 75, 56, 35 und 3 % wurd
H,SQJ/ Wasserlésungen von bzw. 10, 30, 40, 50, 60 und%/
verwendet.

(@Y
=

ATS4

Auftragungsvolumen: 0,AL sowie 75 ng/Band (Uberspriiht)
Bandenlange: 6 mm

Auf eine 90 mm-Bande wurden 4. von einem Mix (M), 100uL
jeder Stammlésungen (3ig/mL), somit 95 ng/cm Band) aufgetrag
und im dem HPTLC Vario System entwickelt.

en

Entwicklung

Doppeltrogkammer 10x10 cm
HPTLC Vario System (Platte der Abb. 13)
Laufstrecke: 7 cm
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= Vergleich der Selektivitat von verschiedenen Schidén

Kieselgel vs. Aminophase

Tab. 16 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (KieseyjeAminophase)

Plattenart HPTLC-Platten, 20x10 cm Kieselgel 60
HPTLC-Platten, 20x10 cm NH

Fliel3mittel FM 5: Toluol
FM 11: n-Hexan/Diethylether/Ammoniaklosung (25 %)025:0,01,
vIvIVv)

FM 13: n-Hexan/MEK/Essigsaure (5:0,25:0,01, v/v/v)

Referenzsubstanzen

ATS4 siehe Tab. 15 (ohne HPTLC Vario System)

Entwicklung

Aluminiumoxidschichten

Tab. 17 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Te$talaminiumoxidplatte)

Plattenart DC-Alufolie, 20x20 cm, Aluminiumoxid 68s4, neutral
FlieBmittel FM 9: n-Hexan/MEK (5:0,25, v/v)
Referenzsubstanzen

ATS4 siehe Tab. 16

Entwicklung

Alkylierte Aminophasen

Tab. 18 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Testnadifizierte Aminophasen)

Plattenart HPTLC-Platten, 20x10 cm, NH
FlieBmittel FM 9: n-Hexan/MEK (5:0,25, v/v)
Referenzsubstanzen

ATS4 siehe Tab. 16

Entwicklung

Ansatz fiir eine 20x10 cm N#Platte (Aminobelegung: 28mol/m?, Oberflache: 500 ffg) :

Die HPTLC-NH-Platten wurden mindestens zwei Stunden Ubgds Pm Exsikkator
getrocknet. Fur die Reaktionslésung wurden in eibh@d-mL Kolben 50 mL ACN, 1%L
TEA und 24uL PFBB bzw. 22uL PFP und 20 mg 4-Bromphenacylbromid gegeben uhd m
ACN aufgefullt (Abb.53). Die Lésung wurde mit dermAnoplatte in eine horizontale
Tauchkammer (Farbekammer) gegeben (mit PE-Folieddakt und von Licht geschutzt)
und Uber Nacht geschittelt. Die Platte wurde dammbzug trocknen gelassen und vor der
Chromatographie mit ACN vorgewaschen.
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Br
O\ =
Br g E F
Br
Br F F F F
0 F F
A B C

Abb. 53: Strukturformeln von A) 4-Bromphenacylbromid, B) P&fRd D) PFBB

Der theoretische Mechanismus dieser Synthese daektder Schicht wird in Abb. 54
veranschaulicht.

H
s Q
R™(Br —— = R7 NA D si—=RT ONA s

Abb. 54: Nukleophile Substitution (&) zwischen der Aminogruppe der Schicht und degefotien
Substanzen: R steht fir 4-Bromobenzaldehyd (4-Bremacylbromid), Pentafluorobenzaldehyd
(PFBB) und Pentafluorobenzol (PFP). TEA wird begiitim das freigesetzte labzufangen.

Coffein-imprégnierte Kieselgel Platten

Tab. 19 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Coffapragnierte KG60-Platten)

Plattenart HPTLC-Platten, 20x10 cm Kieselgel 60
HPTLC-Alufolie, 20x20 cm Kieselgel 60
FlieBmittel FM 5: Toluol

FM 9: n-Hexan/MEK (5:0,25, v/v)

FM 13: n-Hexan/MEK/Trifluoressigsaure (5:0,25:0,00;/v)

FM 14: Toluol/MEK (5:0,5, v/v)

FM 15: n-Hexan/MEK (5:1, v/v)

Fur das HPTLC Vario System wurden 9 verschiedehiexan/MEK-
Losungen hergestellt: 43, 33, 23, 17, 9 und 3,8 E&KMowie 20, 15
und 12 % MEK.

Referenzsubstanzen
ATS4 siehe Tab. 14
Entwicklung

Ansatz fur eine HPTLC-Platte, 20x10 cm Kieselgel 60

Die Platte wird fir 20 Minuten in der automatischesuchkammer in eine Coffein-Lésung
(1,7 g Coffein in 100 mL ACN) getaucht und 20 Mieatbei 120 °C getrocknet.
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= Optimierung des FlieBmittels auf mit Coffein impragnierten Platten

Vergleich unterschiedlicher Schichten

Tab. 20 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Verglean Schichten)

Plattenart HPTLC-Platten Nano-SIL-PAH, 20x10 cm
HPTLC-Platten Kieselgel 60, 20x10 cm
HPTLC-Platten LiChrosphél, 20x10 cm

FlieBmittel FM 15: n-Hexan/MEK (5:1, v/v)
Referenzsubstanzen

ATS4 siehe Tab. 16

Entwicklung

Ansatz fur eine HPTLC-Platte, 20x10 cm Kieselgeb@@r LiChrospher®

Die Platte wird fur 20 Minuten in der automatischesuchkammer in eine Coffein-Losung
(1,7 g Coffein in 100 mL ACN) getaucht und 20 Mieatbei 120 °C getrocknet.

Reduzierung der Laufstrecke und Zugabe der Fafbdiairarot und des internen Standards

Tab. 21 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (ZugaheéPR und IS)

Plattenart HPTLC-Platten Nano-SIL-PAH, 20x10 cm

FlieRmittel siehe Tab. 20

ReferenzsubstanzerSudanrot I-1V, 7B, B und Sudanorange G wurden veschrieben ir
Tab. 15 vorbereitet.
Pararot und 4-Dimethylaminoazobenzol wurden eingels mg) in je 2
mL Aceton gelost. Die Losungen wurden auf 10 mL rACN
aufgefullt (Stammlésungen von je 158/mL).

ATS4 siehe Tab. 16

Entwicklung Doppeltrogkammer 10x10 cm
Laufstrecke: 7 cm, dann 6 cm
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Einfluss der Luftfeuchtigkeit
Tab. 22 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Effekidftfeuchtigkeit)
Plattenart .
FlieRmittel siehe Tab. 21
Referenzsubstanzersiehe Tab. 21 (Abb. 23)
Sudanrot I, Il, B, Sudanorange G und 4-Dimethylava#zobenzol (IS

wurden einzeln (10 mg) in je 5 mL Aceton gelostd&uwot 1lI, IV, 7B
und Pararot in je 15 mL. Die Losungen wurden auf20mit MeOH
aufgefullt (Stammlésungen von je 0.5 mg/mL). Fire
Standardgemischlésung wurden je 200 pL der entspnelen
Stammlésungen gemischt und mit Methanol auf 10 mmfigefillt (M,
Farbstoff je 10 ng/uL). Die interne Standardiésungn Uberspriiher
wurde entsprechend 1:50 verdiinnt. (Abb. 24-25)

di

—

Salzlésungen

Fur jedes Salz (Mg€IH,O, KSCN und KCO;s) wurde eine gesattigt
800 mL-Wasserldésung vorbereitet.

ATS4 Auftragsvolumen: UL, sowie 20 ng/Band, von der Standardgemis
l6sung und Standardlésung (Uberspriht)
Bandenlénge: 6 (Abb. 23-24), dann 8 mm (Abb. 25)

Entwicklung Doppeltrogkammer 10x10 cm (Abb. 23), nda ADC2
(Kammersattigungszeit: 10 min, Einstellungsdauerr fidie
Luftfeuchtigkeit: 4min) (Abb. 24-25)
Laufstrecke: 6 cm

4.3.2 Interner Standard

Tests dreier unterschiedlicher Substanzen

Tab. 23 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (TesisrdBubstanzgn

Plattenart

Fliel3mittel siehe Tab. 21

Referenzsubstanzen

Testsubstanzen AzophentiansAzobenzol und 4-Dimethylaminoazobenzol (1,5 n
wurde in je 5 mL Aceton gel6st und auf 10 mL mit®té aufgefullt.

ATS4 Auftragsvolumen: 10 pyL, sowie 100 ng/Band, von
Referenzsubstanzen und Testlosungen, Standarddedsiscg
(Uberspriht)
Bandenlange: 8 mm

Entwicklung ADC2 mit Kaliumcarbonat als Salzlosysgehe 22)

Laufstrecke: 6 cm
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Versuch der Synthese der deuterierten Farbstoffe

= Vorschrift
Ansatz fir eine theoretische Ausbeute von 4 mrf&8]
a) Diazotierung

In einem 10 mL Becherglas verdinnt man 3@5 Anilin (Sudanrot 1), 495uL 2,4-
Dimethylanilin (Sudanrot 1) oder l6st man 900 mgAdnino-2,3'-dimethylazobenzol
(Sudanrot IV) oder 550 mg 4-Nitroanilin (Pararat)2 mL 5~ Salzsdure und lasst unter
kraftigem RUhren und Kihlen bei einer Temperatuteurs °C (Eisbad) eine 8
Natriumnitritidsung (270 mg Natriumnitrit in 5001 Wasser) langsam zuflie3en, wobei die
Temperatur nicht Gber 5 °C steigen darf. Die Aukimlg des Diazoniumsalzes geht mit einer
starken Warmeentwicklung einher und eine Temperahar 10 °C kann den Zerfall des
Diazoniumsalzes herbeifthren.

b) Azokupplung

In einem 20 mL Becherglas, das eine Losung vonrdg@3-Naphtol in 8 mL 2 Natronlauge
enthalt, lasst man bei 5 °C bis 10 °C (Eisbad)Lldisung des diazotierten Amins langsam
unter Ruhren zuflieRen. Der mit Indikatorpapier rijde pH-Wert der Losung soll alkalisch
sein. Eine rote Farbe erscheint. Am Ende der RmakWwird die Lésung mit wenig
destilliertem Wasser uber eine Glasfritte unter (ak mittels einer Wasserstrahlpumpe
filtriert. Das Produkt wird unter Vakuum getrocknetd im Exksikkator aufbewahrt. Die
erwartete Ausbeute betragt ungefahr 80 %.

c) Reinigung : Umkristallisation

Das Produkt wird in einem minimalen Volumen von MéOder EtOH erhitzt bis es siedet
und in Eis gekuhlt. Die ausgebildeten Kristalle der danach in sehr wenig
Umkristallisationslosung stehen gelassen. Wenrs alerdampft ist, wird das Produkt in
einem Exksikkator aufbewahrt.
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d) Reinheitsprifung

Tab. 24 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Reispritung)

Plattenart

Fliel3mittel siehe Tab. 21

Referenzsubstanzen

Produkte der Produkte der Synthesen wurden einzeln (1,5 mg@ ihimL Aceton

Synthesen gelost. Die Lésungen wurden auf 10 mL mit MeOH adiigt (150
Hg/mL)

ATS4 Auftragsvolumen: 10 pyL, sowie 100 ng/Band, von den
Referenzsubstanzen und Testlosungen, Standarddedsiscg
(Uberspriht)
Bandenlange: 8 mm

Entwicklung Siehe Tab. 23

UV/VIS- und MS-Spektren: siehe 4.3.3 und 4.6.1 .

4.3.3 Densitometrische Detektion : Bestimmung der Messwehlange

Die Spektren werden wie unter 2.3 beschrieben aofgenen. Die verwendete Trennung ist
die von Abb. 25 (A).
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4.3.4 Quantitative Bestimmung

Tab. 25 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (QuéimgtBestimmung)

Plattenart

FlieRmittel siehe Tab. 21

ReferenzsubstanzerSudanrot [, I, B, Sudanorange G und 4-Dimethylavagobenzen (IS)
wurden einzeln (8 mg, auBBer IS: 4 mg) in je 5 mlLetho gelost
Sudanrot I, IV, 7B und Pararot in je 15 mL. Diédungen wurden auf
20 mL mit MeOH aufgefullt (Stammlésungen von je fhg/mL, aul3el
IS: 0,2 mg/mL). Die Azofarbstoffe wurden auf dreiisghungen
verteilt: Sudanrot Il und 7B (Mischung 1), Sudantound IV und
Sudanorange G (Mischung 2) und Sudanrot Il und Bararot
(Mischung 3). Die Lésungen fir Endkonzentrationemm V200 bis|
1 ng/Spot (Tab. 27) wurden gemald Tab. 26 vorbéreite

ATS4 Auftragungsvolumen: pL
Bandenlange: 8 mm

Entwicklung siehe Tab. 23

Die LOD wurde wie folgt berechnet (fir a und bhsidlab. 43):
((3  Rauschen [AU]) — b) /a = LOD [ng/Spot]
((10° Rauschen [AU] — b) / a = LOQ [ng/Spot]

Die Loésungen fur die Kalibrierungskurven wurden md@b. 26 vorbereitet. Diese Tabelle
gilt fir alle drei Mischungen (M1, M2 und M3).

Tab. 26 : Verdinnungsschema der Kalibrierung: aus den Stasunfien (400 ngl) wurden die
Lésungen 2-6 und Ldsung 6 (ohne IS) aus LosunchthgadS) erstellt sowie Loésungen 7-12 aus Lésung 6
(ohne 1S). Verdunnt wurde mit MeOH.

