Forlgb: Smagen af frugt og grent: Kemimateriale modul 2-8
Aktivitet: Analyse af farvestoffer i fedevarer

Fag: Kemi E * SMAG for LIVET

Klassetrin: . g 2. g 3. g
Side: 1716

Analyse af farvestoffer | fadevarer

Lone Berg
Thomas Brahe

KEM:HDDHLEK

Der arbejdes med elevernes forstaelse af, hvordan man kan analysere, hvilken farve der er i stoffet. | denne
forbindelse skal de bl.a. selv lave en gvelsesvejledning.

Aktivitet med dialogoplaeg og billeder

Leerergennemgang af analyse af koncentration af farvestof og type farvestof (15 min.).

Faglige begreber: Lys, absorbans, absorbansspektrum, Lambert-Beers lov.

2 Gruppearbejde starter.

A. Opsamling pa arbejdsspergsmal til artiklen "Naturlige farvestoffer i fadevarer” (10 min.)

RDEA
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Vi stgtter gode liv



Fag: Kern 7‘3«‘)7#‘ SMAG forLIVET

Klassetrin: 1.g 2.g 3. g
Side: 2/16

Download artiklen her.

Noter:

|. Hvad er farven pa frugt og grentsager atheengig af?
2. Hvad er fordelen ved at bruge HPLC til at bestemme mangden af anthocyanin i en

fedevare fremfor feks. at bruge et spektrofotometer?
3. Hvorfor kan det veaere sveert at forudse farven af en fadevare, hvis den tilsettes

anthocyaniner?

3 Gruppearbejde fortsatter.

B. Besvarelse af eksamensopgave om "Chlorofyl i spinat” (30 min.).

N8RDEA
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http://www.smagforlivet.dk/sites/default/files/kopiark/Naturlige%20farvestoffer%20i%20f%C3%B8devarer.pdf

Forlgb: Smagen af frugt og grent: Kemimateriale modul 2-8
Aktivitet: Analyse af farvestoffer i fedevarer

S5 SMAGTrLIVET

Klassetrin: 1.g,2.g 3. g

Side: 3/16
Forleb: Smagen af frugt og grent: Smagsbegrebet undersegt og overvejet o
|.'“'5-Jdu' 5 {.'- v-_‘."-u_l_lA=mf;_vse af farvestoffer | fadevarer A'
Fortati Lone Berg E{D * SMAGforLIVET
Dvelse:
Chlorofyl i spinat
CH, o
¥ N\
Download gvelsesarket her.
Download ark med besvarelser her.
A Gruppearbejde afsluttes.
C. Udarbejdelse af gvelsesvejledning til bestemmelse af chlorofylindholdet i spinat (30 min.).
5 Opsamling pa klassen (5 min.).

Forberedelser

For eleverne geelder:

e Las artiklen "Naturlige farvestoffer i fadevarer”.
e Lxss. 183-188 i Basiskemi B
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http://www.smagforlivet.dk/sites/default/files/kopiark/Kopiark%20-%20%C3%98velse%20-%20Modul%205%20Kemi%20-%20Smagen%20af%20frugt%20og%20gr%C3%B8nt.pdf
http://www.smagforlivet.dk/sites/default/files/kopiark/Chlorophyl%20i%20spinat%20besvarelse.pdf

Forlgb: Smagen af frugt og grent: Kemimateriale modul 2-8
Aktivitet: Analyse af farvestoffer i fedevarer

S SMAGRrLIVET

Klassetrin: 1.g,2.g 3. g
Side: 4/16

Kopiark

Kopiark:

