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4. Z·vÏr

1. ⁄vod

P¯ibarvov·nÌ poûivatin m· svÈ opodstatnÏnÌ nejen z hle-
diska estetickÈho, ale i fyziologickÈho, avöak d˘vod˘ pro
p¯id·v·nÌ barviv je vÌce (znovu zÌskat barevn˝ vzhled potra-
viny, kter˝ se zmÏnil bÏhem v˝robnÌho procesu, zajistit uni-
formitu v˝robku ve vöech v˝robnÌch öarûÌch, zlepöit vzhled
potravinovÈho v˝robku aj.). Pro p¯ibarvov·nÌ se pouûÌvajÌ
p¯ÌrodnÌ i syntetick· barviva.

PovolenÌ pouûitÌ aditiva autorizovanÈ st·tem (a tedy i syn-
tetick˝ch barviv) musÌ zajistit spot¯ebiteli zdravotnÌ nez·vad-
nost. To lze uskuteËnit na z·kladÏ znalostÌ o toxick˝ch vlast-
nostech kaûdÈ aditivnÌ l·tky (ze zdroj˘ SvÏtovÈ zdravotnickÈ
organizace WHO a Potravin·¯skÈ a zemÏdÏlskÈ organizace
FAO jsou relativnÏ dob¯e zn·my) a znalostÌ o skuteËnÈm
konzumu kaûdÈho typu potraviny v konkrÈtnÌ komunitÏ. Tyto
˙daje hodlajÌ zjiöùovat zemÏ EU povinn˝m monitorov·nÌm
v kaûdÈm ËlenskÈm st·tÏ. Druhy a poËty povolen˝ch barviv
se v jednotliv˝ch zemÌch liöÌ. Ve vÏtöinÏ zemÌ je povoleno
okolo deseti druh˘ syntetick˝ch barviv jakoûto potravin·¯-
sk˝ch aditiv. NejvyööÌ povolenÈ mnoûstvÌ (NPM) tÏchto bar-
viv v potravin·ch je stanoveno tak, aby ochraÚovalo z·jmy
spot¯ebitele.

Daleko z·vaûnÏjöÌ d˘sledky pro zdravÌ ËlovÏka majÌ ne-
spr·vn· a nedostateËn· v˝ûiva, p¯ÌrodnÌ toxickÈ l·tky, mikro-
bi·lnÌ kontaminace a kontaminanty. Dlouhodob˝ vliv nÏkte-
r˝ch aditiv na zdravÌ ËlovÏka nenÌ jeötÏ zcela prozkoum·n

a dodateËnÈ v˝zkumy pak mnohdy odhalujÌ chronickÈ poöko-
zov·nÌ zdravÌ. SkrytÈ nebezpeËÌ pouûÌv·nÌ potravin·¯sk˝ch
aditiv (a tedy i syntetick˝ch barviv) by se tedy nemÏlo podce-
Úovat. V˝robci musÌ dodrûovat limity ñ NPM, jak jim ukl·d·
z·kon Ë. 110/1997 Sb. ñ o potravin·ch a tab·kov˝ch v˝robcÌch
a prov·dÏcÌ vyhl·öky. St·l· kontrola org·ny st·tnÌho dozoru
je zde zcela opodstatnÏn·.

2. Barviva

Barviva jsou organickÈ slouËeniny s takovou molekul·rnÌ
strukturou, kter· umoûÚuje absorpci svÏtla ve viditelnÈ Ë·sti
spektra a z·roveÚ umoûÚuje fyzik·lnÌ nebo chemickou vazbu
s vybarvovan˝m substr·tem. Barevnost je podmÌnÏna rozs·h-
l˝m konjugovan˝m systÈmem dvojn˝ch vazeb v molekule
barviva1. Nositelem barevnosti jsou skupiny obsahujÌcÌ dvojnÈ
vazby, tzv. chromofory (skupina azo-, nitro-, nitroso-, karbo-
nylov·). VlastnÌ slouËenina nesoucÌ chromofory se naz˝v·
chromogen. Intenzitu zbarvenÌ a afinitu k substr·tu zvyöujÌ
auxochromy (skupina hydroxy-, amino-, alkylamino-). Nejd˘-
leûitÏjöÌmi skupinami rostlinn˝ch barviv (pigment˘) jsou ka-
rotenoidy, flavonoidy, anthrachinony, betalainy a pyrrolov·
barviva2ñ9. RostlinnÈ pigmenty se pouûÌvajÌ jako zdravotnÏ
nez·vadn· barviva v potravin·¯skÈm pr˘myslu, farmacii, kos-
metice a jejich vyuûitÌ se neust·le rozöi¯uje.

