Thema Was Tiere bunt macht -
Farbstoffe in der Nahrung

Ich war mit einer 10. Klasse eines Gymnasiums auf der Suche nach einem Projektthema. Seit
einigen Jahren hatte ich im Chemieunterricht in verschiedenen Altersstufen gelegentlich
Untersuchungen von Farbstoffen durchfgeftihrt, und meistens wurde damit das Interesse der
Schilerinnen geweckt. Unsere Umwelt ist bunt, Farben Uben starke Reize auf uns aus.
Aul¥erdem verfugt die Schule Uber ein leistungsféhiges Photometer, mit dem Spektren im
Wellenlangenbereich zwischen 325 und 900 nm gefahren werden kdnnen. Dadurch sind sehr
attraktive Farbstoffuntersuchnungen mdglich.

Im einfuhrenden Teil des Projektes wurden grundlegende Zusammenhénge im Hinblick auf
die Farbentstehung (z.B. Absorptionsverhalten und Farbe) an leicht zu isolierenden
Lebensmittelfarbstoffen erarbeitet. Dabel konnten auch analytische Verfahren (Extraktion,
Photometrie, DUnnschichtchromatographie) eingelibt werden.

Danach hatten wir uns vorgenommen, neue Themenstellungen zu erforschen. Wir wollten die
roten Farbstoffe in Lachsen und im Gefieder von Vogeln (Flamingos und roten Sichlern)
untersuchen.

Abb. 1: Versuchsobjekte: Flamingo, Roter Schler, Lachs



Tell 1: Dierote Farbe des L achses:

In den Auslagen der Fischgeschéfte fallt das appetitlich rosa geférbte Lachsfleisch sofort ins
Auge.

Abb. 2 Lachsin der Auslage eines Fischgeschaftes

Vor einigen Jahren noch teure Delikatesse, wird Lachs heute immer mehr zur Massenware.
Lachse werden in grof3en Mengen in Meeresfarmen geziichtet. Das Fleisch der Wildlachse ist
rosa. Wildlachse erndhren sich u.a. von Krebstieren. Vor alem das in der Nahrung
vorhandene Astaxanthin, ein Carotinfarbstoff (Abb. 3) wird in das Muskelfleisch der
Wildlachse eingelagert und sorgt fur die rosa Farbung. Soll auch bel Zuchtlachsen, die in
Farmen aufwachsen, die vom Kunden gewlnschte Farbung erreicht werden, missen dem
Futter dieser Tiere Farbstoffe zugesetzt werden, da das verwendete Futter keine Carotinoide
in ausreichender Menge enthdlt. Uns interessierte zundchst, welche Farbstoffe verwendet
werden und ob diese im Fleisch der Lachse nachweisbar sein wirden.

Farbstoffe fur die Pigmentierung des Lachses. Um Informationen Uber die Art der
verwendeten Farbstoffe zu erhalten, wurde zun&chst im Internet recherchiert. Dabel wurde
uns bewusst, dass die Lachszucht zur Zeit wohl ein sehr profitabler und expandierender
Wirtschaftszweig ist. Entsprechend gro3ist der Farbstoffmarkt. Eine Vielzahl von Anbietern
bietet entsprechende Produkte an®. Wir stielRen auch auf eine ganze Reihe wissenschaftlicher
Untersuchungen, die sich mit der Wirksamkeit bestimmter Farbstoffzusammensetzungen, -
konzentrationen, und -diden im Hinblick auf die Pigmentierung des Lachsfleisches
beschéftigten. Als Futterzusatz hat neben Astaxanthin (aus nattrlichen Quellen oder
synthetisch hergestellt) v.a. Canthaxanthin eine grof3e Bedeutung.
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Abb. 3: Srukturformeln der Car otinoide Canthaxanthin und Astaxanthin

I solierung und Unter suchung der Farbstoffe von L achsen.

Probenauswahl: Fir unsere Untersuchungen wahlten wir drel Proben aus: Zuchtlachs der
Sorte "La belle Rouge", geraucherten Zuchtlachs und Wildlachs.

Abb. 4: Wildlachs, Raucherlachs, Zuchtlachs



Versuchsdurchfiihrung: Einige Gramm Lachsfleisch wurden mit etwas Seesand und einigen
Millilitern Aceton in einem MOrser zu einem Brei verrieben.