Naturlige farvestoffer i fadevarer.pdf

Kopiark - @velse - Modul 5 Kemi - Smagen af frugt og gregnt.pdf
Chlorophyl i spinat besvarelse.pdf
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https://smagforlivet.dk/sites/default/files/kopiark/Naturlige%20farvestoffer%20i%20f%C3%B8devarer.pdf
https://smagforlivet.dk/sites/default/files/kopiark/Kopiark%20-%20%C3%98velse%20-%20Modul%205%20Kemi%20-%20Smagen%20af%20frugt%20og%20gr%C3%B8nt.pdf
https://smagforlivet.dk/sites/default/files/kopiark/Chlorophyl%20i%20spinat%20besvarelse.pdf
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Forsidefigur: 3-D struktur af anthocyanin

Der er farvestoffer i alle spiselige
planter og de har stor indflydelse
pa vores oplevelse af maden.
Anthocyaniner herer til blandt
en gruppe af farvestoffer kaldet
flavonoiderne og kendes som de
rode og bla farver i frugt og gren-
sager. Vi bruger bl.a farven som
mal for kvaliteten af en vare og
det er pa mange mader antho-
cyaniner, som er den egentlige
inspirationskilde til den kunstige
farvetilsaetning i madvarer.
Anthocyaniner er antioxidan-
ter og anses af nogle for at have
potentielle positive helseeffekter.
Hver dag indtager vi et stort ud-
valg af disse gennem mad og
drikke, men de kemiske forbin-
delser bag den farve vi ser og ind-
tager er ukendte for de fleste.

Naturlige farvestoffer

Der findes 4 grupper af natur-
lige farvestoffer i frugt og grent:
Anthocyaniner (rode/bld), se figur
1, og andre flavonoider (gule/
farvelose), karotenoider (gule/
orange/rade), betalainer (rode/
gule) og klorofyl (grenne).
Anthocyaniner er den mest ud-
bredte gruppe af rede, bla og vio-
lette pigmenter. For eksempel er
mange beer, eebler, redkal, rodlog,
frugtsaft og redvin farvet, fordi de
indeholder anthocyaniner, se foto
1. Det er seerlige karotenoider,
som giver anledning til rod-
farvning i tomater og paprika,
men langt mere udbredt er de
orangegule karotenoider, som
eksempelvis er tilstede i gulerad-
der og kartofler. Betalainer er en
anden type naturlige rode farve-
stoffer. De findes i redbeder, rod
spinat og kaktusfrugt, se figur 2.

Struktur og maling

Anthocyaniner er komplicerede
polyfenoler og bestar hovedsage-
ligt af 3 enheder:

1. aglykon (anthocyanidin),

2. sukker(e)

3. og ofte syrer, se figur 1.

Farven pa frugt og gronsager
afheenger af pH og koncentratio-
nen og samspillet mellem antho-
cyaniner og andre forbindelser
(co-pigmenter), som forekommer
i plantecellerne. Variation af pH og
iindhold af co-pigment betyder,
at maling af farven i sig selv ofte
ikke er velegnet til bestemmelse
af maengden af anthocyanin i en
fodevare. Man ber derfor i stedet
benytte nyere metoder sasom
hejtryksveeskekromatografi (HPLC).

Ved HPLC fremkommer
anthocyaninerne som separate

Foto 1. Frugt og gront med indhold af anthocyanin

toppe pa et kromatogram. Hvert
farvestof vises som en top med
en bestemt placering og farve, og
storrelsen af toppen viser, hvor
meget der er af stoffet, se figur 3.

Indhold af anthocyanin
i frugt og grgnsager

Der findes fa undersogelser som
omhandler, hvor store meengder
anthocyaniner og andre flavono-
ider vi spiser og resultaterne stem-
mer darligt overens specielt fra
eldre undersogelser fra for det
blev almindeligt at benytte HPLC.
Selvom der findes meengder af
data, der viser indholdet af antho-
cyanin i de enkelte fodevarer, er
disse bestemmelser usikre og i
nogen tilfeelde modstridende.
Solbeer, blabaer, jordbaer, brombeer,
hyldebeer og surkirsebeer regnes
for at veere gode anthocyanin-
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Figur 1. Et almindeligt forekommende
anthocyanin i frugt og beer er cyanidin
3-rutinosid

Figur 2. beta-karoten fra gulerod (1),
betanin fra redbede (2)

Figur 3. Udsnit af HPLC kromatogram,
der viser fordelingen af anthocyaniner i
surkirsebeer

Figur 3
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kilder sammen med grensager
som redkal og redleg. Frugtsaft
og radvin kan indeholde hgje
koncentrationer af anthocyaniner
og andre flavonoider.