LAsung Nr. 1 1 (ohnelS) 2 3 4 5 6
Volumen® zu pipettieren [mL 5 5 4 3 2 2 1
Endvolumen [mL] 20 20 5 5 5 1( 10
Endkonz. [ngil] 100 100 80 60 40 20 10
AuftragungsvolumenyL] 2 2 2 2 2 2 2
Menge/Spot [ng] 200 - 160 | 120 80 40 20
IS 1 - 0.25| 0.25 0.25 | 05| 05
Menge/Spot [ng] 20 - 20 20 20 20 20
LOsung Nr. 6 (ohne 1S) 7 8 9 10 11 12
Volumen zu pipettieren [mL] 1 5 0,48| 0,36 0,24 | 0,12 0,06
Endvolumen [mL] 10 10 1,2 1,2 1,2 12 1,2
Endkonz. [ngil] 10 5 4 3 2 1 0.5
AuftragungsvolumenyL] 2 2 2 2 2 2 2
Menge/Spot [ng] 20 - 8 6 4 2 1
IS - - 0.06| 0.0§ 0.06 | 0.06| 0.06
Menge/Spot [ng] - - 20 20 20 20 20

@) die Farbstoffe Sudanrot Il und 7B fiirr M1, Sudarrdy und Sudanorange G fiir M2 und Sudanrot LRl
Pararot fir M3
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Die genaue Menge jedes Farbstoffs pro Spot (Auitngg2pL) ist in Tab.

des internen Standards betragt bei jeder Misch@nmg2Spot.

Tab. 27 :Kalibrierung:Genaue Menge pro Spot

27 gegeben. Die

Mischung M1 M2 M3

Farbstoffe | v | G i1 | B | PR n | 78

Losung Nr. Menge/Spot [ng]
1 202 203 202 214 206 203 216 205
2 161 163 161 171 165 162 173 164
3 121 122 121 128 124 122 129 123
4 81 81 81 86 82 81 86 82
5 40 41 40 43 41 41 43 41
6 20 20 20 21 21 20 22 21
7 10 10 10 11 10 10 11 10
8 8 8 8 9 8 8 9 8
9 6 6 6 6 6 6 6 6
10 4 4 4 4 4 4 4 4
11 2 2 2 2 2 2 2 2
12 1 1 1 1 1 1 1 1

64




Literatur S
4.3.5 Probenvorbereitung
Tab. 28 : Probenbezeichnufty
Produkt Hersteller Zutaten
Chili und . .
Ostmann Chili, Paprika, Knoblauch, Curry, Muskat
P1 | Knoblauch . } .
; : Gewdrze (Spuren : Sellerie, Senf)
Gewirzmischung
Tomatenmark, Wasser, Branntweinessig,
Zwiebeln, Glucosesirup, Paprikaschotten (4 Pb),
P2 | Chili Sauce Kraft Food | modifizierte Starke, Speisesalz, Chilies (1,5 %),
Petersilie, Knoblauch, Rote Beete-Pulver,
Gewirze, Susstoffe (Aspartam, Acesulfam-K)
Chili Powder TRS Asia’s o .
P3 Extra Hot finest foods Chili gemahlen aus Indien
. TRS Asia’s .
P4 | Paprika finest foods Paprika gemahlen aus Peru
Aldi Turmeric TRS Asia’s .
P5 Powder Finest Foods Kurkuma gemabhlen aus Indien
Blue Bay,
P6 | Cooking Red Yadco Foods | Palmél aus Ghana
Palm Oil
Produkt aus Thailand : Trockene Chili (21 %),
Aroy-D, Thai | Knoblauch (21 %), Zitronengras (18 %),
P7 | Red Curry Paste Agri Foods | Schalotte (16 %), Salz (14 %), Galanga (5 o),
Kaffernlimetteschale (5 %)
P8 Mince Red Chili P&B Foods C_h|I| (87 /o) Rapsol, Zucker, Salz, Essigsaure,
Paste Zitronensaure
P9 | Paprika k. A. Paprika gemahlen aus Ungarn
P10| Cayennepfeffer K. A. Cayennepfeffer und Chili getaah
P11| Kurkuma K. A. Kurkuma gemabhlen aus Indien
N " | Paprika, Zwiebeln, Traubenzucker, Salz, Chilis,
P12| Spaghettigewirz Gewiirz Maye’rPetersiIie, Knoblauch
P13| Pickle Masala TRS Asia’'s | Rote Chili, Salz, Trigonella, Senf, essbares

Finest Foods

Pflanzenol, Asafoetida

W Alle Produkte wurden im Juni und Juli im lokaleardlel gekauft.
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Tab. 29 : Probenvorbereitung

Extraktionsmethode

E1l - 29 Probe
-+ 7 mL Aceton, + 13 mL ACN, Ultraschallbad (2 min)
- zentrifugieren (4 min, 4000 rpm, 20 °C)
- die Uberstehende Losung in einen 50 mL Spitzkolberfihren
- abrotieren, dann in 1 mL Aceton aufnehmen
- durch 0,45um Einmalfilter filtrieren und in Vial fullen
E2 - 29 Probe
-+ 4 mL Aceton, vortexen (1 min)
-+ 16 mL MeOH, schitteln (1 min)
- zentrifugieren (4 min, 4000 rpm, 20 °C)
- die Uberstehende Losung durch Q@b Einmalfilter filtrieren
- Vial fullen
E3 - 29 Probe
-+ 4 mL Aceton, vortexen (1 min)
-+ 16 mL MeOH, schitteln (1 min)
- zentrifugieren (4 min, 4000 rpm, 20 °C)
- die Uberstehende Losung in einen 50 mL Spitzkolberfihren
- abrotieren, dann mit 1 mL Aceton, dann 1 mL MeOldder [6sen
- durch 0,45um Einmalfilter filtrieren und in Vial fullen
E4 - 29 Probe
-+ 4 mL Aceton, vortexen (1 min)
-+ 16 mL MeOH, schitteln (1 min)
- abrotieren und zentrifugieren (4 min, 4000 rpm; 2
- mit 1 ml Aceton, dann 1 mL MeOH wieder I6sen
- auf 0,45um Einmalfilter filtrieren und in Vial flllen
E5 - 1gProbe
(Pulver) -+ 4 mL Aceton, vortexen (1 min)
-+ 6 mL MeOH, schiutteln (1 min)
- zentrifugieren (4 min, 4000 rpm, 20 °C)
- die Uberstehende Losung durch Q@b Einmalfilter filtrieren
- in Vial fullen
E6 - 2gProbe
(Ole -+ 4 mL Aceton, vortexen (1 min)
und -+ 6 mL MeOH, schitteln (1 min)
Pasten) - zentrifugieren (4 min, 4000 rpm, 20 °C)
- die Uberstehende Losung durch Q@b Einmalfilter filtrieren
- in Vial fullen
E7 - 10 g Probe
(Sol3en) - +100 mL ACN

Bis zur Trockene einengen (Rotavap: Wasserbadtetypei5 °C,
Vakuum: 650 bis 300 mbar)

+ 4 mL Aceton, schitteln (1 min)

+ 6 mL MeOH, schutteln (1 min)

In ein 20 mL-Zentrifugenglas umfullen

zentrifugieren (4 min, 4000 rpm, 20 °C)

die Uberstehende L6sung durch b Einmalfilter filtrieren

in Vial fullen
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= Aufreinigungsvortests

Wirkung von Polyamid

Tab. 30 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (WirkumgRolyamid)

Plattenart DC-Polyesterfolien, 20x20 cm, Polyamile-6,
FlieBmittel FM 9
ReferenzsubstanzerStandardgemischlésung: siehe Tab. 22
ATSA4 .

Entwicklung siehe Tab. 16

Wirkung von Silbernitrat und Antimon(lll)-chlorid

Tab. 31 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (WirktorgAgNO3 und SbCI3)

Plattenart

HPTLC-Alufolie, 20x20 cm Kieselgel 60

Plattenvorbereitung

Die Platten wurden in AgN(®,2 % oder 3 %) bzw. in Sb£K0,2 %)
MeOH-L6sungen getaucht.

FlieRmittel

Referenzsubstanze

ATS4

Entwicklung

nsiehe Tab. 30

= | dslichkeit der Azofarbstoffe

Vorschrift

100 mg je Farbstoff werden einzeln in ein 20 mL+{zd&mgenglas gegeben und 10 mL MeOH
zupipettiert. Das Zentrifugenglas wird 30 min b@i°€ im Wasserbad belassen, anschliel3end

20 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen. Rathfugation (4000 rpm) wird die

Uberstehende Losung abgehoben und der getrockrietestand (24 h im Abzug, 24 h im

Exsikkator) gewogen.
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= Optimierung der

Silbernitrat

Probenvorbereitung und weitere Aufreinigungstests mit

Tab. 32 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Optimigrder Extraktionsmethode und weitere

Aufreinigungstests mit

Silbernitrat)

Plattenart HPTLC-Platten Nano-SIL-PAH, 20x10 cm
HPTLC-Platten, 20x10 cm Kieselgel 60
FlieRmittel siehe Tab. 21

Plattenvorbereitung

Die Platten wurden in 1,5%igiN®&;-MeOH-L6sungen getaucht od
es wurde ein 3 mm hohes Band (1,5%ige Agh@OH-LAsung)
1,5 cm vom unteren Plattenrand entfernt aufgetragen
Auftragungsvolumen: 18L/cm Band (Abb.40), A und 42), 3@./cm
(Abb. 41 A und 42) und 52uL/cm (Abb. 41 B); Auftragungs
geschwindigkeit: 500 nL/s)

Probe Fur die mit 200 ppm dotierten Proben wurdemafd E2, B und E4 je
800puL bzw. gemal E5 je 4Q0L der Stammldsungen von Sudanrot
und IS verwendet. Fir 500 ppm wurde mit 1 mL (ESr
Stammlésungen gearbeitet. Diese Mengen wurden tdirdém
homogenen, gewogenen Produkt vor der Extraktioegeigen.

ReferenzsubstanzerStandardgemischlésung: siehe Tab. 22

ATS4 .

Entwickiung siehe Tab. 23

= Azofarbstoffe vs. Matrix

Tab. 33 :

Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Azofaffesvs. Matrix)

Plattenart

siehe Tab. 21

FlieRmittel

Plattenvorbereitung

19 cm Band (3 mm hoch) eingb%ben AgNQ@-LOsung
(Auftragungsvolumen: 1,6 mL, Auftragungsgeschwikeigy 500 nL/s)

Probe Chilipulver (P3, E5), dotiert (500 ppm) (€éfab.32)
ReferenzsubstanzerStandardgemischlésung: siehe Tab. 22

ATS4 Auftragsvolumina: Referenzsubstanzeml? Proben: 2 und 1QL
Entwicklung siehe Tab. 232

= Bestrahlung vs.

Silbernitrat

Tab. 34 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Bestnghts. Silbernitrat)

Plattenart

FlieRmittel

siehe Tab. 21

Plattenvorbereitung

) 3 Banden (3 mm hoch) a 3 cm (385, 750 und 15@m Band bzw
23, 45 und 9QuL von einer 5%igen AgN@L6sung (MeOH/Wasser
pro 3 cm Band, Auftragungsgeschwindigkeit: 500 j)L/s

Probe siehe Tab. 33
ReferenzsubstanzerStandardgemischlésung: siehe Tab. 22
ATS4 Auftragungsvolumen: 4L

Entwicklung siehe Tab. 23

Bestrahlungszeit 0, 5und 10 min
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* Erweiterung der Tests auf SoRen, Pasten und Ole

Tab. 35 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Erweitgder Tests auf SoRen, Pasten und Ole

Plattenart .

ElieRmittel siehe Tab. 21

Probe Abb. 46: P3-P8 (E5), nur mit IS (siehe T&). 3

Abb. 47: P3 (E5), dotiert mit Sudanrot 7B und Ielie Tab.32)

Referenzsubstanzersiehe Tab. 20

ATS4 :

Entwicklung siehe Tab. 34

Bestrahlungszeit 2 und 4 min

4.4 Wiederfindung

Tab. 36 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Wieaufig)

Plattenart .

FlieRmittel siehe Tab. 21

Probe P3-P8 (E5)
Die Proben wurden in zwei Konzentrationen dotié0 und 100 pL
der Stammldsungen (siehe Referenzsubstanzen diedmelle) und
375 pL des internen Standards.

ReferenzsubstanzerSudanrot |, Sudanorange G und 4-Dimethylaminoazatier{lS)
wurden einzeln (12 mg) in je 5 mL Aceton gelostd&urot Il in je
15 mL. Die Lésungen wurden auf 25 mL mit MeOH adigje
(Stammlésungen von je 0,5 mg/mL). Fur die Standamdgchlosung
wurden je 100 pL der entsprechenden Stammlésungemsght und
mit Methanol auf 5 mL aufgefillt (M, Farbstoff jedIng/uL). Die
interne Standardlésung zum Ubersprithen wurde euispnd 1:1(
verdunnt.