Abb 5: "Lachsbre" (v.l.n.r: Raucherlachs, Zuchtlachs, Wildlachs)

Anschliefiend wurde filtriert. Von den erhaltenen Filtraten wurden Absorptionsspektren
angefertigt. Die Filtrate wurden dann mit etwas Hexan Uberschichtet. Einige Tropfen Wasser
wurden zugesetzt. Anschlief3end wurden die Farbstoffe durch Schiitteln in die Hexanphasen
Uberfuhrt.

Abb. 6: Filtrate des Lachsbreis (von links Abb 7: Extraktion der Farbstoffein die
nach rechts: Raucherlachs, Hexanphase
Zuchtlachs, Wildlachs

Die Hexanphasen wurde abgetrennt. Auch von den Hexanphasen wurden Spektren
aufgezeichnet. Die Hexanphasen wurden eingeengt und die konzentrierten FarbstofflGsungen
fur die chromatographische Trennung der Farbstoffe eingesetzt. Unterschiedliche
Laufmittelgemische wurden erprobt. Die besten Ergebnisse wurden mit einem Gemisch aus
10 Teilen Petrolether (60/70) und einem Teil 2-Propanol erzielt. Fur die chromatographische
Trennung wurden Kieselgelfolien Polygram Sil G/UV 254 eingesetzt.
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Abb. 8: Chromatogramme der Lachsfarbstoffe
v.l.n.r. Wildlachs, Zuchtlachs, Raucherlachs

Nach chromatographischer Auftrennung der Farbstoffe wurden die Banden ausgeschnitten,
die Streifen zerkleinert und in Reagenzgléser Uberfuhrt. Die Farbstoffe konnten mit wenig
Aceton erneut von dem Kieselgel geldst werden. Die Acetonldsungen der gereinigten
Farbstofffraktionen wurden filtriert und ebenfalls spektroskopisch untersucht.
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Abb. 9: Spektren der isolierten
Farbstoffe von Lachsen in
Aceton. Absor ptionsmaxima
sind jeweils angegeben.



Ergebnis: Der von uns untersuchte Zuchtlachs enthielt neben dem hauptséchlich vorhandenen
Carotinoid Astaxanthin in deutlich nachweisbaren Mengen Canthaxanthin und einen weiteren
gelben Farbstoff, vermutlich ein weiteres Carotinoid, das von uns aber nicht identifiziert
werden konnte. Der von uns untersuchte Wildlachs enthielt in von uns nachweisbaren
Mengen ausschliefdlich Astaxanthin.

Quantitative Aspekte: In unserem Projekt haben wir das Vorhandensein von Canthaxanthin
neben Astaxanthin in Zuchlachsen qualitativ nachgewiesen. Bel unseren Literaturrecherchen
stiefRen wir auf eine aktuelle Untersuchung, in der Carotinoidkonzentrationen in Lachsproben
guantitativ erfasst wurden [3]. Hier ergaben sich Werte zwischen 300 und 500 11g/100g fir
Astaxanthin und 0 - 170 pg/100 g fur Canthaxanthin im Fleisch von Zuchtlachsen. Die
Differenzen beruhen u.a. darauf, dass unterschiedliche Supplementierungen in der Mast
verwendet werden. Die von uns untersuchten Proben der Zuchtlachse (Handelsname einer
Sorte:  "La belle Rouge') enthielten auf alle Féale deutlich nachweisbare
Canthaxanthinmengen.

Baewertung des Canthaxanthingehaltes: Mit welchem Zweck werden Farbstoffp for die
Farbung von Lebensmitteln verwendet ? Die RICHTLINIE 94/36/EG DES EUROPAISCHEN
PARLAMENTS UND DESRATES vom 30.Juni 1994 fihrt dazu aus:

Farbstoffe werden verwendet, um das urspringliche Erscheinungsbild von Lebensmitteln
wieder herzustellen, deren Farbe durch Verarbeitung, Lagerung, Verpackung und Vertrieb mit
nachteiligen Folgen fur die optische Akzeptanz beeintrachtigt worden ist.
Farbstoffe werden dazu verwendet, Lebensmittel optisch ansprechender zu machen, einen
normalerweise mit einem bestimmten Lebensmittel verbundenen Geschmack leichter
erkennbar zu machen und normal erwei se farblose Lebensmittel zu farben.