Anthocyaniner og sundhed

Det har laenge veeret kendt, at be-
stemte befolkninger har mindre
forekomst af hjerte- og kar-syg-
domme, end man ville forvente
ud fra fedtindholdet i kosten (det
franske paradoks). Nogle forskere
mener, at dette skyldes en anti-
oxidativ effekt af indholdet af
anthocyaniner og andre fenoliske
forbindelser i rodvin. Dog har
mange forseg pa at bekreefte den-
ne antagelse endnu ikke pavist, at
anthocyaniner pavirker sundhed
eller overhovedet bliver optaget i
kroppen i noget vaesentligt om-
fang. Men der er enighed om, at
frugt og gronsager generelt gavner
sundheden, sa nar anthocyaniner
med tiltreekkende farver far os til
at spise mere af de sunde fodeva-
rer, bidrager de i hvert fald til en
sundere kost.

Udseendet
er vigtigt for a&blevalget

Nar forbrugeren skal veelge en
ablesort spiller farven en stor
rolle. Farven forbindes med spise-

kvaliteten, séledes at en given
farve medferer en speciel forvent-
ning til smag, spredhed og saftig-
hed. Vi har vist, at mange danske
bern fortreekker aebler med en klar
farve enten rade eller gronne. Der-
imod fandt kun en mindre gruppe
baern, at merkerade/vinrgde abler
var attraktive og ligeledes havde
gule, ikke skinnende aebler mindre
appeal til born.

Anthocyaniner som
farvetilsaetning i madvarer

Hovedformalet med tilseetning af
farvestoffer til fodevarer er at gore
produktet mere attraktivt. Synteti-
ske farvestoffer er billige at produ-
cere i store meengder og ofte mere
stabile end de fleste naturlige far-
vestoffer. Specielt for anthocyani-
ner kan det veere sveert at forud-
sige farven ved tilseetning til en
fodevare, pga. pH-athaengighed
og co-pigmentering. De seneste
ar er interessen for at erstatte de
kunstige produkter med naturlige
farvestoffer vokset, da der er sti-
gende gnske blandt forbrugere
for at undga brugen af syntetiske
farvestoffer. Der findes markeds-
forte anthocyaninholdige ekstrak-
ter af f.eks. drueskaller, hyldebeer,
bla/sorte gulergdder, rodkal og ra-
diser. Anthocyaniner i fodevarer
har E-veerdi 163.

Konklusion

e Anthocyaniner er de mest ud-
bredte rode og bla farvestoffer
i naturen. De kan males ved
hejtryksveeskekromatografi
(HPLO).

¢ Anthocyaniner findes i gron-
sager, frugt og beer.

e Der findes ikke mange sikre
data omkring vores daglige
indtag af anthocyaniner.

e Kvantitative bestemmelser viser

stor variation af anthocyanin-
indhold inden for frugt og gront.

e Som farvetilseetning i madvarer
har anthocyaniner E-nummer
163.




Forlgb: Smagen af frugt og grent: Smagsbegrebet undersggt og overvejet
Modul 5 (kemi): Analyse af farvestoffer i fadevarer

Forfatter: Lone Berg E;l)i SMAG fOP “VET

Side: 1/3

0

Dvelse:
Chlorofyl I spinat

Spinats grenne farve skyldes
chlorophyl, som findes i flere
varianter, bl.a. chlorophyl a og
chlorophyl b. Chlorophyl spiller en
afggrende rolle i fotosyntesen, hvor
chlorophyl a og chlorophyl b
absorberer ved lidt forskellige belge-
lzzngder og har forskellige roller i
omdannelsen af carbondioxid og
vand til glucose og dioxygen.