ATS4 siehe Tab. 23 .
Auftragungsvolumina:

Entwicklung - Probe : 4 uL

- Standardgemischlésung: 1, 5, 10 und 15 pL; ISpL, Biberspriiht)

Bestrahlungszeit

4 min
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4.5 Schnelle Screeningmethode durch antiparallele Entwklung

Tab. 37 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (Scrgnméthode)

Plattenart .
FlieRmittel siehe Tab. 21
Probe P9-P13 (E5)

Die Proben wurden nur mit des internen Standartsrti¢30 ppm oder
600 pL der Stammlosung)

ReferenzsubstanzerSudanrot |, 1l, B, Sudanorange G und 4-Dimethylava@obenzol (IS
wurden einzeln (10 mg) in je 5 mL Aceton geldstd&uwrot 111, 1V, 7B
und Pararot in je 15 mL. Die Losungen wurden auf20mit MeOH
aufgefullt (Stammlésungen von je 0.5 mg/mL). Fuire(di
Standardgemischlésung wurden je 200 pL der entspreen
Stammldsungen gemischt und mit Methanol auf 10 nnfigefillt (M,
Farbstoff je 10 ng/uL). Die interne Standardl6sungn Uberspriiher
wurde entsprechend 1:50 verdinnt. .

—

Auftragungsvolumina:

ATS4 .
- Probe : 4 pL
Entwicklung - Standardgemischlosung: 1, 2, 4 und 6 pL; IS: 3ijdecspriht)
Rand von links: 1,8 cm
Rand von unten: 1mm
Bandenlange: 6 mm
Bestrahlungszeit siehe Tab. 36

4.5.1 Optimierte HPTLC-Parameter fir quantitative Bestimmung

Tab. 38 : Verbrauchsmaterial und Methodenparameter (opttmidPTLC-Parameter)

Plattenart
Probe siehe Tab. 37
Referenzsubstanzen
Auftragungsvolumina:
ATS4 - Probe : 4 uL
Entwicklung - Standardgemischlésung: 1, 2, 4 und 6 pL; IS: 1iide(spriht)

Rand von links: 1,5 cm
Rand von unten: 8 mm
Bandenlange: 6 mm

Bestrahlungszeit siehe Tab. 36
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4.6 Bestatigung positive Befunde

4.6.1 HPTLC-HPLC-MS

Tab. 39 : Verbrauchsmaterial und Methdenparameter (HPTLC-EHRLS)

Extraktionsmittel MeOH/Ameisensaure (90:10, v/v)
Extraktionszeit 30s
Fluss 0,2 mL/min
Signal (DAD) . Farbstoffe: gemal 2.3
Wellenlangen Coffein: 254 nm
Signal (MS) lonisation Mode API-ES
Polaritat positiv (Pararot: negativ)
Massenbereich 200-500
Fragmentor 100 eV
Verstarkung 1,0
Schwellenwert 1
Step size 0,05
Zerstaubung Gastemperatur 300 °C
Trocknungsgas 10 L/min
Quad Temperatur 100 °C
Kapillarspannung 4000 V
Nebulizer pressure 30 psi
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Anhang 6

6 Anhang

6.1 Statistik 2008 bis Ende erstes Halbjahr 2009 gemdRASFF

Die Alarm- und Informationsmeldungen sowie Einfudmtwote von 2008 bis zum Ende des
ersten Halbjahres 2009 gemald RASFF sind in Taiélld1 und 42 gegeben. [4]
Alarmmeldungen werden ausgerufen, wenn sich ein ehsmittel, welches ein
ernstzunehmendes Risiko darstellt, auf dem Markmthet und sofortiges Handeln notig ist.

Alarm wird von dem Mitgliedstaat ausgeldst, der dasblem entdeckt und die noétigen
Malinahmen ergriffen hat, wie z.B. Ricknahme oderkRif. Die Meldung zielt darauf ab
allen Mitgliedern des Netzwerks die Informationesréitzustellen, damit diese Uberprifen
kénnen, ob sich das betroffene Produkt auf ihremkMiaefindet, so dass sie ebenfalls die
notigen Messungen durchfihren kdnnen.

Informationsmeldungen betreffen ein Lebensmittak duf dem Markt angeboten wurde und
bei dem ein Risiko festgestellt worden ist, aberliglich dessen die anderen Mitglieder des
Netzwerks keine sofortigen Mal3nahmen ergreifen enjseeil sich das Produkt nicht oder
nicht mehr auf ihrem Markt befindet oder weil dietAdes Risikos keine sofortigen
Maflinahmen erfordert.

Meldungen Uber Einfuhrverbote betreffen Lebensth#terungen die abgelehnt wurden,

weil bei ihnen bei Untersuchungen an den Aul3engrerder EU ein Gesundheitsrisiko

festgestellt wurde. Die Meldungen werden an alle-C&@ldnzstellen Gbermittelt, um

Kontrollen zu verstarken und um sicher zu stellagsddie abgelehnte Ware nicht durch eine
andere Grenzstelle eingefiihrt wird.
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Tab. 40 : RASFF Alarmmeldungen (originale Daten)

N° Date Notified by Reference Reason for notifying
1 03.01.2008 Poland 2008.00 Dgnauthonseq golours Sudan 1 (> 25 mg/kg - ppm)Suthn 4 (5.14 mg/kg - ppm
m ground chilli from Poland, raw material from iad
2 03.01.2008 Poland 2008.00 Dynauthonsed colours Sudan 1 (2.76 mg(kg - ppm)&nﬂhn 4 (1.31mg/kg - ppm)
in curry powder from Poland, raw material from ladi
3 24.07.2008 Erance 2008l0895nauthonsed (_:olours S_udan 4 (51.3; 39.5 mg/kgn)mnd Sudan Red G (4.8; 3.5
mag/kg - ppm) in palm oil from Senegal
4 08.09.2008 Germany 2008.10[78nauthorised colour Sudan 1 (3.9 mg/kg - ppm) ougd hot pepper from Turkey
5 22 09.2008 the Netherlands 2008.11 authorised c_olour Sudan 1 (2.5 mg/kg - ppm) ougd mild red paprika powder
rom Turkey, via Germany
6 22 09.2008 the Netherlands 2008'1:Lil}1authorlsed colour Sudan 1 (3.3 mg/kg - ppm) inchdli powder from Turkey,
via Germany
7 22 09.2008 the Netherlands 2008'11fé1authonsed colour Sudan 1 (3.5 mg/kg - ppm) inchdli powder from Turkey,
via Germany
3 22 09.2008 the Netherlands 2008'1:Lfé1authonsed colour Sudan 1 (3.8 mg/kg - ppm) inchdli powder from Turkey,
Via Germany
9 05.03.2009 the Com_mlssmn 2009.0272 unauthorised colours Sudan 1 (80 mg/kg - ppm) arda® 4 (4 mg/kg - ppm) in
Services curry powder from Portugal
10 | 05.03.2009 the Com_mlssmn 2009.0273 unauthorised colours Sudan 1 (90 mg/kg - ppm) arda® 4 (7 mg/kg - ppm) in
Services saffron from Portugal
11 | 06.03.2009 Ireland 2009.02Ydinauthorised colour Sudan 4 (5.1 mg/kg - ppm) wkaay palm oil from Ghana
12 | 21.04.2009 Denmark 200905Oﬁnf?luthorllsed colour Sudan 1 (0.74 mg/kg - ppmumycpaste from India, via the
United Kingdom
13 | 05.03.2009 the Com_mlssmn 2009.0272 unauthorised colours Sudan 1 (80 mg/kg - ppm) arda® 4 (4 mg/kg - ppm) in
Services curry powder from Portugal
14 | 05.03.2009 the Com_mlssmn 2009.0273 unauthorised colours Sudan 1 (90 mg/kg - ppm) arda® 4 (7 mg/kg - ppm) in
Services saffron from Portugal
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Tab. 41 : Informationsmeldungen (originale Daten)

N° Date Notified by Reference Reason for notifying

1 | 15.01.2008 Germany 2008.0046unauthorised colour Sudan 1 (3.1 mg/kg - ppm) inesmixture with paprika from Germany

> | 14.05.200¢ Ireland 2008.056 unauthorised c_olours Sudan 1 (1.5 mg/kg - ppm)Suathn 4 (5.9 mg/kg - ppm) in chilli

flakes from India

3 | 16.05.2008 Greece 2008.057Runauthorised colour Sudan 1 (5.8 mg/kg - ppm) ppe sauce from Albania

4 | 04.09.2008 thg United 2008.1064 un.agtho.rlsed colqur Sqdan 4 (15.5 mg/kg - ppmuire unrefined palm oil from unknown
Kingdom origin, via the United Kingdom

5 | 02.10.2008 Greece 2008.117Runauthorised colour Sudan 1 (2.3 mg/kg - ppm) ppe sauce from Albania

6 | 13.11.2008 France 2008.1428unauthorised colour Sudan 4 (50.6 mg/kg - ppmaimpoil from Senegal

7 | 18.12.200¢ Latvia 2008.164¢ ;Jrg?nu'ﬁgg?ased colours Sudan 1 (710 mg/kg - ppm)Sarahn 4 (18 mg/kg - ppm) in curcuma

8 | 15.01.2008 Germany 2008.0046unauthorised colour Sudan 1 (3.1 mg/kg - ppm) inesmixture with paprika from Germany

9 | 27.04.200¢ Denmark 2009.0532unauthorised colour Sudan 1 (3.8 mg/kg - ppm)nonst curry powder from India

10 | 25.05.2009 tlziengggr?ld 2009.0642 unauthorised colour Sudan 1 (340 mg/kg - ppm) ioespixes from Pakistan

11| 27.04.2009 Denmark 2009.0532unauthorised colour Sudan 1 (3.8 mg/kg - ppm)rongt curry powder from India
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Tab. 42 : RASFF Einfuhrverbote (originale Daten)

—

N° Date Notified by Reference| Reason for notifying

1 | 03.01.2008 Greece 2008 AAR unauth(_)rlsed colours Sudz_an 1 (46 mg_/kg - ppm) and Red (98; 327; 416 mg/kg - ppm) it
seasonings from the Russian Federation

> | 14.02.200¢ Italy 2008 AHI unaut_horlsed colours _Sudan 1 (0.0_2; 0.02; 0.1 mgpmm) and Sudan Orange G (1 mg/kg
ppm) in food preparations from India

3 | 21.04.200¢ Erance 2008.AQG ;Jrg?rlljtcr;(ljir:]see; colour Sudan 4 (76.4; 97 mg/kg - pipnpalm oil from Senegal, raw material

4 | 29.05.200¢ th_e United 2008.AVD unauthorised colours Sudan 1 (68 mg/kg - ppm) artas 4 (14 mg/kg - ppm) in curry

Kingdom powder from Turkey

5 | 14.07.200¢ Germany 2008.BC] unauthorised colours Sqdan 1 (1.2 mg/kg - ppm)Suatiin 4 (0.1 mg/kg - ppm) in red chilli
pepper powder from Chile

6 | 11.09.2008 Italy 2008.BKQ | unauthorised colour Sudan 1 (0.04 mg/kg - ppm)piwked fava beans from Egypt

7 | 24.09.2008 Germany 2008.BMR unauthorised colour Sudan 4 (25.7; 2.1 mg/kg - piprpalmoil from Togo

8 | 13.10.2008§ Ireland 2008.BPI1| unauthorised colour Sudan 4 (48&m- ppm) in palm oil from Nigeria

9 | 05.12.2008 tQiengggrid 2008.BYC | unauthorised colour Sudan in chilli powftem Bangladesh

10 | 05.12.200¢8 tQiengggrid 2008.BYD | unauthorised colour Sudan in tumeric powder fromdsadesh

11| 12.03.2009 Ireland 2009.ANI| unauthorised colour Sudan 4 (%722/mg/kg - ppm) in palm oil from Nigeria

12 | 16.03.2009 Belgium 2009.ANV| unauthorised colour Sudan 4 (5.2 mg/kg - ppm) imgal in bottle from Senegal

13| 21.04.2009 Spain 2009.AUQ unauthorised colour Sudan 4 (7ng/kg - ppb) in ground pepper from Bolivia

14| 23.04.2009  Germany 2009 AUQ unauthorised colour_s Sudan 1 (0._022 mg/kg - pprd)Sardan 4 (0.220 mg/kg - ppm) in chilli
powder from the United Arab Emirates
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Anhang

6.2 HPTLC-Trennungsversuch und —optimierung

6.2.1 Optimierung des FlieBmittels auf Coffein-impragnieten Platten
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Abb. 55: Chromatogramm (525 nm): Coelution von Sudanrotiid B

6.3 Interner Standard

6.3.1 Tests dreier unterschiedlicher Substanzen

Abb. 56: Absorptionsspektrum der potenziellen internen &aahs (A) und Chromatogramm (B) bei 366 nm.
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6.3.2 Versuch der Synthese der deuterierten Farbstoffe

» Reinheitsprifung

sy [T — o
a— T — B S — — T — _-I
PR — —
LS A
&3 B B
M2 M3 Produkte der Synthesen

Abb. 57: Vergleich zwischen den Produkten der Synthesemg®wt Il, IV und Pararot) und den
Referenzsubstanzen (aul3er Pararot)

e

Abb.  58: Vergleich  zwischen  der
Referenzsubstanz (A) und dem Produkt der
Synthese (B) von Sudanrot |
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Analysis Library (30 spectra)
Spectum 1+ v Libram Overlay = Comelation  Difference €
v Iv_z00
00 100
Al AU
] 20
0 70
&0 50
50 50
a0 40
e 30
0 20
0 10
o 0
360 ann 280 500 nm &00 250 400 450 500 nm 00
Add this spectium to library .. =| Assign [V_200 to curent peak
[2\Elodier230cte.cna -~

Abb. 59: Vergleich der Spektren des synthetisierten Suddhtrebn Abb. 57
(Band N°12) mit der Referenzsubstanz (Korrelati89918)