Im Falle der Lachse dienen die Farbstoffe dazu, die Akzeptanz des Produktes beim
Verbraucher zu erhthen. Der Farbstoff Canthaxanthin darf als Lebensmittelfarbstoff nur sehr
eingeschrankt verwendet werden, und zwar ausschliefdlich fir "Saucisses de Strasbourg".
Diese Einschrankung hat Grinde. Friher war Canthaxanthin in Selbstbréunungspillen
enthalten. Nachdem festgestellt worden war, dass Canthaxantin sich in der Retina des Auges
ablagern konnte, wurde die Verwendung fir Selbstbraunungspillen verboten und der Einsatz
als Lebensmittel zusatzstoff stark eingeschréankt.

Ist Canthaxanthin _in L achsfleisch bedenklich ? Diese Frage ist fur uns schwer zu
beantworten - schadliche Wirkungen sind auch immer eine Frage der Dosis. Immerhin gilt fir
"Saucisses de Strasbourg" ein Grenzwert von 15 mg/kg. Lachse enthalten wahrscheinlich
nicht mehr Canthaxanthin als 2 mg / kg - werden aber vermutlich haufiger verzehrt. Dennoch
ist die von uns vermutete Mdglichkeit von Gesundheitsschadigungen durch Canthaxanthin in
Lachsen offenbar nicht ganz abwegig, beschéftigt sich doch eine ganz aktuelle
wissenschaftliche Studie mit der "Absorption und dem Transport von Astaxanthin und
Canthaxanthin beim Menschen nach einer Lachsmahlzeit" [4]. Diese Untersuchung kommt zu
dem Ergebnis, dass im Gegensatz zu anderen Carotinoiden die Canthaxanthinkonzentration
im Korper langfristig erhoht bleibt. Herr Prof. Kabuf3 meint zu diesem Problem, dass
mogliche Gefahrdungen durch Canthaxanthin weit Ubertrieben wirden und an die tbliche
Panikmache grenzten. Die erwdhnte Ablagerung in der Retina erfolgte bei Verwendung von
Selbstbraunungspillen nur dann, wenn das Mehrfache der vorgeschriebenen Dosis langfristig
angewendet  wurde.  Schatzungsweise  betrug der  Canthaxanthingehalt — der
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Selbstbréaunungspillen zwischen 20 und 30 mg und damit etwa der vierfachen Menge des in
einem Kilogramm Lachsfleisch maximal vorkommenden Canthaxanthingehaltes.

Fazit: Es reicht nicht aus, strenge Mal3stébe an die zur direkten Farbung von Lebensmitteln
eingesetzten Farbstoffe anzulegen. Auch die Farbstoffe, die z.B. wéhrend der Mast von Tieren
verfittert werden und im Produkt enthalten sind, missen kritisch bewertet werden. Diesen
Farbstoffen ist der Verbraucher uninformiert ausgeliefert, da sie nicht deklariert werden
mussen. Moglich, dass wissenschaftliche Erkenntnisse in Zukunft einen Verzicht auf
Farbstoffe wie Canthaxanthin erforderlich machen.

Die Richtlinie 94/36 EG des Européischen Parlaments und des Rates Uber "Farbstoffe, die in
L ebensmitteln verwendet werden durfen” vom 30.06.1994 erlaubt das Carotin Lutein E 161,
das natlrlicherweise im Eidotter vorkommt, fur Ra&ucherfisch bis zu 100 mg/kg.
Moglicherweise handelt es sich bei dem von uns noch nicht identifizierten Farbstoff um
Lutein.



Tell 2: Dierote Farbe der Flamingos
und der Roten Sichler

Nachdem wir uns erfolgreich mit den Farbstoffen in der Lachszucht beschéftigt hatten,
erinnerten wir uns an Informationen, dass auch die rosa Farbung von Flamingos auf der
Einlagerung von Carotinoiden in das Federkleid beruht, die ebenfalls mit der natirlichen
Nahrung der Tiere aufgenommen werden. In Zoos gehaltenen Flamingos verlieren ihre
Farbung, wenn ihrem Futter nicht zusétzlich Carotinoide beigemischt werden. Dabel ist es
nicht nur der schone Anblick des gefarbten Federkleides, der die Erganzung des Futters
notwendig macht. Bel der Paarung der Flamingos spielt die Farbung des Gefieders eine
wichtige Rolle [ 5]. Wir hatten gelesen, dass als farbende Bestandteile Paprikaextrakt oder
aber synthetisch hergestellte Carotinoide wie das uns mittlerweile bekannte Canthaxanthin
verwendet werden.