Nedenfor ses strukturen af chlorophyl b.

chlorofyl b

M = 907,47g/mol

Chlorophyl a adskiller sig kun ganske lidt fra chlorophyl b. Den molare masse for chlorophyl a
er 893,49 g/mol.

a) Marker alle de oxygenholdige funktionelle grupper i chlorophyl b. Angiv, hvilke
stofklasser de tilhgrer. Benyt bilag 3.

| et laboratorium skal indholdet af chlorophyl a og chlorophyl b bestemmes ved
spektrofotometri.

Forst fremstilles en raekke standardoplasninger af chlorophyl b oplest i acetone. Absorbansen af
standardopl@sningeme males i et spektrofotometer ved bglgeleengden 645 nm. Kuvettebredden
er 1,00 cm.
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Forlgb: Smagen af frugt og grant: Smagsbegrebet undersggt og overvejet

Modul 5 (kemi): Analyse af farvestoffer i fadevarer )I<’9—\A,\
Forfatter: L B
See2s £10% SMAGTorLIVET

Standardoplasningernes koncentrationer og de malte absorbanser ses i tabel 1.

Tabel 1:
c(chlorophyl b)/ um | 5 10 15 20 25
Absorbans 0,208 | 0,416 0,621 0,828 1,035

b) Vis, at den molare absorptionskoefficient for chlorophyl b ved 645 nm er 4,13-104 M-
cm.

Absorptionsspektrene for chloro- phyl a og chlorophyl
b overlapper hinanden, som det fremgar af fi- guren.

Derfor bestemmes de molare absorptionskoefficienter
for chlorophyl a ved 645 nm og ved 663 nm og for
chlorophyl b ved 663 nm pa samme made, som
beskrevet ovenfor.

Resultaterne er vist i tabel 2.

Tabel 2:
A/nm g(chlorophyl a)/( M- cm) g(chlorophyl b)/( M1- cm1)
645 1,50 -10* 413 104
663 7,33 104 841103

2,00 g frisk spinat ekstraheres med acetone, og ekstraktet overferes til en 100 mL malekolbe,
hvorefter der fyldes op til stregen med acetone. Ekstraktet indeholder en blanding af chlorophy!
a og chlorophyl! b.

Absorbansen af spinatekstraktet males ved de to bglgeleengder, og resultaterne er vist i tabel 3.
Absorbansen fra chlorophyl i spinatekstraktet er summen af absorbanseme fra chlorophyl a og

chlorophyl b.
Tabel 3:
A/lnm A
645 0,469
663 0,998

c) Marker alle de oxygenholdige funktionelle grupper i chlorophyl b. Angiv, hvilke
stofklasser de tilhgrer. Benyt bilag 3.
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Bilag 3
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chlorofyl b

N8RDEA
FONDEN

Vi stgtter gode liv



OPGAVE 4 Chlorofyl i spinat

Nedenfor ses strukturen af chlorophyvl b.

chlorophyl b ester

M = 907,47 g/mol

Chlorophyl a adskiller sig kun ganske lidt fra chlorophyl b. Den molare mas-
se for chlorophyl a er 893,49 gimol.

a) Marker alle de oxyvgenholdige funktionelle grupper i chlorophyl b.
Angiv, hvilke stofklasser de tilherer.
Benyt bilag 3.
Er gjort pa molekylet ovenfor.

[ et laboratorium skal indholdet af chlorophyl a og chlorophyl b bestemmes
ved spektrofotometri.

Forst fremstilles en raekke standardoplesninger af chlorophyl b oplest 1 ace-
tone. Absorbansen af standardoplesningerne males 1 et spektrofotometer ved
bolgelengden 645 nm. Kuvettebredden er 1,00 cm.