Analysis Library [30 spectra)
Spectum - Library Overlay * Corelation ¢ Difference
I 1_z00

100 100

AU AU

0 a0

ke 70

a0 50

50 50

an 40

30 20

20 20

10 10

0 0

350 400 aso 00 nm 500 240 a0 a0 00 nm 600

i Add thiz spectum bo library ... ‘ Agsign [1_200 to current peak.
[Z:Elodies230cte.cna |

Abb. 60: Vergleich der Spektren des synthetisierten Suddhrain Abb. 57
(Band N°12) mit der Referenzsubstanz (Korrelati89883)

Analysiz Library [15 spectia)
Spectium  + o Libray € Overlay & Carrelation ©  Difference
1200
100 100
Al Al
a0 a0
70 kG
=] o0
50 50
40 an
30 30
20 20
10 10
o o
360 an0 450 &0 nm it} 340 a0 450 00 nm 500
Add thiz spectrum to library . | Agsign |_200 to curnent peak. ‘
|Z-\Elodietwieder2_1209.6na = W

Abb. 61: Vergleich der Spektren des synthetisierten Suddnvonh Abb. 57
(Band N°12) mit der Referenzsubstanz (Korrelatj89927)

81




Anhang
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MED SPC, Eime=27.011:37.161 of 000510000002.0, Pom Max: 111747
-MEDL SPC, time=26.480:26.858 of 0 022.0, Pos
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Abb. 62: Massenspektrum von Sudanrot | (Hm/z 249,1 (gefunden), 249,1 (theoretisch)

= WSDT A0, Ime=2Z 331 250055 of DODATAISRARSHO .0 ES-AR1, Scan
~
&
1o+
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-MEDL SPC, time-23,527:24.058| of SMAPSECT.D, Pos
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EDH
404
2
20 iy
o
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Abb. 63: Massenspektrum von Sudanrot Il (MHm/z 277,1 (gefunden), 277,1 (theoretisch)
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T SrC, ME=53 45050 050 O L LA T A G S T I Eo-reT, Sean
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Abb. 64: Massenspektrum von Sudanrot IV (MHm/z 381,2 (gefunden), 381,2 (theoretisch)
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Abb. 65: Massenspektrum von Pararot (MHn/z 292,0 (gefunden), 292,0 (theoretisch)
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1

OR

B B MIX il
{symih ) {zynth.)

Abb. 66: Vergleich der Synthese von Sudanrot B und Sudahrot
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6.4 Quantitative Bestimmung

Tab. 43: Lineare Kalibrierfunktionen (aKonzentration [ng/spot] + b = Signalintensitéat [Aln engen Bereich

Farbstoffe a b r sdv
Sudanrot | 3,795 -0,855 0,99995 0,59
3,606 -1,758 0,99914 2,02
3,599 -1,146 0,99923 1,16
Sudanrot Il 4,256 -0,883 0,99997 0,61
4,330 -0,834 0,99994 0,62
4,368 -0,816 0,99995 0,65
Sudanrot Il 5,893 -8,581 0,99956 1,67
4,887 5,849 0,99984 0,71
4,769 -0,306 0,99995 0,45
Sudanrot IV 5,303 -5,126 0,99880 2,56
4,386 2,253 0,99888 2,17
4,785 1,789 0,99878 2,15
Sudanrot B 4,516 -0,280 0,99980 1,24
4,389 1,284 0,99994 0,62
4,217 1,451 0,99991 0,78
Sudanrot 7B 5,176 -1,408 0,99993 1,27
4,076 4,954 0,99988 0,61
4,102 5,922 0,99998 0,23
Sudanorange G| 4,431 -0,343 0,99997 0,37
3,44 7,341 0,99981 0,69
4,091 2,561 0,99893 1,01
Pararot 5,246 0,201 0,99927 2,31
5,038 0,260 0,99999 0,05
5,114 0,254 0,99953 1,75
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Tab. 44 : Polynomische Kalibrierfunktionen (gKonzentration [ng/spot])+ b Konzentration [ng/spot] + ¢ =
Signalintensitat [AU]) im weiten Bereich

Farbstoffe a b C r sdv
Sudanrot | -0,009 4,775 -22,985 0,99974 2,06
-0,006 4,175 -5,747 0,99988 1,41
-0,007 4,452 -8,878 0,99986 2,34
Sudanrot Il -0,009 4,852 -17,729 0,99870 4,50
-0,010 4,979 -19,583 0,99705 5,69
-0,011 5,214 -15,417 0,99906 3,21
Sudanrot IlI -0,009 5,704 -8,318 0,99909 3,74
-0,006 6,547 -20,387 0,99989 1,20
-0,010 5,189 -14,043 0,99906 3,75
Sudanrot IV -0,012 6,343 -29,325 0,99957 2,62
-0,009 5,837 -11,969 0,99978 1,89
-0011 6,109 -20,159 0,99982 1,67
Sudanrot B -0,010 5,452 -20,447 0,99924 3,49
-0,012 5,705 -22,410 0,99779 5,81
-0,012 5,668 -21,588 0,99878 4,32
Sudanrot 7B -0,010 5,383 -3,759 0,99897 3,85
-0,008 5,984 -21,651 0,99988 1,26
-0,011 5,299 -18,836 0,99880 4,22
Sudanorange G -0,011 5,464 -18,571 0,99954 2,62
-0,007 4,842 -9,372 0,99968 2,27
-0,006 6,233 -20,781 0,99981 1,75
Pararot -0,011 5,347 -11,278 0,99913 3,54
-0,013 5,519 -16,669 0,99785 5,54
-0,010 5,415 -20,411 0,99906 2,65
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Abb. 67: Chromatogramme von Sudanrot 7B: A) 8 ng/Spot, ByfSpot, C) 4 ng/Spot (Rauschen (2))
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6.5 KenngroRen der optimierten Trennung
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Abb. 68: Chromatogramm (alle Wellenlangen) der Trennung
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Abb. 69: Chromatogramme der Trennung Abb. 68 jeder Farbs&teifseiner eigenen Messwellenlange
(Standards: 25 ng/Spot, IS 100 ng/Spot)
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6.6 Probenvorbereitung

6.6.1 Silbernitrat und Bestrahlung

= Bestrahlung: Azofarbstoffe vs. Matrix

[ m v 7B B PR OR IS M A

Abb. 70: Farbstoffe und Chilipulver (P3, E5) vor BestrahluAgftragungsvolumina:

A) 2 uL, B) 10pL; (s: dotiert mit Sudanrot 7B und IS, 500 ppm)

[ nm 1v 7B B PR OR IS M

Abb. 71: Abb. 70, nach 5 min Bestrahlung
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Tab. 45 :Wirkung der Bestrahlung auf die Peakflache der Adudtoffe
Bestrahlungszeit Farbstoffe
(min] g | [ 0 [m |V [7B |B |Para |Or [IS
Peakflache [AU]
0 3592 | 3805 3310 4661 8503 3357 1344 4484 3158
5 3526 | 3805 2981 4594 7561 3310 1027 3822 2651
10 3503| 3792 2964 4470 7133 3268 966 3%50 2635
15 3499 | 3721 2955 4450 6858 3235 962 3292 2381
25 3478 | 3675 2844 4410 6419 3232 999 3152 1993
Normalisierte Peakflache
0 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.0d 1.00 1.9Jo 1.00
5 0.98 1.00 0.90 0.99 0.89 0.94 0.76 0.85 0.84
10 0.98 1.00 0.90 0.96 0.84 0.97 0.72 0.79 0.83
15 0.97 0.98 0.89 0.95 0.81 0.96 0.72 0.73 0.75
25 0.97 0.97 0.86 0.95 0.75 0.96 0.74 0.70 0.63
= Bestrahlung vs. Silbernitrat
5 5 5 5 5
IS 15 IS
IS I8
s 7B 7B 7B -
7B 7B 7B
. L — .
A B C
Abb. 72: Farbstoffe und Chilipulver (P3, E5) vor BestrahluAgftragungsvolumina:
A) 2 puL, B) 10 pL; (s: dotiert mit Sudanrot 7B und IS, 500 ppm); cB
Silbernitratbande : 115 (A), 225 (B) und 450 (C)AgNOs/cm Band
5 5 = ] )
Is | 1 IS
IS IS =
7R 7B 7B
7B 7B B
| N—"

A

B

Abb. 73: Abb

. 72, nach 5 min Bestrahlung
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6.7 Wiederfindung

[3E o] 5 = 5 = E N 5
— - | —
" - A LN v M T_,a L G AN
P5 B P8 P7 C P3 D

Abb. 74: Platte der Wiederfindungtests; Stammlésungsmischuamy10 (A), 50 (B), 100 (C)
und 150 (D) ng/Spot; S (hoher konzentrierte Dotig)us (niedrig konzentrierte Dotierung)

006 -

[AU] =

0

gl o1

1000 -

Abb. 75: Peaks von Sudanrot 1l (525 nm) der Kalibrierungsku (A-D) und des
Kurkumapulvers der hohen (300 ppm) und niedrig€np(dm) Konzentrationen
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Abb. 76: Kalibrierkurve von Sudanrot Ill gemafl Abb. 74 uriliitensitat [AU] = -
0,001568 (Menge von Sudanrot Ill [ng/Spat]y 1,06° (Menge von Sudanrot I

[ng/Spot]) + 1,671 (r = 0,99993, sdv = 1,42 %)

Tab. 46 : Wiederfindung in Kurkumapulver (P5, E5), gemaR Abb, 75 unf 76

Hoher konzentrierte Dotierung Niedrig k_onzentrlerte
(300 ppm) Dotierung
(50 ppm)
Theoretische Menge [ng/Spat] 115,68 19,28
Peakflache [AU] 99,52 19,04
Bestimmte Menge [ng/Spot] 110,23 16,80
Wiederfindung [%] 104,9 114.8
Wiederfindung (2. Mal) [%] 106,5 1124
H::._!-_ gy S ]
o] 1
A mi “
- WL J\ A e
_:“':| 1 Coffein Il | Coffein |
+ I B ~ Sl
m: e L I' : Ilk
= Coffein Coffein 1
’ SE8 I'\ /-"' ""‘ﬂ-ﬁ_hh |'\ ‘ / -\-\-\-\-\-\_"\-\_,_\_‘ \
(ES:_ | I l
mm-: ._._:___,___r-‘l I"-"w...r‘\.—-u-_-—?__-—»-J ll "‘vu‘“hBr*.._.—.u_:,._H.__J V\\_f"w—-._,_._.:,,.___._w I"-\._r-"\....-...._.___.w—
o = a0 — i ] = - =0 &0 mi

Blindwert Sudanrot | (synthetisiert)

Abb. 77: Typisches Chromatogramm (A, 500 nm, B, 254 nm) Toghlionenstrom von einem

Blindwert und Sudanrot | (synthetisiert), (a: ktjenspeak)
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CAMAG Labor: Methodenentwicklung

HPTLC-Bestimmung verbotener Farb-
stoffe in Chili, Paprika und Curry

Von links nach rechts: Matthias Bleisch und Dr. Helmut Kandler

Als offizielle Lebensmittelkontrollbehérde ist das Kantonale Labor Zirich
interessiert an neuen und/oder optimierten, zuverlassigen analytischen
Methoden. Dr. Helmut Kandler, Abteilungsleiter Lebensmittelanalytik, und
seine Mitarbeiter setzen seit mehreren Jahren HPTLC als wertvolle Ergan-
zung zu anderen Techniken ein. In Zusammenarbeit mit Dr. Eike Reich und
Valeria Widmer vom CAMAG Labor in Muttenz wurde nun eine schnelle
und zuverladssige HPTLC-Methode zur Bestimmung verbotener Farbstoffe
in GewUrzen entwickelt und validiert.

Einleitung

Verschiedene Lander der Europaischen Union haben in den letzten Jahren
in Proben von Chilipulver die Azofarbstoffe Sudan I-IV nachgewiesen.
Diese synthetischen orangen und roten Farbstoffe sind fur die Verwendung
in Lebensmitteln nicht zugelassen, werden aber verbotenerweise einge-
setzt, um die naturliche Farbe der GewdUrze kUnstlich zu verstarken und
damit mangelhafte Qualitat zu kaschieren.

Die vorgestellte validierte RP-HPTLC Methode wird seit 2007 vom
Kantonalen Labor Ziirich erfolgreich in der Routine eingesetzt. Vor
allem Chili-, Paprika-, Currypulver und Gewiirzmischungen wurden
auf die verbotenen Farbstoffe Sudan |, Ii, lll, IV, Sudanrot B, Sudan-
rot 7B, Sudanrot G, Pararot, FD&C Orange 2, Buttergelb, Citrusrot 2,
Toluidinrot und Dispers Orange 11 visuell gescreent. Eine zusatzliche
Bestdtigung und/oder Quantifizierung erfolgte im Falle von posi-
tiven Proben densitometrisch unter Anwendung einer Matrixkali-
bration. Verfalschte Gewiirzprodukte zeigten typischerweise Kon-
taminationen uber 100 mg/kg.