2 . 1 . S y n t e t i c k · b a r v i v a

Syntetick˝ch barviv je vyr·bÏn velk˝ poËet. Jde o pr˘my-
slovÏ vyr·bÏnÈ barevnÈ slouËeniny, kterÈ se syntetizujÌ z vel-
kÈho mnoûstvÌ polotovar˘, zaloûen˝ch na produktech zpraco-
v·nÌ ropy a dehtu, proto se Ëasto naz˝vajÌ dehtov· barviva.
U ¯ady syntetick˝ch barviv, zejmÈna u barviv rozpustn˝ch
v tucÌch, byly zjiötÏny kancerogennÌ ˙Ëinky (nap¯. u m·slovÈ
ûluti, kter· byla pouûÌv·na k barvenÌ ztuûen˝ch tuk˘ ñ marga-
rin˘). U mnoh˝ch syntetick˝ch barviv je takÈ prok·z·no he-
molytickÈ p˘sobenÌ, inhibice nÏkter˝ch enzym˘ a negativnÌ
p˘sobenÌ na ûaludeËnÌ sekreci. Mohou ökodit takÈ obsahem
reziduÌ z v˝roby (r˘zn˝ch uhlovodÌk˘, tÏûk˝ch kov˘ aj.).
NÏkter· syntetick·  barviva (tartrazin, amarant, erythrosin)
jsou podstatnÏ mÈnÏ akceptovateln· neû ostatnÌ. Je t¯eba na to
pamatovat zejmÈna p¯i n·chylnosti k alergiÌm.

Podle chemickÈ povahy lze ¯adit syntetick· potravin·¯sk·
barviva do nÏkolika skupin. Jsou to azobarviva mono- i poly-
funkËnÌ, di- a trifenylmethanov· barviva, nitrobarviva, pyra-
zonov·, xanthenov·, antrachinonov·, chinolinov· a indigoid-
nÌ barviva. VÏtöina ve vodÏ rozpustn˝ch barviv je kyselÈ
povahy. ObsahujÌ ve svÈ molekule jednu nebo nÏkolik sulfo-
skupin a jsou pouûÌv·na ve formÏ sodn˝ch solÌ, kterÈ jsou
velmi dob¯e rozpustnÈ ve vodÏ. Z hlediska legislativy jsou
velmi d˘leûitÈ i d˘kazy p¯ibarvov·nÌ potravin syntetick˝-
mi barvivy, p¯edevöÌm se z¯etelem k dodrûov·nÌ p¯Ìsluön˝ch
zdravotnick˝ch norem10.

PovolenÌ k pouûÌv·nÌ veöker˝ch aditiv je podmÌnÏno celou
¯adou zdravotnÌch zkouöek. Pat¯Ì mezi nÏ nap¯Ìklad zjiötÏnÌ
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akutnÌ toxicity (LD-50) u pokusn˝ch zvÌ¯at, tj. d·vka l·tky,
kter· usmrtÌ 50 % jedinc˘, subchronickÈ a chronickÈ toxicity,
kancerogenity, mutagenity, teratogenity, kumulace v organis-
mu, bioenergetickÈ ˙Ëinky, vliv na imunitu a nÏkterÈ dalöÌ
˙Ëinky. B˝v· urËen povolen˝ dennÌ p¯Ìjem (ADI ñ acceptable
daily intake), kter˝ vych·zÌ z pokus˘ na zvÌ¯atech. Podle
doporuËenÌ WHO se zjistÌ koncentrace l·tky, kter· jeötÏ nem·
pro pokusnÈ zvÌ¯e û·dnÈ toxickÈ p˘sobenÌ, tato hodnota se
snÌûÌ 100◊ a vyjad¯uje ADI pro ËlovÏka (v mg.kgñ1 tÏlesnÈ
hmotnosti)11.

