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Experten haben schon lange erkannt,
dass Farben auch für unsere Er-

nährung eine wichtige Rolle spielen. Je

intensiver die Farben von Fruchtjoghurts,
Gummibärchen, Suppen oder Saucen
sind, umso mehr Qualität und Ge-

schmack gestehen Konsumenten den
Lebensmitteln zu. Daher sind Farbstoffe
wesentliche Bestandteile in unseren Le-
bensmitteln. Doch nicht alle Farben sind
ungefährlich und zugelassen. Die Dis-
kussion um unerlaubt zugesetzte Sub-
stanzen wie beispielsweise den Azofarb-
stoffen reisst nicht ab und zeigt, wie
wichtig analytische Kontrollen sind.

Für den Nachweis stehen verschie-
dene Analysemethoden zur Verfügung,
so zum Beispiel die seit 35 Jahren be-
kannte, aber bisher kaum beachtete
Hochleistungs-Dünnschicht-Chromato-
grafie (HPTLC). Im Gegensatz zur Dünn-
schicht-Chromatografie (DC) können,
laut Dr. Gertrud Morlock, Assistenzpro-
fessorin am Institut für Lebensmittel-
chemie an der Universität Hohenheim
in Stuttgart, Deutschland, nicht nur
qualitative, sondern auch quantitative
Analysen mit der HPTLC durchgeführt
werden. Die automatisierten Vorgänge
erleichtern und verkürzen die Untersu-
chungen erheblich und reduzieren auch
den Analyseaufwand zur Absicherung
über die Massenspektrometrie durch

Das Auge isst mit !
Farbstoffanalysen gehören zum Alltag in der Qualitätssicherung.
Mit der Hochleistungs-Dünnschicht-Chromatografie (HPTLC) lässt
sich der Aufwand automatisieren und minimieren.

Dünnschicht-Chromatografie (DC) ist
ein chromatografisches Trennverfah-
ren. Mit dieser Methoden können bei-
spielsweise die Reinheit einer Substanz
nachgewiesen oder deren Identität mit
einer Referenzsubstanz überprüft wer-
den.
Vorteil: Die DC ist ein schnelles, vielsei-
tiges und preiswertes Analyseverfah-
ren, das mit keinem apparativen Auf-
wand verbunden ist.
Nachteil: Quantitative Analysen sind
mit der DC nur schwer durchzuführen.
Reproduzierbarkeit und Peakschärfe
sind in der Regel unbefriedigend.
Hochleistungs-Dünnschicht-Chromato-
grafie (HPTLC = High performance thin-
layer chromatography) ist ein chroma-
tografisches Trennverfahren, das weit-
gehend der Dünnschicht-Chromatogra-
fie entspricht, aber automatisiert und
trennleistungsstärker ist. Dies führt zu
einer günstigeren, zuverlässigen Routi-
neanalytik.
Vorteile gegenüber der DC: Die HPTLC
hat kürzere Analysezeiten (im unteren

Minutenbereich pro Probe) und ver-
braucht weniger Fliessmittel (meist im
200 µL-Bereich pro Probe). Auch die
Nachweisgrenze ist geringer, da die
aufgetragene Substanz besser fokus-
siert ist und folglich durch die verbes-
serte Peakschärfe einfacher zu detek-
tieren ist. Die HPTLC weist auch eine
bessere Trennleistung auf, da die Parti-
kelgrösse und deren Verteilung deutlich
kleiner sind. Die Personalkosten liegen
bei voller Automatisierung der einzel-
nen Schritte im Sekundenbereich pro
Probe.
Nachteile gegenüber der DC: Das Plat-
tenmaterial ist teurer und die Anschaf-
fungskosten sind vergleichbar der
HPLC.
Hochleistungs-Flüssigkeits-Chroma-
tografie (HPLC) ist ebenfalls ein chro-
matografisches Trennverfahren, wo-
bei die stationäre Phase in einer Säule
vorliegt. Die HPLC hat ein zur HPTLC
vergleichbares Einsatzfeld, jedoch
werden die Proben sukzessive analy-
siert.

Vorteil: Die HPLC ist trennleistungsstär-
ker im Vergleich zur HPTLC.
Nachteil: Selektive Derivatisierungen
sind mit Aufwand verbunden und wer-
den vermieden. Dafür können univer-
selle und/oder selektive Detektoren wie
das MS oder der Lichtstreudetektor ein-
gesetzt werden. Dies ist jedoch mit
einem höheren Kostenaufwand verbun-
den. Aufgrund der universellen Detek-
tion sind für die Trennung oftmals eine
höhere Trennkraft und ein höherer Auf-
wand an Probenvorbereitung im Ver-
gleich zur HPTLC erforderlich.
Massenspektrometrie (MS) ist ein Ver-
fahren zum Nachweis und zur Quantifi-
zierung von Substanzen.
Vorteile: Durch die Selektivität der
Masse über Ladung (m/z)-Signale oder
Ionenübergänge kann die Anwesenheit
von Analyten sehr gut bestätigt und
quantifiziert werden.
Nachteile: Anschaffungskosten sind
hoch und liegen je nach Analysator und
dessen Massenauflösung bei 50000 Euro
aufwärts.
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Online-Elution relevanter Banden in ein
Massenspektrometer (<1 Minute pro
Bande).

Mit der HPTLC-Methode können
leicht 20 Proben gleichzeitig analysiert
werden. Dazu legen Analytiker eine pla-
nare stationäre Phase (meist auf einem
Glasträger aufgebracht) in das Auftra-
gegerät, das aus den Probengläschen
(Vials) eine definierte Menge auf die
Glasplatte aufträgt. Die stationäre Phase
mit den 20 Startbanden wird im An-
schluss in das Entwicklungsgerät ge-
hängt. Das in der Entwicklungskammer
enthaltene Lösungsmittelgemisch steigt
an der stationären Phase hoch und
trennt die Startbanden auf. In der Farb-
stoffanalyse lassen sich mit dieser Me-
thode die einzelnen Farbstoffe leicht in
13 Minuten auftrennen und man erhält
das Chromatogramm. Sofort nach der
Entwicklung wird die Platte automa-
tisch im Gerät sehr homogen getrocknet
und kann vom Analytiker in den Scan-
ner gelegt werden. Ein Lichtstrahl
scannt die Banden und schreibt ein
Densitogramm (optische Dichtedarstel-
lung)beziehungsweiseeineAnalogkurve.

Da es sich bei diesem Verfahren um eine
planare Chromatografie handelt, kann
das Chromatogramm auch digital aus-
gewertet werden. Für die Auswertung
werden mit ein paar Mausklicks Bahnen
auf dem digitalen Bild definiert. Das
Farbbild wird automatisch in das Grau-
bild konvertiert, und das Programm ad-

diert die Grauwerte in jeder Bahnzeile.
Dadurch ist über das digitale Bild die
Analogkurve erhältlich. Farbige Banden
entsprechen höheren Grauwerten und
stellen somit einen Peak dar. Die Trenn-
schichten sind bei der HPTLC-Methode
wesentlich homogener und die Geräte
arbeiten präziser, sodass nicht nur

Analytik von Zuckern in Lebensmitteln mittels DC (A) versus HPTLC (B)
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qualitative, sondern vor allem quan-
titative Aussagen getroffen werden kön-
nen. Zur Absicherung müssen nicht
mehr alle Proben massenspektrome-
trisch untersucht werden, sondern nur
noch die nach der Auswertung als rele-
vant identifizierten. «Durch die statinä-
re Speicherung der Trennung und das
gezielte Ausnehmen von Massenspekt-
ren lassen sich nicht nur kostenintensi-
ve MS-Untersuchungen einsparen, son-

dern lässt sich auch der Zeitaufwand
minimieren», so Gertrud Morlock. Die
selektive Derivatisierung mit chemi-
schen Reagenzien oder elektronischen
Filtern zur digitalen Bildauswertung
schafft eine post-chromatografische
Auflösung, indem nur bestimmte Ver-
bindungen detektierbar gemacht wer-
den. Die Trennschichten werden oftmals
nur einmal benutzt, jedoch können Ana-
lytiker sehr gut für viele Proben parallel

online Probenvorbereitung und Chro-
matografie auf der Trennschicht verbin-
den. Obwohl die Methode seit mehr als
30 Jahren bekannt ist, wird erst in letz-
ter Zeit die HPTLC-Methode vermehrt
gesehen, da die laufenden Kosten sehr
niedrig sind. Für die benutzerfreundli-
che Steuerung der voll automatisierten
Untersuchungsschritte ist nur eine Soft-
ware notwendig, wie es zum Beispiel
bei Analysegeräten von CAMAG der Fall
ist. Die Software gibt die Abfolge der
einzelnen Schritte vor und steuert die
automatisierten Geräte beziehungswei-
se kontrolliert wichtige Parameter. Zu
diesen zählen die Aktivität der stationä-
ren Phase oder die jeweilige Laufstre-
cke. Dies erlaubt reproduzierbare Chro-
matogramme und präzise analytische
Aussagen.

Einsatzgebiete. In der Warenein-
gangskontrolle erleichtert das HPTLC-
Verfahren die Qualitätskontrolle der
Rohwaren. Mit dieser Methode können
unerlaubt zugesetzte Farbstoffe zum
Beispiel in Gewürzpulver wie Chili,
Curry oder Paprika identifiziert und
quantifiziert werden. Die Verfälschung
wird schnell entdeckt und hilft, Lebens-
mittelskandale bereits im Vorfeld zu
vermeiden. Zudem kann die Methode
auch für die Produktentwicklung, -si-
cherheit und die Reinigungsvalidierung
eingesetzt werden. So kann beispiels-
weise nach jedem Chargenwechsel der
Reinheitsstatus der Anlagen schnell und
einfach überprüft werden. Das automa-
tisierte HPTLC-Verfahren spart nicht
nur Zeit ein, sondern liefert auch zuver-
lässige und kostengünstige Ergebnisse.
Mittelständische Unternehmen können
die Vorteile der Hochleistungs-Dünn-
schicht-Chromatografie ebenso nutzen
wie grosse Laboratorien. Anschaffungs-
kosten ab 40000 Euro erlauben volle
Schrittautomatisierung der HPTLC, re-
produzierbare Chromatogramme, be-
nutzerfreundliches Arbeiten und eine
kostengünstige, schnelle Routineana-
lytik.

Redaktion l

Weitere Informationen:

Universität Hohenheim,

Institut Lebensmittelchemie

www.ilc.uni-hohenheim.de

Analytik von wasserlöslichen Lebensmittelfarbstoffen mittels DC (A) versus HPTLC (B); zusätzli-
che Absicherung mancher Farbstoffe unter UV 366 nm (C)
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