Standardlésungen

Je 20 mg Pararot, Sudan I, Sudan IV, Toluidinrot und Sudanrot 7B und je
20 mg Sudan |, Sudan I, Citrusrot 2, Buttergelb, Sudanrot B, FD&C Orange
2, Sudanrot G und Dispers Orange 11 wurden in Aceton bzw. Acetonitril
geldst und auf 100 mL aufgefillt (200 pg/mL). Je 5 mL der Lésungen der
entsprechenden Mischung wurden zur Trockne eingedampft (50 °C, 120 hPa)
und in 10 mL Acetonitril aufgenommen (Farbstoff je 100 pg/mL in Mix 1-
bzw. Mix 2-Standardlésung).



fiir die Praxis

Probenvorbereitung

5 g homogenisierte Probe wurden mit 50 mL Ace-
tonitril unter Rihren 10 min extrahiert und danach
filtriert. Zu 10 mL Filtrat wurde tropfenweise Eisen(lll)-
chloridlésung (5 mg/mL in Acetonitril) bis zum Farb-
umschlag von rot nach griin (ca. 0.3-0.8 mL) zuge-
geben. Die Lésung wurde zur Trockne eingedampft,
der Rickstand in 1 mL alkalischem Dichlormethan
(250 mL Methylenchlorid mit 10 mL Ammoniak
25% ausgeschuttelt und abgetrennt) aufgenommen
und Uber eine Festphasenextraktionssaule mit Kiesel-
gel gereinigt. Das Eluat wurde zur Trockne einge-
dampft und der Ruickstand in 1 mL Acetonitril aufge-
nommen.

Aufgestockte Proben

In einem 100 mL Erlenmeyerkolben wurden je 5 g
einer unkontaminierten Blindprobe mit 0.5, 1.5, 3, 4.5
und 6 mL der Mix 1- oder Mix 2-Standardlésung in
Doppelbestimmung dotiert, mit Acetonitril auf 50 mL
aufgefillt und wie oben beschrieben extrahiert (Kon-
zentration der dotierten Probe: 10-120 mg/kg).

Schicht

HPTLC-Platten Kieselgel RP18 F;54, 10 x 10 cm und
20 x 10 cm, Merck

Probenauftragung

Bandférmig mit Linomat 5, Bandldnge 8 mm, unterer
Randabstand 8 mm, seitlicher Randabstand mind.
15 mm, Bahnabstand mind. 10 mm, Auftragevolumi-
na 10 pL fdr Proben und 1-12 pL fur Standardlésun-
gen bzw. 3-15 pL nach 1:10 Verdinnung

Chromatographie

In der Automatischen Entwicklungskammer ADC2
mit Acetonitril — 25 % Ammoniak 19:1, Laufstrecke
(vom unteren Plattenrand) 60 mm

Dokumentation

Mit DigiStore 2 oder TLC Visualizer unter Weisslicht-
beleuchtung

Mix 1 Rr Rrel Rrel Rr Mix 2
Pararot 0.60 1.22 1.38 0.66 |Disp. Orange 11
Citrusrot 2 | 0.54 1.10 1.23 0.59 |Buttergelb
Sudan I* 0.49 1.00 1.10 0.53 | Toluidinrot
Sudan Il 0.33 0.67 1.00 0.48 | Sudanrot G*
Sudan Il 0.23 047 0.83 0.40 |FD&C Orange 2
Sudan IV 0.16 0.33 0.44 0.21 Sudanrot 7B

p— — e ams 0.31 0.15 |Sudanrot B 2

“Willkdrlich gewdhlt als Bezugspunkt fir den relativen Re-Wert

Densitometrie

Mehrwellenldangenscan mit dem TLC-Scanner 3 und
winCATS Software beim jeweiligen Absorptionsma-
ximum der einzelnen Farbstoffe:

Farbstoff Amax (NM) Farbstoff Amax (NM)
Sudan | 495 Sudanrot G 514
Sudan Il 508 Sudanrot B 533
Sudan Ill 523 FD&C Orange 2 502
Sudan IV 534 Buttergelb 453
Pararot 498 Toluidinrot 522
Citrusrot 2 529 Dispers Orange 11 488
Sudanrot 7B 551

Ergebnisse und Diskussion

Die Probenvorbereitung erwies sich als entscheiden-
der Schritt der Analyse. Selektive Extraktion der
synthetischen Farbstoffe wurde durch Zugeben ei-
ner Eisen(lll)-chloridlésung erreicht, wodurch die
natdrlichen Gewurzpigmente zu farblosen Derivaten
oxidiert wurden. Mit einer zusatzlichen Reinigung
Uber Festphasenextraktion konnte der Einfluss der
Probenmatrix weiter reduziert werden.

A B

1 2 3 4 1 2' 3’ 4’
Einfluss des Oxidationsschrittes auf die Chromatographie: A: ohne
Oxidation, B: Oxidation mit Eisen(lll)-chlorid 1, 1" Paprika; 2, 2" Pa-
prika dotiert mit 50 mg/kg der Standardlésung Mix 2, 3, 3" Curry;
4, 4" Curry dotiert mit 50 mg/kg der Standardlésung Mix 1

Die in der Routine angewendete Methode wurde
bezuglich GUte der Kalibrierfunktion, Matrixkalibrier-
funktion, Methodenprazision und Nachweisgrenzen
validiert. Zunachst wurden Kalibrierkurven im unte-
ren (30-150 ng/Zone) und oberen (100-1200 ng/
Zone) Konzentrationsbereich erstellt und mit einer
Michaelis-Menten 2-Funktion ausgewertet.
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Chromatogramm von Mix 1: Die tiefste und die
héchste Konzentration wurden jeweils 5-mal aufge-
ot tragen (Mitte der Platte) sowie doppelt der gesamte
Lo 4 Konzentrationsbereich (links und rechts).

300.0 7

250.0 4

200.0 4

.z . "
,5. - o &
% 150.0 =J " = Pararot
5 ~ 3' a Citrusrot 2
T 100.0 LT A * Sudan |
? - o Sudan Il
50.0 4 24 Sudan Ill
’ + Sudan IV
0.0 4 . . i | 5
0.0 50.0 100.0 150.0 200.0
Menge [ng]
Kalibrationskurven der Mix 1-Farbstoffe im unteren Konzen-
trationsbereich
Kalibration von 13 %RSD bei tiefster | %RSDbei héchster | sdv” (%)
Farbstoffen (Mix1, Mix2) Konzentration Konzentration
Unterer Konzentrations- 2.3-6.7 0.5-2.9 1.2-3.8
bereich
Oberer Konzentrations- 0.7-6.4 0.3-4.3 0.5-4.8
bereich

Aufgrund der festgestellten Matrixeffekte lassen
sich Wiederfindungen nur bedingt bestimmen. Eine
detaillierte Prafung und Bestimmung der einzelnen
Wiederfindungen wurde daher nicht durchge-
fhrt.

Zur Bestimmung der Prazision der Methode (0.4—
7.0 %) wurden jeweils 6 Proben Paprika und Curry
mit 50 mg/kg der Standardlésungen Mix 1 bzw. Mix 2
aufgestockt und unter Anwendung einer Matrixka-
libration quantifiziert.

Die realen Nachweisgrenzen wurden aus einer Ma-
trixkalibration (Bereich: 1-17 mg/kg) aufgestockter
Paprika und Curryproben abgeschatzt. Mit densito-
metrischer Auswertung wurde im Vergleich zur vi-
suellen Beurteilung eine um den Faktor 2 tiefere
Nachweisgrenze fir Paprika und Curry erreicht.

“sdv= Relative Reststandardabweichung der Kalibierkurven

Die Matrixkalibration wurde mit aufgestockten
Paprika- und Curryproben im Bereich von 10-120
ma/kg gepriift. Die erhaltenen Matrixkalibrationskur-
ven waren vergleichbar mit direkter Kalibration der
Standards, die etwas tieferen Werte lassen sich durch
einen gewissen Probenverlust wahrend der Aufarbei-
tung erklaren. In einzelnen Fallen wurden aufgrund
schwacher Matrixinterferenzen etwas héhere Werte
gemessen (Bsp. Sudan | in Paprikapulver).
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- -
< 400.0 - g //./
g . ,/
Q0 o
T 300.0 - 3
20004
/ v/
A
100.0 4 //
//
0.0 . : . : : ; 6
0.0 200.0 4000 600.0 800.0 1000.0 1200.0  1400.0
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Vergleich der Kalibrationskurven: Standardl/6sung Sudanrot B
(rote Kurve) und Sudanrot B in Currypulver (schwarze Kurve)
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Nachweisgrenze Nachweisgrenze
(visuell) (densitometrisch)
Curry | ca. 3 mg/kg (5 mg/kg Sudan I,7 mg/kg 1-3 mg/kg
Buttergelb, 13 mg/kg Dispers Orange) | (7 mg/kg Dispers Orange)
Paprika |  ca. 3 mg/kg (5 mg/kg Sudan | und 1-3 mg/kg
Buttergelb, 12 mg/kg Dispers Orange)

Bei der Untersuchung auf dem Markt erhaltlicher
Produkte wurde festgestellt, dass mit verbotenen
Farbstoffen verfélschte Gewdrze typischerweise mit
mehr als 100 mg/kg belastet sind. Eine Kontamina-
tion im tieferen mg/kg-Bereich war nicht Gegen-
stand dieser Untersuchungen, da in diesen Mengen
die gewinschte Farbverstarkung nicht erreicht wird.
Die vorgestellte Methode erwies sich damit als ge-
eignet fir den schnellen, empfindlichen und repro-
duzierbaren Nachweis einer Verfalschung von Ge-
wirzen mit verbotenen Farbstoffen.

Weitere Informationen sind bei den Autoren auf
Anfrage erhaltlich.

[1] H. Kandler, M. Bleisch, V. Widmer, E. Reich, J. Lig. Chroma-
togr. Related Technol. 32 (2009) 1273

Kontakt: Dr. Eike Reich, CAMAG Labor, Sonnenmattstr. 11,
4132 Muttenz, Schweiz, eike.reich@camag.com



Planar-Chromatographie in der Praxis

Analyse wasserldslicher Farbstoffe in Lebensmitteln

-
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Claudia Oellig

Am Institut far Lebensmittelchemie der Universitat
Hohenheim in Stuttgart wird die Planar-Chromato-
graphie aufgrund ihrer Vorteile in der Lebensmittel-
analytik eingesetzt. Claudia Oellig nutzte diese
Technik im Rahmen ihrer Wissenschaftlichen Ab-
schlussarbeit.

Einleitung

In den vergangenen Jahren wurde die Anzahl zuge-
lassener Lebensmittel-Farbstoffe aus Grinden der
Lebensmittelsicherheit deutlich reduziert. Durch die
EG-Verordnung 94/36 werden die etwa 40 zugelas-
senen Lebensmittel-Farbstoffe hinsichtlich ihrer
Einsatzbereiche und ihrer Hochstmengen geregelt.
Zur Sicherung des Verbraucherschutzes sind schnelle
und effiziente quantitative Bestimmungsmethoden
notwendig, da manche Farbstoffe ein kanzerogenes
Gefdhrdungspotential besitzen. Bisherige DC/
HPTLC-Methoden waren fir die Trennung von 9-12
Lebensmittel-Farbstoffen ausgerichtet. Ziel war es,
eine Methode zu entwickeln, bei der die wichtig-
sten wasserloslichen Lebensmittel-Farbstoffe quan-
tifiziert werden kénnen.

Im Vergleich zu vorhandenen Methoden zur
Farbstoffanalytik ist die neue HPTLC-Methode
eine zuverlassige, schnelle und kosteneffektive
quantitative Alternative [1-3]. Sie ermoglicht
einen Durchsatz von 1000 Proben/Tag mit ge-
ringen laufenden Kosten. Fiir eine Probe be-
rechnet sich die gesamte Analysenzeit auf 1.5
min mit einem Lésungsmittelverbrauch von
200 pL. Der analytische Aufwand kann gradu-
ell nach Notwendigkeit gewahlt werden - von

visueller Auswertung uber die spektrale Kor-
relation der Absorptionsspektren bis hin zur
Aufnahme von Massenspektren.

Probenvorbereitung

Kommerziell erhaltliche Lebensmittel wurden ent-
sprechend mit Methanol — Ammoniumacetat-Puffer
(pH 6.8) 1:1 verdinnt und bei Bedarf entgast.

Standardlésungen

Die Farbstoffe wurden in Methanol — Ammonium-
acetat-Puffer (pH 6.8) 1:1 in folgenden Konzentra-
tionen gel®st:

Mix 1 Mix 2 Mix 3
Farb- | Konzentr. | AR;| Farb- | Konzentr. | hR;| Farb- | Konzentr. | AR,
stoffe [ng/uL] stoffe | [ng/uL] stoffe | [ng/pL]
E 100 30 93 | E103 50 8 | E101 30 72

E101b 45 5 | E104 100 55| E102 20 19
E110 20 57 | E120 70 0 | E105 25 53

E122 20 71 E121 125 93| E129 15 60
E124 15 27 | E123 8 251 E133 8 26
E126 30 10 | E125 60 72 | E141Na | 860 86
E 127 10 93 | E151 15 15 | E141Cu | 200 97
E131 10 40 E 163 300 0

E132 200 0
E 142 8 23

Schicht

HPTLC-Platten Kieselgel 60 F,s, (Merck), 20 x 10 cm,
vorgewaschen durch Chromatographie mit Metha-
nol — Wasser 4:1

Probenauftragung

Bandférmig mit DC-Probenautomat 4, 18 Bahnen,
Bandlange 7,5 mm, Bahnabstand 9 mm, seitlicher
Randabstand 24 mm, unterer Randabstand 8 mm
(bei beidseitiger Auftragung 5 mm), Auftragevolumen
2 pL (Proben) bzw. 1-4 pL (Standardgemische)

Chromatographie

In der Doppeltrogkammer 20x10 cm mit 8 mL Ethyl-
acetat — Methanol — Wasser — Essigsaure 65:23:11:1,
Laufstrecke max. 50 mm, Laufzeit 12 min; alterna-
tiv kann auch die ADC2 oder HDC eingesetzt wer-
den, insbesondere, wenn ein hoher Probendurch-
satz gefordert wird.
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Dokumentation
Mit TLC-Visualizer bei UV 254, UV 366 nm und
Weisslicht-Beleuchtung

Densitometrische Auswertung

e Digitale Bildauswertung mit VideoScan-Software
(Savitsky Golay-Filterweite: meist 7 oder 9, Basis-
linienkorrektur: geringste Steigung, Einsatz unter-
schiedlicher elektronischer Filter) oder

e Auswertung mit TLC-Scanner 3 und winCATS-
Software, Absorptionsmessung Uber den Mehr-
wellenlangen-Scan bei 11 verschiedenen Wellen-
langen [1]

Spektrenaufnahme (Vis, MS)

e Aufnahme der Vis-Spektren (400-800 nm) und
Berechnung der Spektrenkorrelationen (Probe
versus Standard) mit TLC-Scanner 3 und winCATS-
Software und/oder

e Aufnahme der HPTLC/ESI-Massenspektren mit
einem Prototyp des TLC-MS-Interface (Extraktions-
mittel Methanol, Flussrate 0,2 mL/min)

Ergebnisse und Diskussion

Die Trennung auf Kieselgel-Platten war mit Ethyl-
acetat — Methanol — Wasser — Essigsaure 65:23:11:1
als Fliessmittel optimal. Der Sauregehalt von 1%
erwies sich fur die Fokussierung der Zonen als ent-
scheidend. Wie in der Literatur Ublich, wurden die
Lebensmittelfarbstoffe zur besseren Quantifizierung
in Farbstoffgemische aufgeteilt.

E100
E127 E121 e
E103 E141 Na
E122 E125 E101
E129
ETE E104 E105
E131
E124
B =m e
E151
E126
E101b
E132 E120 |ss E£163

TMix 1 Mix2 “Mix 3 9

Trennung von 25 wasserléslichen Lebensmittelfarbstoffen,

aufgeteilt in 3 Farbstoff-Mischungen (Farbstoffe zum Teil nur
zu 50 bzw. 85 % rein)

Bei einer Laufstrecke von max. 50 mm betrug die
bendtigte Trennzeit 12 min. Bei Entwicklung in der
HDC wurden 36 Ldufe simultan unter identischen
Bedingungen entwickelt. Pro Probe berechneten
sich die Chromatographiezeit auf 20 s und der L6-
semittelverbrauch auf 220 pL; die Entsorgungsko-
sten lagen deutlich unter 0,01 Cent. Die gesamte
Analysenzeit (inkl. Probenvorbereitung, Auftragung
und digitaler Bildauswertung) betrug 1,5 min —im
Zeitalter ultraschneller Chromatographie-Methoden
ein Spitzenwert.

Bei hoher Matrixbelastung waren die Flachenauftra-
gung und/oder ein Verdinnen der Probe samt einer
guten digitalen Bildauswertung conditio sine qua
non. Im Falle von Proben mit Farbstoffen vom hR-
Wert 0 (E120, E132, E163) wurde die Platte mit ei-
nem elutionsstarkeren Fliessmittel, z.B. im Verhaltnis
45:35:18:2 zweimal auf 1 cm entwickelt (je 6 s).

EXIN ZXIN LXIN 218 203 €XIN ZXIN LXIN L1g  ad  EXIN ZXIN LXIN Bor  1a3 eXIN ZXIN - LXIN

—

Analytik von 12 Le-
bensmittelproben
(Energydrink (ED),

Joghurt (Jog),
Fruchtgetrénk (FD),
Béckereitinten-
Formulierung (BT))
auf 25 wasserlésli-
s che Lebensmittel-
—— ox farbstoffe durch

i anti-parallele Ent-

B S——

Mix1 Mix2 Mix3 ED1 Jog Mix1 Mix2 Mix3 FD BT1 Mix1 Mix2 Mix3 ED2 BT2 Mix1 Mix2 Mix3
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Die Quantifizierung erfolgte mittels Mehrwellenldangen-Scan durch Absorptions-
messung im ultravioletten und sichtbaren Bereich oder Uber die digitale Quan-
tifizierung des Plattenfotos.

A Ohne Filter

=

o ; E132
[SvR—)

B Rotfilter

’2

E131

™

E142

C Granfilter

E127

D Blaufilter

E110

E124

|

E100

Profile height

ED2

3000 o

2000

1000

Kalibration far E122

1

Exemplarisch die Auswertung fir einige Lebensmittel, wobei die Identitat
Uber die Spektrenkorrelation und das Massensignal abgesichert wurde.

Identitat
. . Spektrenkorrelation .
. Ermittelte Bestimmte %RSD Massensignal(e) (full scan,
Bezeichnung ) (400—800 nm) von
Farbstoffe | Konzentration | (n=2) m/z 100—-900)
Standard und Probe
Backerei-Tinte 122 66,4 g/L 0,0 =0,99996 228 [M-2Na]*
124 13,3 g/L 2,1 =0,99957 279 [M-2Na]*
178 [M-3NaJ*
Energydrink 1 133 9,1 mg/L 0,1 =0,99964 373 [M-2Na]*
Energydrink 2 122 76,2 mg/L 3,6 = 0,99958 228 [M-2Na]*

1000

1006

0o

0o
100 0 w0 400 S0 B0 700 600 [AU] 000

1000

1000

00

s00  sso oo eson

700 [m]

o0

Digitale Bildauswertung unter Ein-
satz von elektronischen Filtern (B—D)
zur verbesserten post-chromato-
graphischen Auflésung von Farb-
zonen (Mix 1)

Digitale Bildauswertung (ohne Filter)
der verdtinnten Energydrink-Probe 2
(ED2), die den roten Farbstoff E122
(Mix 1) enthélt; Uberlagerung der
Analogkurven von Probe (rot) und
Mix 1 (griin) sowie polynome Kali-
brierfunktion (Peakfldche)

Korrelation der Vis-Spektren von
Standardzone E122 und der entspre-
chenden Zone in Energydrink 2

Fortsetzung auf Seite 9
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Kennen Sie CAMAG?

i olo 14

Herr Christian Gfeller ist seit 1966 bei CAMAG.
42 Jahre lang hat er als Leiter des Bereichs Finanzen
(CFO) die Geschicke des Unternehmens in guten
und in schwierigen Zeiten massgebend mit be-
stimmt. Seit 1992 ist er Mitglied des Verwaltungs-
rates und seit 2003 dessen Prasident. Mitte 2008
gab er seine Funktion als CFO an Frau Sabine Buhrer
weiter.

Wir winschen uns, dass Herr Christian Gfeller noch
lange Zeit als Prasident des Verwaltungsrats der
CAMAG zur Verfigung steht.
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Frau Sabine Biihrer ist seit 1. Dezember 2007 bei
CAMAG. Sie besitzt das Handelsdiplom der Ecole
Supérieure de Commerce in Neuchatel seit 1987
und absolvierte in den darauf folgenden Jahren
Weiterbildungen in den Bereichen Betriebswirt-
schaft, Personalfihrung, Controlling und Unterneh-
mensfihrung. Fachliche Erfahrungen erwarb sie sich
bei Schweizer und internationalen Unternehmen als
Leiterin Administration, Finanzen und Personal.

Seit ihrem Eintritt bei CAMAG zeichnete sie sich aus
durch Kompetenz, schnelle Auffassungsgabe in
unserem sehr speziellen technischen Arbeitsgebiet
sowie vor allem durch ihre absolute Vertrauenswr-
digkeit. So kann Herr Gfeller guten Gewissens den
Stab an Frau Sabine Buhrer tGbergeben.



Fortsetzung von Seite 7

%],
2-
80/ IM-2Nal

60 HPTLC-ESI/MS der Standardzone E122
40/
207
ol 200 300 400 500 600 700 800 m/z
100 228

80| IM-2Nal*
60 162 HPTLC-ESI/MS der entsprechenden Zone im Energydrink 2
401
20

200 300 400 500 600 700 800 m/z 16

HPTLG-ESI/MS-Spektren der Standardzone E122 (m/z 228 [M-2Naj?) und der entsprechenden Zone
in Energydrink 2 (m/z 162 aus der Matrix, Chromatographie ohne Essigsaure)

Je nach vorliegender Analyse kann der Grad der Auswertung von visueller Begutach-
tung Uber die Aufnahme von Vis-Spektren bis hin zur Aufnahme von Massenspektren
erfolgen. Daher ist das offline-Prinzip optimal um Kosten zu minimieren und ein sehr
hohes Probenaufkommen leicht zu bewaltigen.

HPLC [4] HPTLC
Mobile Phase 0,58 0,003
Stationare Phase 0,64 0,11
Entsorgung 0,04 0,0001
Kosten/Lauf (€) 1,26 0,11

=>11x giinstiger

Auftragen/Injektion 0,50
Laufzeit 43 0,20
Detektion 0,10
Zeit/Lauf (min) 43 0,80

=>54x schneller

davon Arbeitszeit/40 Laufe keine 5 min

Weitere Informationen sind vom Autor auf Anfrage erhaltlich.

[1] G. Morlock, C. Oellig, J AOAC Int 92 (2009) 745

[2] G. Morlock, W. Schwack, Die Aktuelle Wochenschau der GDCh (2009) Woche 21 und 26,
www.aktuelle-wochenschau.de/index09.htm

[3] G. Morlock, W. Schwack, GIT 9 (2009) 489-492
[4] K. Minioti et al., Anal Chim Acta 583 (2007) 103

Kontakt: Dr. G. Morlock, Institut fir Lebensmittelchemie, Universitat Hohenheim, 70599 Stuttgart,
gmorlock@uni-hohenheim.de
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Planar-Chromatographie in der Praxis

Screening unbekannter Pflanzenextrakte mittels

Von links nach rechts: M. Schulz, S. Minarik, C. Wirth und M.
Oberle

Nicht nur bei der Herstellungskontrolle der DC/
HPTLC-Schichten, auch in der Routineanalytik ver-
wendet Merck die Planar-Chromatographie. Dieser
Beitrag entstand durch eine Zusammenarbeit der
Laboratorien Dinnschicht-Chromatographie und
Kosmetik in der Forschungsabteilung Performance &
Life Science Chemicals.

Einleitung

Die Planar-Chromatographie findet Anwendung in
einer Vielzahl kosmetischer Applikationen. Typische
Anwendungen sind Wirkstoff-Screening, Applika-
tionen mit schwer aufzuschliessenden Proben und
auch Quantifizierungen von Wirkstoffen wie z. B.
UV-Filtersubstanzen. In dieser Arbeit wird die HPTLC
als Screening-Methode zur Erstanalyse potentieller
Wirkstoffe auf Pflanzenextraktbasis beschrieben.
Dazu liegt einerseits der Schwerpunkt bei Substan-
zen, die durch ihre kosmetische Relevanz und ihren
hohen Gehalt in der Pflanze auffallen und anderer-
seits bei der Substanzklasse der Flavonoide, die in der
Kosmetik als wirksame Naturstoffe anerkannt sind.

Die Vorteile der Planar-Chromatographie kon-
nen hier hervorragend genutzt werden. Es
werden viele Proben auf einer Platte parallel
analysiert und damit geringe Analysezeiten
und -kosten erreicht. Eine hohe Flexibilitat in
der Detektion wird durch den Einsatz verschie-
dener Derivatisierungsreagenzien gewabhrlei-
stet. Potentielle Wirkstoffkandidaten lassen
sich schnell und einfach identifizieren und im
nachsten Schritt mit strukturaufklarenden Me-
thoden weitergehend charakterisieren.
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Planar-Chromatographie

Standardlésung
Chlorogensaure, Hyperosid, Rutin, Quercetin und
Kaempferol in Methanol (0.1 %ig)

Probenvorbereitung

Die Pflanze wird zerkleinert und zu einem Rohex-
trakt verarbeitet. Aus dem Rohextrakt werden durch
flissig/flussig-Extraktion drei weitere Extrakte un-
terschiedlicher Polaritat hergestellt.

Schicht
HPTLC-Platten Kieselgel 60 F,s, Merck, 20 x10 cm

Probenauftragung

Bandférmig mit dem DC-Probenautomat 4, Band-
lange 5 mm, Bahnabstand 10 mm, Abstand vom
unteren Rand 10 mm, Auftragevolumen 5 pL

Chromatographie
In der Doppeltrogkammer 20 x 10 cm mit Ethylace-
tat — Ameisensdure — Eisessig — Wasser 100:11:11:27

Postchromatographische Derivatisierung
Mit dem DC-Sprihgerat werden folgende Derivati-
sierungen durchgefihrt”:

e Naturstoffreagenz nach Neu (NSR): 1% Diphenylbor-
saure-2-aminoethylester in Methanol — UV 366 nm

¢ Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagenz (AAS): 0,5 mL
Anisaldehyd in 85 mL Methanol, 10 mL Eisessig
und 8 mL konzentrierter Schwefelsaure (zugesetzt
unter Eiskhlung) — Platte bei 90—125 °C fir max.
15 min erhitzen — Weisslicht

e Diphenyl-2-picrylhydrazyl-Reagenz (DPPH): 0,1 %
Diphenyl-2-picrylhydrazyl in Methanol — Platte
bei 40°C fir max. 2 min erwdrmen — Weisslicht

¢ Rhodamin B-Reagenz (RDB): 0,1 % Rhodamin B in
Methanol — UV 366 nm

¢ Dragendorff-Reagenz (DRR): Merck Fertigldsung
— Platte bei 40°C fUr max. 2 min erwarmen —
Weisslicht

"Anmerkung: Das Tauchen sollte dem Spriihen aus vielfaltigen

Griinden vorgezogen werden, wie z. B. homogenere Auf-

bringung des Reagenzes auf die Schicht, weitaus geringere
Laborluftbelastung und sauberer Arbeitsplatz.