Potravin·¯sk· barviva musÌ splÚovat i dalöÌ poûadavky.
NesmÌ nep¯ÌznivÏ ovlivnit ostatnÌ organoleptickÈ vlastnosti
p¯ibarvenÈ potraviny, zejmÈna pak chuù a v˘ni. MusÌ mÌt
vysokou barevnou mohutnost a b˝t dob¯e rozpustn· ve vodÏ.
NesmÌ doch·zet k interakcÌm s jin˝mi sloûkami potravin.
Barvivo musÌ b˝t st·lÈ v˘Ëi zmÏn·m pH, oxidaËnÏ redukËnÌm
vliv˘m, v˘Ëi svÏtlu, teplu a u pevn˝ch potravin i v˘Ëi vlhkosti.
MusÌ b˝t ekonomicky dostupnÈ a p¯ijatelnÈ a musÌ splÚovat
poûadavky na obsah hlavnÌ sloûky a p¯Ìtomnost vedlejöÌch
sloûek12. Ve smyslu z·kona Ë. 110/1997 Sb. a vyhl·öky MZ
»R Ë. 298/1997 Sb. jsou za barviva povaûov·ny l·tky zÌskanÈ
z potravin a dalöÌch sloûek p¯ÌrodnÌho p˘vodu extrakcÌ fyzi-
k·lnÌ a chemickÈ povahy, kter· m· za n·sledek selektivnÌ
oddÏlenÌ barevnÈ l·tky.

Potraviny, chuùovÈ a aromatickÈ l·tky a jejich sloûky, kterÈ
se p¯id·vajÌ bÏhem v˝roby do potravin pro svÈ aromatickÈ,
chuùovÈ nebo v˝ûivovÈ vlastnosti a p¯itom majÌ sekund·rnÌ
barvÌcÌ ˙Ëinek, jako nap¯. mlet· paprika, öafr·n a kurkuma
a d·le barviva, urËen· k barvenÌ nejedl˝ch vnÏjöÌch Ë·stÌ po-
travin, jak˝mi jsou nap¯. povrchovÈ povlaky s˝r˘ a sal·mov·
st¯eva, se za barviva ve smyslu tÈto vyhl·öky nepovaûujÌ.
Seznam barviv povolen˝ch k barvenÌ potravin je uveden v ta-
bulce I. K p¯ibarvov·nÌ se obvykle nepouûÌvajÌ vöechna povo-
len· barviva spoleËnÏ, ale maxim·lnÏ kombinace dvou aû t¯Ì
barviv. Mezi nejËastÏji pouûÌvan· barviva na p¯ibarvov·nÌ
potravin pat¯Ì: chinolinov· ûluù, ûluù SY, tartrazin, ponceau
4R, indigotin, azorubin, brilantnÌ mod¯, zeleÚ S, brilantnÌ ËerÚ
a amarant.

NejvyööÌ povolen· mnoûstvÌ12 jsou vztaûena na potravinu
p¯ipravenou k pouûÌv·nÌ podle n·vodu v˝robce (pokud p¯Ìpra-
vu p¯ed spot¯ebou  vyûaduje).  P¯i  pouûitÌ v kombinaci  se
hodnota t˝k· celkovÈho mnoûstvÌ pouûit˝ch barviv. U skupiny
vyjmenovan˝ch potravin (nap¯. odr˘dov· vÌna) nesmÌ b˝t
pouûita û·dn· syntetick· barviva.

3. StanovenÌ syntetick˝ch barviv v potravin·ch

Z·jem hygienik˘ o potravin·¯sk· syntetick· barviva vzro-
stl, kdyû u ¯ady bÏûnÏ pouûÌvan˝ch syntetick˝ch barviv byly
vystopov·ny pravdÏpodobnÈ kancerogennÌ ˙Ëinky. V˝sled-
kem je i z·kaz pouûÌv·nÌ nÏkter˝ch lipofilnÌch syntetick˝ch
barviv pro potravin·¯skÈ ˙Ëely ve vÏtöinÏ st·t˘. To se t˝k·
rovnÏû ˙plnÈho z·kazu pouûÌv·nÌ barviva ponceau 4R (E 124)
na celÈm ˙zemÌ USA a VelkÈ Brit·nie. Podobn˝ osud potkal
v USA i amarant (E 123) a erythrosin (E 127). V »eskÈ
republice upravuje barvenÌ potravin z·kon Ë. 110/1997 Sb.
o potravin·ch a tab·kov˝ch v˝robcÌch, kter˝ pouûÌv·nÌ barvi-
va ponceau 4R (E 124), amarant (E 123) i erythrosin (E 127)
povoluje i p¯es dosud nepotvrzenÈ podez¯enÌ na pravdÏpodob-
nÈ kancerogennÌ ˙Ëinky.

Tabulka I
Barviva, kter· smÏjÌ b˝t pouûÌv·na k v˝robