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Bijlagen: Spectra 

Doel: 

Identificatie van een gele kleurstof in/op ki p . 

Samenvatting: 

Er wordt een verslag gegeven van de isolatie, de zuivering e~ de identificatie 

van een gele kleurstof. 

Conclusie: 

Het vele werk dat aan dit, voor de afde~ing Additieven en Spoorel ementen, 

nieuwe onderzoek voorafging heeft geleid tot een methode voor de bepaling 

van kleurstof in/op kip die ongetwijfeld ook voor andere vleesprodokten i s 

toe te pas sen . 

In dit geval kon de kleurstof,vorden geïdentificeerd alsjS-caroteen. 

Verant\voordelijk: dr H. G. de Ruig h~ 
Hede,verker/samens t eller : J . J . van Oostram uD 
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Inleiding 

Van afdeling Vlees ontvingen 'olij 2 monsters kip: één monster vel en één 

monster vlees in gemalen toestand. 

Bij het monster vel ,.,as duidelijk een gele kleur aan het oppervlak ,.,aar

neembaar. Volgens de afdeling Vlees was het kippevlees dat hierbij behoorde 

niet gekleurd . Het andere monster bestond uit vlees dat een gele kleur ver

toonde. 

Aan de hand van het uiterlijk van de gele kleur en persoonlijke ervaring 

ging de gedachte uit naar een natuurlijke kleurstof. 

Het onderzoek werd dan ook hierop gericht. Er dient opgemerkt te worden 

dat de afdeling Additieven en Spoorelementen tot nu toe geen enkele ervaring 

met kleurstoffen in/op vlees had. 

Onderzoek 

Isolatie 

Het monster vel ,.,erd eerst gemalen met een moulinex omdat de hoeveelheid 

beschikbaar monstermateriaal minimaal was en dus een zo vo lledig mogelijke 

extractie moest plaatsvinden. Het monster vlees ,.,as reeds gemalen . 

De produkten bevatten zeer veel vocht; daarom werden de monsters in een 

mortier aange,.,reven met \-latervr ij natriumsulfaat. 

Bij het verdere onderzoek hebben we ons laten leiden door de volgende over

wegingen: 

Ie het vermoeden bestond dat he t hier om een natuurlijke kleurstof ging . 

2e bij het gebruik van natuurlijke kleurstoffen wordt in praktisch alle 

gevallen gebruik gemaakt van ~f anatto ~f ./.1-caroteen. 

De extractie moest dus in eerste instantie hierop gericht worden . 

Hekend is dat}1-caroteen oplost in petro l eume ther , en anatto in methanol 

(zowel water als vetoplosbaar anatto). De extractie werd daarom uitgevoerd 

met een mengsel ca . I : I petroleumether - methanol in soxhlet extractie

apparatuur. 

Hiermee werd inderdaad een gee l extract verkregen. 

Zuivering 

Het op bovenstaande manier verkregen extract bevatte naast de kleurstof ook 

nog veel vet en eventuele andere extraheerbar~ produkten. 

De geeigende manier om vet hlijt te raken ~s verzepen . 

Dit ,.,erd gedaan volgens het voorschrift G 44 (jJ-caroteen ~n botervet) met 

behulp van KOH en ethanol. De nu verkregen zeepoplossing werd volgens dit

zelfde voorschrift geextraheerd . 
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Het verkregen (gele) etherextract werd gedroogd met watervrij natrium~ulfaat, 

gefiltreerd en ingedampt. 

Wat overbleef was een gele rest die nog steeds vetachtig was . 

Identifièatie 

Dit is in eerste instantie op twee manieren gedaan : 

Dunnelaagchromatografie 

2 Kolomchromatografie 

Dunnelaagchromatografie 

De verkregen indamprest to~erd opgelost in enige ml ethanol en met 

~-caroteen, anatto vetoplosbaar en anatto wateroplosbaar als referentie

stoffen op een dunnelaagplaat gebracht (kiezelgel). 

Als loopvloeistof werd het gebruikelijke mengsel amylacetaat/azijnzuur 

(99 : I) gebruikt. 

2 Kolomchromatografie 

Een gedeelte van de kleurstofoplossing to~erd op een kolom aluminiumoxide 

neutraal act V gebracht en geilueerd me t methanol. 

Anatto wordt bij een dergelijke kolom geabsorbeerd aan de top. 

Na ontto~ikkelen van de DLC plaat kto~am zmo~el de kleur als de Rf-waarde van de 

monsters exact overeen met to~ateroplosbaar anatto. 

In de kolom echter liep de kleurstof door de kolom als;.1-caroteen . 

We hebben hier dus te maken met twee elkaar tegensprekende analyseresultaten. 

Uit deze eegevens kan het volgende geconcludeerd worden. 

Ie De kleurstof is een andere dan de aangenomen kleurstoffen . 

2e De kleurstof is ,/.I-caroteen maar to~ordt op de DLC plaat afgeremd door 

resten ve t e . d. 

Om het probleem op te lossen zijn de volgende experimenten/techniek gedaan. 

Enige proefjes uit oude analysevoorschriften uit de vijftiger en zes tiger 

jaren. 

2 Circulaire papierchromatografie 

3 Electrachemische identificatie 

4 Zichtbaarlichtspectrofotometer: 

In oude analyse voorschriften (o.a. G 9 en G 12) werden enige proefjes 

gevonden om vetoplosbare kleurstoffen snel te identificeren . De proeven 

en de verkregen resultaten zijn de volgende: 
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a Kleurstof+ H
2

so4 _ ~ kleur bruin-groen 

Anatto en,/.1-caroteen geven volgens het voorschrift een blamv-groene 

verkleuring. 

b Etheroplossing van de kleurstof + 0, I N KOH ~ géén kleuring. 

Bij aamvezigheid van anat to zou de \Yaterlaag geel moeten kleuren . 

c Etheroplossing van de kleurstof + 38% HCL ~ géén kleuring, 

Vetoplosbare anilinekleurstoffen zouden de zoutzuurl aag moeten kleuren. 

d Etheroplossing van de kleurstof + HCL + ethanol ~ géén kleuring. 

Synthetische \Yateroplosbare kleurstoffen zouden de \Yaterlaag moeten 

kleuren. 

2 Circulair papierchromatogram. 

Ook dit is een oude methode om natuurlijke kleurstoffen te identificeren. 

De etheroplossing van de monsters is met referentiekleurstoffen op een 

circulair papierchromatogram gebracht. Als loopvloeistof is gebruik ge

maakt van .aceton- water (7 : 3). 

Hiermee kon de kleurstof niet \Vorden geidentificeerd als anatto, echter 

ook niet duidelijk a ls;4-caro t een. 

3 Electrachemische detectie. 

Na enig literatuuronderzoek werd een voorschrift voor de identificatie 

van )7-caroteen gevonden en \ve probeerden dit met standaardoplos s ingen 

van zmvel.;B- caroteen als anatto na te \Verken. Dit had geen direct succes, 

volgens Van der Struij s was het noodzakelijk dat er eerst enig ont\Yikkelings

\Yerk \Yerd uitgevoerd. 

4 Spectrum in het zichtbare gebied. 

Er \Yerden standaardopl ossingen gemaakt van;.1-caroteen, \vateroplosbaar 

anatto en vetopl osbaar anatto in chloroform, ook de resterende kleurstof 

uit de monsters \verd na drogen opgelost in chloroform. 

Van deze vijf oplossingen \Yerd een spectrum opgenomen met de SP 1700 

spectrofotometer . 

De kleurstof bleek overeen te komen met het spectrum vanj1- caroteen . 

De verkregen spectra zijn a l s bijlage bijgevoegd. 
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Conclusie 

De gele kleurstof op en 1n de monsters kip is geidentificeerd als}1-caroteen. 

Uit bovenstaand verslag blijkt dat de extractie van vetoplosbare kleur

stoffen uit vleesprodukten gedaan kan \vorden met methanol-petroleumether . 

De zuivering kan door middel van verzeping en extractie met ether . 

Uit de gevolgde identificatiemethoden blijkt dat deze zuivering niet 

volledig is, aangezien dunnelaag- en papierchromatografie verkeerde respec

tievelijk onduidelijke informatie opleveren. Dit is waarschijnlijk te wijten 

aan vet of vetachtige stoffen die na de zuivering zijn achtergebleven 

(onverzeepbare deel .!}. 

Uit de proefjes uit oude voorschriften zijn wel enige conclusies te halen. 

Verschillende groepen kleurstoffen kunnen hiermee worden uitgeschakeld zodat 

de verdere analyse gerichter kan worden uitgevoerd. 

De electrachemische identificatie zal, indien voldoende tijd en moeite 

geinvesteerd wordt, wel een belangrijk hulpmiddel kunnen worden bij onderzoeken 

als deze. 

De identificatie met behulp van een zichtbaarlichtspectrum is in dit geval 

succesvol geweest, aan de hand van het spectrum kon de kleurstof geidenti

ficeerd \vorden . 

JO/HA 
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