M aterialbeschaffung: Wir wendeten uns an Zoologische Géarten in unserer Umgebung, um
an Flamingofedern und an Futterproben heranzukommen. Die Jahreszeit (Winter) war
ungunstig, da keine Mauser anstand. Dennoch bekamen wir von den Zoos in Osnabrtick und
Hannover einige Federn von Flamingos, von Roten Sichlern, Futterproben und
Literaturhinwel se zugesandt.

Isolierung der Farbstoffe: Wahrend die Farbstoffe aus Lachsfleisch sehr einfach zu
extrahieren waren, erwarteten wir fur die Vogelfedern Schwierigkeiten, da die Farbstoffe
relativ fest an Keratin gebunden sind. In der Literatur wurde von diesen Schwierigkeiten
berichtet [6]. Wir versuchten das dort empfohlenen Verfahren. Die Federn wurden zerkleinert
und einige Stunden in frisch destilliertem Pyridin unter Rickfluss gekocht. Dabei entféarbten
sich die Federn vollstandig und wir erhielten nach Filtration eine intensiv orange geférbte
Pyridinl6sug, die photometrisch untersucht werden konnte. Diese Losung wurde mit Hexan
Uberschichtet. Durch Schitteln sollten die Farbstoffe in die Hexanphase Uberfuhrt werden.
Dies gelang erst nach Zugabe von einigen Millilitern Wasser, dann aber nahezu vollstandig.
Die Hexanpase wurde abgetrennt, filtriert, photometrisch untersucht und fir die
chromatographische Untersuchung eingeengt.

Sichler Gefiederextrakt Flamingo Gefiederextrakt
in Hexan in Hexan
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Abb. 10: Spektren der Gefiederextrakte nach Extraktion mit Hexan
Chromatographische Trennung der Farbstoffe: Die Farbstoffe wurden chromatographisch
getrennt. Dabei wurden die gleichen Bedingungen gewahlt wie bei der Trennung der
Lachsfarbstoffe. Beim Sichler und beim Flamingo wurden je drei Banden erhalten: beim
Roten Sichler eine obere gelb geférbte Bande, eine kraftige mittlere orange geférbte Bande
und eine untere ebenfals orange geférbte untere Bande. Besonders aus den intensiver
gefarbten Banden des Extraktes des Roten Sichlers lief3en sich leicht in der Gblichen Weise
die Farbstoffe mit Aceton extrahieren und weiter untersuchen. Die Untersuchung der
Flamingofarbstoffe ergab ebenfalls drei Banden, von denen zwei weiter untersucht werden
konnten. Die intensive obere Bande des Flamingo-Chromatogramms entsprach in Bezug auf
den Rf-Wert und die Farbe der mittleren Bande des Sichler-Chromatogramms. Die anderen
Banden dieses Chromatogramms waren (wegen der geringen Probenmenge) nur schwach

ausgepragt.

Photometrische Untersuchung der Farbstoffe: Von allen erhaltenen Farbstoffldsungen in
Aceton wurden Spektren angefertigt. Wir gehen davon aus, dass es sich bel dem Farbstoff mit
dem Absoptionsmaximum bei 463 nm um Canthaxanthin handelt. Die Absorption entspricht
etwa der, die bereits beim Lachs-Canthaxanthin gefunden worden war. Dieser Farbstoff
verursachte jewells die intensivste Bande. In der Literatur sind Untersuchnungen
verdffentlicht, die ebenfalls Canthaxanthin als dominierendes Pigment im Gefieder von
Flamingos nachweisen’. Die anderen Pigmente konnten von uns noch nicht identifiziert
werden. Um Astaxanthin handelt es sich dabel aber offenbar nicht.
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Abb. 11: Spektren der Isolierten Farbstoffe des Roten Schlers und Flamingos in Aceton
angegeben sind jewells die Absor ptionsmaxima
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Farbstoffe im _Futter: Die aus Hannover und Osnabriick erhaltenen Futterproben wurden
ebenfalls untersucht. Fur das Flamingofutter (fUr die Flamingozucht) lag eine Information bei,
aus der hervorging, dass darin 16 ppm Canthaxanthin enthalten sind. Auch die Vormischung
fur den Roten Sichler enthdt laut Beschreibung Canthaxanthin. Beide Futterproben wurden
mit etwas Hexan geschiittelt. Nach einiger Zeit erhielten wir leicht rotlich-gelbe Ldsungen,
die nach Filtration photometrisch untersucht werden konnten.