Ergebnisse und Diskussion

In den zwei folgenden Beispielen wurde jeweils der
Rohextrakt einer Pflanze (Bahn 1) und deren drei
Extrakte von unterschiedlicher Polaritat (A-C in
steigender Polaritdt, Bahn 2—-4) chromatographiert
und mit unterschiedlichen Derivatisierungsreagen-
zien detektiert.

Reagenz detektiert

Flavonoide, Penicillinsaure,
Kohlenhydrate, Anthocyanidine

NSR (Naturstoffreagenz nach Neu)

AAS (Anisaldehyd-Schwefelsaure-
Reagenz)

Atherische Olkomponenten, Terpene,
Steroide, Sapogenine, Prostaglandine,
Antioxidanzien, Antibiotika

DPPH (Diphenyl-2-picrylhydrazyl- Atherische Ole

Reagenz)

RDB (Rhodamin B-Reagenz) Lipophile Substanzen, Lipide, Phenole,

Polyphenole, Flavonole, Tenside

DRR (Dragendorff-Reagenz) Alkaloide

Beispiel 1

Mit dem NSR-Reagenz wurden z. B. im Extrakt A
(Bahn 2) die unpolaren Chlorophyll-Verbindungen
als rote Bande im Frontbereich und im Extrakt C
(Bahn 4) Pflanzensauren detektiert.

Als Hauptkomponente wurde eine Pflanzensaure
angenommen, deren R-Wert Uber dem der Chlo-
rogensaure (Bahn 5, blaue Bande bei RF 0,5-0,6)
liegt. Diese Verbindung ist in den Extrakten B und
C (Bahn 3 und 4) angereichert. Sie reagiert mit dem
AAS- und sehr intensiv mit dem DPPH-Reagenz, was
auf eine antioxidative Wirkung deutet. Weiterhin ist
der Chlorophyllanteil im Rohextrakt (Bahn 1) und in
den Extrakten A und B (Bahn 2 und 3) zu erkennen.
Dieser zeigt auch mit DRR eine Farbreaktion. Ausser
im Extrakt A kénnen weitere Verbindungen sowohl
mit héherem als auch mit niedrigerem Rg-Wert
nachgewiesen werden, welche mit NSR hellblaue
und mit AAS braunliche Zonen ergeben.

Beispiel 2

Im zweiten Pflanzenbeispiel liegen als Hauptkompo-
nenten neben Pflanzensauren auch Flavonoide vor.
Mit dem NSR-Reagenz ist dies erkennbar (1) am Rg-
Bereich, (2) der gelben, grinen bzw. hellblauen
Farbung der Banden und (3) der Anreicherung in
den Extrakten B und C (Bahn 3 und 4). Weiterhin
sieht man im Extrakt B (Bahn 3) die griingelbe Bande,
welche fur ein Kaempferol-Derivat spricht, und die
gelbe Bande an der Front, welche das Quercetin

Chromatogramm-Tauchvorrichtung

Die Derivatisierung durch automatisiertes Tau-
chen hat gegeniber dem manuellen Sprihen
in vielen Fallen eindeutige Vorteile. Durch die
Einstellung einer gleichmassigen, vertikalen
Tauchgeschwindigkeit (wahlbar zwischen 30
und 50 mm/s) und Verweilzeit (wahlbar von
1 bis 8 s sowie unendlich) lassen sich die
Tauchbedingungen standardisieren. Durch die
homogene Reagenzaufbringung werden
Fliessmittelfront-ahnliche Tauchlinien vermie-
den, die bei der densitometrischen Auswertung
storend wirken. Das batteriebetriebene Gerat
ist auf eine Eintauchtiefe far 10 und 20 cm
hohe Platten einstellbar.

DC-Plattenheizer

Fur viele Reaktionen ist eine kontrollierte Tem-
peraturerhéhung erforderlich. Der Tempera-
tur-Regelbereich des DC-Plattenheizers betragt
25-200 °C und ermdglicht eine gleichmassige
Erhitzung Uber die ganze Platte. Das CERAN®-
Keramikfeld ist mit einem Raster versehen, der
die richtige Plazierung der Platte erleichtert. Es
ist bestandig gegenUber allen Ublichen Rea-
genzien und leicht zu reinigen.
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Beispiel 1
NSR DPPH

DRR
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Bahn 1: Rohextrakt

Bahn 2: Extrakt A (unpolar)

Bahn 3: Extrakt B (mittelpolar)

Bahn 4: Extrakt C (polar)

Bahn 5: Standardmischung (nach aufsteigenden Rrgeordnet: Chlorogenséure, Hyperosid, Rutin, Kaempferol und Quercetin)

Beispiel 2
NSR AAS DPPH RDB DRR
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Bahn 1: Rohextrakt

Bahn 2: Extrakt A (unpolar)

Bahn 3: Extrakt B (mittelpolar)

Bahn 4: Extrakt C (polar)

Bahn 5: Standardmischung (nach aufsteigenden Rrgeordnet: Chlorogenséaure, Hyperosid, Rutin, Kaempferol und Quercetin)

12 34 5

zeigt. In Extrakt C (Bahn 4) sind ausserdem mit aufklarung mit HPLC-MS™ und NMR.
blauer Bande mehrere Pflanzensduren detektiert. "Anmerkung: Mit dem neuen TLG-MS-Interface wird von der

Potentielle Flavonoide zeigen mit DPPH-Reagenz Zone auf der Platte durch online Extraktion das Massenspek-
eine intensive Reaktion. trum innerhalb einer halben Minute direkt erhalten.

Im Screening von Pflanzenextrakten, d.h. fir die
analytische Erstcharakterisierung der zu bewerten-
den Pflanzenextrakte auf angereicherte Inhaltsstoffe
und Nebenkomponenten hat sich die Planar-Chro-
matographie bei Merck etabliert. Der hohe Proben-
durchsatz und die Vielzahl méglicher Derivatisierun-
gen machen sie zu einem leistungsfahigen und sehr
wichtigen Baustein im eingesetzten Methodenpool.
Zur weiteren Bewertung wird der Wellenlangenbe-
reich von 210-400 nm mit einem HPLC-DAD-System
ausgewertet und ein Aktivitatsscreening durchge-
fuhrt, z. B. ein Schnelltest auf antioxidativ wirkende Weitere Informationen sind von den Autoren auf

Substanzen. Nach Auswertung der Screening-Ergeb- Anfrage erhaltlich.
nisse wird entschieden, welche Wirkstoffkandidaten Kontakt: Michael Schulz, Merck KGaA, PC-RLP-SIL,
weitergehend untersucht werden, z. B. zur Struktur- Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt
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Planar-Chromatographie in der Praxis

HPTLC-Bestimmung von unerlaubt zugesetzten
fettlosllchen Azofarbstoffen in Gewiirzen

Prof. Dr. Wolfgang Schwack und Elodie Pellissier

Sowohl der Beitrag Kandler et al. (S. 2 ff - Kantonales
Labor Zurich) als auch der vorliegende gehen das-
selbe Thema an, jedoch auf unterschiedliche Weise.
Beide bieten gegeniber dem Status quo der Analytik
von Azofarbstoffen deutliche Vorteile. Der Anwender
mag entscheiden, welchen Weg er bevorzugt.

Die Untersuchungen wurden wahrend der Bachelor-
arbeit von Elodie Pellissier (Fachhochschule West-
schweiz) am Institut fir Lebensmittelchemie der
Universitat Hohenheim in Stuttgart durchgefahrt.

Einleitung

Sudan | wurde 2003 in Frankreich in einer indischen
Chili-Lieferung nachgewiesen. Dies war die erste
Warnung an die EU-Mitgliedstaaten durch das
Schnellwarnsystem im Lebens- und Futtermittelbe-
reich (Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF).
Danach wurden zunehmend Produkte mit unerlaubt
zugesetzten, fettldslichen Azofarbstoffen gefunden,
z. B. mit Sudanrot B, Sudanorange G und Pararot
sowie die von der internationalen Agentur fur Krebs-
forschung (International Agency for Research on
Cancer, IARC) als Kanzerogene der Kategorie 3 einge-
stuften Farbstoffe Sudan | bis IV und Sudanrot 7B. Im
Jahr 2008 und im ersten Halbjahr 2009 wurden nicht
weniger als 60 Falle im RASFF dokumentiert. [1]

HPTLC ist konkurrenzlos im schnellen und ma-
trix-robusten Screening von vielen Proben par-
allel. Im Falle von Azofarbstoffen mit einer
starken Absorption im WeiBlicht ist eine gute
Detektierbarkeit zu erwarten. Neben der Biblio-

thekssuche der UV/Vis-Spektren bietet die
Kopplung mit der Massenspektrometrie eine
verbesserte Moglichkeit, positive Funde zu
bestatigen. Mit MassWorks-Software kann der
Analytiker sogar von niedrig auflésenden Mas-
senspektrometern die exakte Masse und Ele-
mentarzusammensetzung erhalten. Aufgrund
dieser Vorteile wurde eine schnelle und verlass-
liche HPTLC-Methode zur Identifizierung und
Quantifizierung der relevanten Farbstoffe in
verschiedenen Gewiirzpulvern und Gewiirzpul-
vermischungen (Chili, Curry, Paprika etc.) ent-
wickelt. Die auf Pasten und Saucen erweiterte
Methode ist momentan in der Validierung.

Standardldsungen

Sudan | (I), Sudan Il (Il), Sudanrot B (B), Sudanoran-
ge G (OR) und 4-Dimethylaminoazobenzen (interner
Standard, IS) wurden einzeln (10 mg) in je 5 mL
Aceton gel6st, Sudan Il (ll), Sudan IV (IV), Sudanrot
7B (7B) und Pararot (PR) in je 15 mL. Die Lésungen
wurden auf 20 mL mit Methanol aufgefillt (Stamm-
|6sungen von je 0.5 mg/mL). Fir die Standardge-
mischlésung wurden je 200 uL der entsprechenden
Stammldsungen gemischt und mit Methanol auf 10
mL aufgefullt (Farbstoff je 10 ng/uL). Die interne
Standardlésung zum Ubersprithen wurde entspre-
chend 1:50 verddnnt.

Probenvorbereitung

Die homogenisierte Gewurzprobe (1 g) wurde in ein
20 mL Zentrifugenglas mit Schraubkappe eingewo-
gen. Nach Zugabe von 1 mL der Stammldsung des
internen Standards und 4 mL Aceton wurde das
Zentrifugenglas mit dem Vortex fur 1 min homoge-
nisiert. Nachfolgend wurden 5 mL Methanol hinzu-
gefugt. Das Zentrifugenréhrchen wurde von Hand
1 min geschittelt und bei 4000 rpm zentrifugiert.
Ohne weitere Cleanup-Schritte wurde der Uber-
stand direkt zur HPTLC eingesetzt.

Schicht
HPTLC-Platten NANO-SIL-PAH, 20x10 cm, Macherey-
Nagel (Coffein-impragniert)

Anmerkung: Der Einsatz von bereits imprdgnierten Fertigplat-
ten ist sehr benutzerfreundlich. Notfalls kann die Impragnie-
rung der Schicht selbst hergestellt werden durch 20 mindtiges
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Tauchen einer HPTLC-Platte Kieselgel 60 in eine Coffeinlésung
(1.7 g Coffein in 100 mL Acetonitril) und abschliessendes
Trocknen ftir 20 min bei 120 °C.

Probenauftragung

Bandformig mit ATS4, Bandlange 8 mm, Bahnab-
stand 10 mm, Abstand vom unteren Plattenrand
8 mm, Abstand vom seitlichen Plattenrand min.
15 mm, Auftragevolumen 1-20 pL der Standard-
|6sung (Uberspriht mit 10 pL interner Standardl6-
sung) und 4 yL der Probenextrakte

Chromatographie

In der ADC2 mit Isohexan — Methylethylketon 5:1
nach Kammersattigung ftr 10 min Uber eine Lauf-
strecke von 68 mm. Die Plattenaktivitat wurde mit
der Option Feuchtekontrolle Uber eine gesattigte
Kaliumcarbonatlésung (45 % relative Luftfeuchtig-
keit) fir 4 min eingestellt.

Dokumentation
Im DigiStore 2 unter Weisslicht (Reflektion und
Transmission)

Densitometrie

Absorptionsmessung via Mehrwellenlangen-Scan
(390, 415, 500, 525 und 550 nm) und Spektrenauf-
nahme (320-600 nm) mit TLC-Scanner 3 und win-
CATS-Software.

Massenspektrometrie

Mit dem TLC-MS-Interface ausgeristet mit dem
ovalen Elutionskopf (4 x 2 mm) und verbunden mit
einem Agilent 1100 LC/MSD-System, Aufnahme im
positiven ESI-Modus, Zonenextraktion durch Metha-
nol — 0.1 % Ameisensaure 95:5 bei 0.2 mL/min. Eine
Chromolith RP 18-Saule (50 x 4.6 mm, Merck) wurde
in die Verbindungskapillare zwischen TLC-MS-Inter-
face und MSD eingebaut. Exakte Massen wurden
mit MassWorks-Software (Cerno Bioscience,
Danbury, CT, USA) berechnet.

Ergebnisse und Diskussion

Obwohl unterschiedliche chromatographische Syste-
me im Normal- und Umkehrphasenmodus wahrend
der Methodenentwicklung benutzt wurden, war die
Chromatographie der in Gewdrzen und Pflanzen-
6len in den letzten Jahren am haufigsten gefunde-
nen acht Azofarbstoffe [1] auf Coffein-impragnier-
ten Schichten vergleichsweise am besten. Die Regio-
isomeren Sudan IV und Sudanrot B sind generell
schwer zu trennen, auch mittels LC/MS-MS [2].
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Trennung der 8 Azofarbstoffe auf Coffein-imprdgnierten
HPTLC-Platten NANO-SIL-PAH, HPTLC-Platten Kieselgel 60 und
HPTLC-Platten RP 18 geméB [3]

Statt zeitaufwandiger, in der Literatur beschriebener
Cleanup-Schritte wurden die Probenextrakte direkt
auf die HPTLC-Platten aufgetragen und nach der
Chromatographie einer Bleichung unterworfen.
Bleichung mit starkem UV-Licht (600 W/m?) fur
max. 5 min fuhrte zu einer von Matrixstérungen
nahezu freien Basislinie.

Bestrahlung

mit UV-Licht
IS == )x IS
7B ———=) — — 78
<
R o

Effekt der UV-Bestrahlung auf den Matrix-Hintergrund im
Chromatogramm eines originalen (C) und dotierten (C*, Sudan
Red 7B, 500 mg/kg) Chilipulver-Extraktes

Nach dem Mehrwellenlangen-Scan bei 5 ausgewahl-
ten Wellenlangen wurde zur Quantifizierung die
Mehrbereichskalibration mit interner Standardauswer-
tung (zur Korrektur der Probenvorbereitung) verwen-
det. Die Kalibration erfolgte nach einer polynomen
bzw. linearen Regression entsprechend einem weiten
bzw. engen Arbeitsbereich. Gemass der angegebenen
Probenvorbereitung lagen die Nachweisgrenzen (LOD)
im Bereich von 10 mg/kg, was im Hinblick auf die zu
erwartenden Zusatze zur gewinschten Farbkorrektur
der Produkte ausreichend war.
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Polynome und lineare Kalibration (iber einen weiten (10 - 200
ng/Band) bzw. engen (4 - 40 ng/Band, ab LOD) Kalibrations-
bereich am Beispiel von Sudanrot 7B

In einer Spektrenbibliothek (aufgebaut auf 3 Kon-
zentrationen pro Azofarbstoff) kann nach passen-
den UV/Vis-Spektren gesucht werden, um einen
verdachtigen Fund in einer Probe zu bestatigen.
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Spektrenvergleich von Sudanrot 7B in einer dotierten Probe
(rot, 500 mg/kg Sudanrot 7B) und dem besten Treffer in der
Spektrenbibliothek (Korrelation: 0.9994).

Zur zweifelsfreien Bestatigung positiver Funde kon-
nen Massenspektren von verdachtigen Zonen mit
dem TLC-MS-Interface aufgenommen werden. Die
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Massengenauigkeit inklusive der Elementarzusam-
mensetzung kann durch die Verwendung der
MassWorks-Software verbessert werden, sogar bei
niedrig aufldsenden Massenspektrometern.

%5 Signalintensiat
100
m/z 380.1867gefunden ... 1c02e

(380.1875 theoretisch)
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Als zweite Bestétigung des Sudanrot 7B-Fundes, das HPTLG-MS
Spektrum der verddchtigen Zone mit Berechnung der »exak-
ten« Masse durch MassWorks-Software

Die orthogonale online HPTLC-HPLC-MS-Kopplung
wurde hier zum ersten Mal vorgestellt. Neben der
Trennung von coextrahiertem Coffein (Schichtim-
pragnierung) und dem Azofarbstoff ermdglicht
diese einfache Kopplung eine zweite Selektivitats-
richtung (C18-Saule versus Kieselgelplatte). Demzu-
folge kdnnen Azofarbstoff-Funde leicht bestatigt
werden durch (1) UV/Vis-Spektren, (2) Massenspek-
tren und (3) ein zweites chromatographisches Sy-
stem unterschiedlicher Selektivitat. All diese Absi-
cherungen bietet je nach Anforderung ein einziger
HPTLC-Lauf - und das fir viele Proben parallel.

[1] Rapid Alert System for Food and Feed, http://ec.europa.
eu/food/food/rapidalert/index_en.htm

[2] H. San, F. Wang, L. Ai, J Chromatogr A 1164 (2007) 120
[3] H. Kandler, M. Bleisch, V. Widmer, E. Reich, J Lig Chroma-
togr Rel Technol 32 (2009) 1273

Weitere Informationen sind vom Autor auf Anfrage
erhaltlich.

Kontakt: Prof. Dr. W. Schwack, Universitat Hohenheim, Institut
far Lebensmittelchemie, Garbenstrasse 28, 70599 Stuttgart,
wschwack@uni-hohenheim.de
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Planar Chromatography in Practice

LA/WAL

Determination of unauthorised fat-soluble

|

E

Prof. Dr. Wolfgang Schwack and Elodie Pellissier

The article on pages 2-4 from the State Laboratory in
Zurich and this article adress the same objective but
use different approaches. However, both approaches
show clear advantages in comparison to the status
quo for the analysis of azo dyes in foods. The analyst
may decide which suits best to his task.

The work was performed during the bachelor
thesis of Elodie Pellissier (University of Applied Sci-
ences, Western Switzerland) at the Institute of Food
Chemistry, University of Hohenheim in Stuttgart,
Germany.

Introduction

In 2003 Sudan | was detected by the French in a
consignment of hot chili from India. This was the
first alert to the EU Member States via the Rapid
Alert System for Food and Feed (RASFF). Subse-
guently, more and more products were found to
contain unauthorised fat-soluble azo dyes such as
Sudan I-IV and Sudan Red 7B, classified as a cat-
egory 3 carcinogen by the International Agency for
Research on Cancer (IARC), Sudan Red B, Sudan
Orange G and Para Red. For the year 2008 and the
first semester of 2009, no less than 60 cases were
reported by RASFF. [1]

HPTLC is unrivaled in rapid and matrix-robust
screening of many samples in parallel. In the
case of azo dyes with strong absorption of
visible light, a good capability of detection is
generally given. Besides library UV/Vis spectra

azo dyes in spices by HPT

22
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comparison, coupling to mass spectrometry offers
an improved chance to verify positive findings.
Using MassWorks software enables the ana-
lyst to calculate exact masses and elemental
compositions even from low resolution mass
spectrometers. Therefore, a rapid and reliable
HPTLC method for the identification and quan-
tification of the relevant dyes was developed
and tested on powders of individual spices
and spice mixes (chili, curry, paprika etc.). The
method is currently being validated, while
expanding the sample source to pastes and
sauces.

Standard solutions

Sudan | (1), Sudan Il (Il), Sudan Red B (B), Sudan
Orange G (OR) and 4-dimethylaminoazobenzene
(internal standard, IS) were individually (10 mg) dis-
solved in 5 mL acetone, and Sudan Il (lll), Sudan IV
(IV), Sudan Red 7B (7B) and Para red (PR) in 15 mL
acetone. The solutions were filled up to 20 mL with
methanol (stock solutions of 0.5 mg/mL each). The
standard mix solution was prepared by mixing 200 pL
each of the stock solutions and filling up to 10 mL
with methanol (10 ng/pL of each dye). The same
1:50 dilution was applied for the internal standard
solution used for overspraying.

Sample preparation

The homogenized spice sample (1 g) was weighed
into a 20-mL srew-capped centrifuge tube. After
the addition of 1 mL internal standard stock solu-
tion and 4 mL acetone, the tube was vortexed for 1
min followed by the addition of 5 mL methanol. The
tube was manually shaken for another minute and
centrifuged at 4000 rpm. Without further cleanup,
the supernatant was directly used for HPTLC.

Layer

HPTLC plates NANO-SIL-PAH, 20 x 10 cm, Macherey-
Nagel (impregnated with caffeine)

Note: Ready-to-use plates are convenient and highly recom-
mended. In case of need, caffeine-impregnation can be self-
made by dipping HPTLC plates silica gel 60 in a caffeine solution
(1.7 g caffeine in 100 mL acetonitrile) for 20 min, followed by
drying for 20 min at 120 °C.
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Sample application

Bandwise with ATS4, band length 8 mm, track
distance 10 mm, distance from lower plate edge
8 mm, distance from the left and right edges min.
15 mm, application volume 1-20 pL for standard
solutions, overspraying with 10 pL internal standard
solution, and 4 pL for sample extracts.

Chromatography

In the ADC2 with isohexane — methyl ethyl ketone
5:1 up to a migration distance of 68 mm, after tank
saturation for 10 min. Plate activity was controlled
by saturated potassium carbonate solution (45%
relative air humidity) for 4 min.

Documentation

In DigiStore 2 under white light illumination (reflect-
ance and transmission)

Densitometry

Absorption measurement via multi wavelength scan
(390, 415, 500, 525 and 550 nm) and spectra
recording (320-600 nm) with TLC Scanner 3 and
winCATS software.

Mass spectrometry

TLC-MS interface equipped with the oval elution head
(4 x2 mm) coupled to an Agilent 1100 LC/MSD sys-
tem operating in positive ESI mode; zone extraction
by methanol — 0.1% formic acid 95:5 at 0.2 mL/min.
A Chromolith RP 18 column (50 x4.6 mm, Merck)
was connected between TLC-MS interface and MSD.
Exact masses were calculated by MassWorks software
(Cerno Bioscience, Danbury, CT, USA).

Results and Discussion

The eight dyes most frequently found in spices and
vegetable oils during the last few years [1] were
best separated on caffeine impregnated silica gel
plates. During method development, different
chromatographic systems were investigated, nev-
er-theless, chromatography was far superior on
caffeine impregnated phases to the best separation
obtained on normal and reversed phase layers. The
regioisomers Sudan IV and Sudan Red B are hardly
separated, however, this separation generally is
highly challenging, even by LC/MS-MS [2].

Caffeine Si60 Cc18
IS
N PR +1S
|
7B
IV+B 1+ OR
1] f
o L5
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PR H+78
IV+8B
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Separation of 8 azo dyes on caffeine-impregnated HPTLC plates
NANO-SIL-PAH, HPTLC plates silica gel 60, and HPTLC plates
RP 18 following [3]

Instead of time consuming cleanup steps described
in literature, sample extracts were directly applied
onto HPTLC plates and subjected to bleaching by
exposing developed plates to strong UV light (600
W/m?) for max. 5 min, resulting in baselines nearly
free of matrix interferences.

Irradiation
by UV
IS J ) IS
7B —===| — w— - ——— 7B
=
e e

Effect of UV irradiation on the matrix background of the chro-
matogram for a native (C) and spiked (C*, Sudan Red 7B, 500
mg/kg) chili powder extract

After multi wavelength scan at five selected wave-
lengths, a multi-level calibration using the internal
standard mode, mainly for correction of the sample
preparation, was used for quantification. The poly-
nomial and linear regression was used for the high
and low level working range, respectively. Following
this sample preparation method, limits of detection
(LOD) of approximately 10 mg/kg can be achieved,
which is quite sufficient regarding unauthorized
additions to be expected for color improvement of
spices and spice mixtures. LOD can still be lowered
applying samples volumes higher than 4 pL.
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Polynomial and linear calibration over a wide (10 to 200 ng/band)
and narrow, low (4 to 40 ng/band, starting at LOD) calibration
range, respectively, exemplarily shown for Sudan Red 7B

In order to prove the presence of suspected
compounds in a sample, UV/Vis spectra can be
compared to the spectra library elaborated from
three concentration levels of each dye.
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Spectra comparison of Sudan Red 7B in a spiked sample (in red,
500 mg/kg Sudan Red 7B) against the first hit of the spectra
library (correlation: 0.9994).

Additionally, mass spectra can be recorded from
suspected zones by the TLC-MS interface to un-
doubtedly support positive findings. To extend mass
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assignment confidence including empirical molecular
formulae, exact masses can finally be calculated by
MassWorks software, even using a single-quadru-
pole mass spectrometer.
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HPTLCGMS spectrum of the suspected zone with exact mass
calculated by MassWorks software as a second proof of the
presence of Sudan Red 7B

An orthogonal online HPTLC-HPLC-MS coupling
was employed here for the first time. Apart from
separating co-extracted caffeine of the layer impreg-
nation from the azo dye, this simple hyphenation
enabled a second dimension with regard to selec-
tivity (C18 column versus silica gel plate). Hence,
azo dye findings can be confirmed with ease by (1)
UV/Vis spectra, (2) mass spectra and (3) a second
chromatographic system of a different selectivity.
All these confirmations can be obtained on de-
mand from a single HPTLC run with many samples
in parallel.

[1] Rapid Alert System for Food and Feed, http://ec.europa.
eu/food/food/rapidalert/index_en.htm

[2] H. San, F. Wang, L. Ai, J Chromatogr A 1164 (2007) 120

[3] H. Kandler, M. Bleisch, V. Widmer, E. Reich, J Liq Chroma-
togr Rel Technol 32 (2009) 1273

Further information is available from the authors

on request.

Contact: Prof. Dr. W. Schwack, University of Hohenheim, In-
stitute of Food Chemistry, Garbenstrasse 28, 70599 Stuttgart,
Germany, wschwack@uni-hohenheim.de
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