Standardoplesningernes koncentrationer og de malte absorbanser ses 1
tabel 1.



Tabel 1
c{chlorophyl b)/ um 5 10 15 20 25
Absorbans 0,208 0,416 0,621 0,828 1,035

b) Wis, at den molare absorptionskoefficient for chlorophyvl b ved
645 nmer 4,13- 104 M1 cm L,
Ifolge Lambert-Beers lov gelder
A= g [S]-1, hvor [ er kuvettebredden, [S] er den aktuelle stofmangdekoncentration og A er
absorbansen.
Der er ligefrem proportionalitet mellem koncentrationen af stoffet og absorbansen. Idet kuvettebredden
er 1,00cm svarer den molare absorptionskoefficient €, til haeldningskoefficientens talvaerdi, der fas ved

proportionel regression pa dataene.
with(Gym) :

L1:=1[5107%10-10"%15-107%20-107% 25-107°] :
L2 = [0.208, 0.416, 0.621, 0.828, 1.035] :
LinReg(L1, L2)



Linear regression
y =41320. x + 0.0018000.

2
Forklaringsgrad R = 0.999996251498230

0.000010 0.000020
X

og dermed er den molare absorptionskoefficient lig 4,132 - 10*mem™!



Absorptionsspektrene for chloro-
phyl a og chlorophyl b overlapper
hinanden, som det fremgar af fi-
guren.

Derfor bestemmes de molare ab-
sorptionskoefficienter for chloro-
phyl a ved 645 nm og ved 663 nm
og for chlorophyl b ved 663 nm pa
samme made, som beskrevet oven-
for.

Resultaterne er vizst 1 tabel 2.

400 SO0 GO0 700
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Tabel 2
A/nm e(chlorophyl a)/(M!-ecm-1) e(chlorophyl b)/(M-! - cm-1)
645 1,50 - 104 4,13 - 10¢
663 7.33 10 8,41-10%

2,00 g frisk spinat ekstraheres med acetone, og ekstraktet overfares til en
100 mL malekolbe, hvorefter der fyldes op til stregen med acetone. Ekstrak-
tet indeholder en blanding af chlorophyl a og chlorophyvl b.

Absorbansen af spinatekstraktet males ved de to belgelsengder, og resulta-
terne er vist i tabel 3. Absorbansen fra chlorophyl 1 spinatekstraktet er sum-
men af absorbanserne fra chlorophyvl a og chlorophyl b.

Tabel 3
Anm A
645 0,469
663 0.998

¢) Beregn indholdet af chlorophyl a og af chlorophvl b 1 spinat. Resul-
taterne skal angives 1 mg/100 g spinat.

Vi har to sammenhange givet fra tabel 3, ved 645nm og ved 663 nm. Dette er to ligninger med to
ubekendte som loses |
solve

0.469 =1.50-10% ¢, +4.13-10% ¢;, 0.998 =7.33-10* ¢, + 8.41-10°-¢, >
{c,=0.00001284774606, c, =0.000006689680608 }

Resultaterne er angivet i mol/L og skal angives i mg/100g spinat. Volumenet var angivet til 100 mL, sa
stofmangderne mé vare

n, = 0.1 L-0.00001284774606 mTol



0.000001284774606 mol
mol

n, = 0.1 L-0.000006689680608 7
6.689680608 107 mol
Disse stofmangder var i 2 g spinat, hvorved det mé vare 50 gange sa stort 1 100 g spinat

De molare masser er opgivet til M := 893.49 £ og M, = 907.47 £
a mol mol

Herved er massen af chlorofyl a1 100 g spinat er

0.05739666315 g
massen af chlorofyl b er
me = M. 1008
b b o g
0.03035342230 g

Derved er indholdet af chlorofyl a 57,4 mg/100g spinat og indholdet af chlorofyl b er 30,3 mg/100g

spinat.
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