1 15
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Abb. 12: Extrakte des Futtersin Hexan

Im Flamingofutter ist Canthaxanthin laut Beipackzettel vorhanden, photometrisch so einfach
alerdings nicht nachzuweisen. Offenbar wird dieses Futter auf pflanzlicher Basis hergestellt.
Die gefundene Absorption deutet darauf hin, dass dieser Farbstoff durch die in grofderer
Menge vorhandenen Chlorophylle (Absorptionsmaxima bei 411 und 663 nm) Uberdeckt wird.
In der Futterbeimischung fur den Roten Sichler ist Canthaxanthin jedoch recht eindeutig zu
identifizieren. Die Absorption in Hexan ist im Vergleich zum Aceton geringfligig zu kleineren
Wellenlangen hin verschoben.

Literaturvergleich: Vor allem eine der uns zuganglichen Literaturstellen beschéftigt sich
ausfiihrlich mit der Frage der Gefiederpigmente von Flamingos °. Bei der Untersuchung von
6 Flamingoarten wurde jewells Canthaxanthin als dominierendes Gefiederpigment neben
Astaxanthin und wenigen anderen Carotinoiden gefunden. Insofern ist unsere Vermutung,
dass die ausgeprégteste Bande bel den Chromatogrammen der Gefiederpigmente durch
Canthaxanthin verursacht wird, durchaus plausibel.

Bewertung: Eine Bewertung der Carotinoidzusdtze im Futter der Voge muss
selbstverstandlich unter vollig anderen Gesichtspunkten erfolgen als im Falle der Lachse.
Canthaxanthin kommt natirlicherweise im Gefieder von Flamingos und Roten Sichlern in
hoheren Konzentrationen vor und ist insofern sicher vollig unbedenklich. Die dadurch
verursachte rote Farbung des Gefieders ermoglicht erst die Zucht. Beimischungen von
Carotinoiden wie Canthaxanthin im Futter dienen in diesen Fallen somit der artgerechten
Haltung der Tiere.
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Bewertung des Projektes:

Das hier durchgefuhrte Projekt hat sich m.E. bewéhrt. Die Thematik hat bel einigen
Schiulerinnen dazu gefihrt, Interesse an alltagsrelevanten Fragestellungen wie der der
Nahrungsqualitdt (hier v.a. Farbstoffe in der Nahrung) zu wecken. Aktuelle
Veroffentlichungen zeigen, dass wir auf ein z.Zt. nicht unbedeutendes Thema gestof3en sind.
Dartberhinaus gibt es sehr viele Anknlpfungspunke im Sinne einer fachertbergreifenden
Ausweitung des Themas. Massentierhaltung in der Lachszucht und Umweltbelastung,
Lebensmittelqualitdt und Farbe, Verbraucherverhaten, Synthese und Verfligbarkeit von
Farbstoffen, Wirtschaftlichkeit moderner Produktionsmethoden in der Fischzucht, Geschichte
der  Lebensmittelfarbstoffe,  Stoffwechsel der  Carotinoide,  Zulassung  von
Lebensmittelfarbstoffen und europdisches Recht, analytische Methoden u.sw. Fur die
Schulchemie im engeren Sinne von besonderem Interesse ist die mit den Untersuchungen
verbundene Analytik. Fur nachfolgend geplante Untersuchungen sind detailliertere
chromatographische Analysen - besonders im Hinblick auf mdgliche Vergleiche der bei den
V 6geln und den Lachsen erhaltenen Chromatogramme - geplant.

Recherchen im Internet ergeben sehr schnell sehr viele Fundstellen auf den Seiten
wissenschaftlicher Institute, von Herstellerfirmen, von Lebensmittelverbanden und von
Umweltgruppen. Wir haben dabei nach Suchbegriffen wie Astaxanthin, Canthaxanthin,
Carotinoide, Lachszucht u.& gesucht. Das Auffinden von Literatur in Bibliotheken ist zu
dieser Thematik ungleich schwieriger. Insofern wird die Bedeutung des Internets as eine
wichtige Informationsquelle deutlich.

Die nur auf den ersten Blick fur eine 10. Klasse aufwendige Anaytik wird von den
Schilerinnen schnell beherrscht und verstanden. Es ist vielfach motivierend, sich an
neuartigen Fragestellungen zu versuchen, auch wenn Fehlschldge einkalkuliert werden
mussen und einige Untersuchungen durchaus langwierig sind. Nach Beendigung des
Projektes wéren dafir aber selbstandige Untersuchungen (BlUtenfarbstoffe, Farbstoffe in
L ebensmitteln, Farbstoffe in Filzstiften u.s.w.) mdglich.
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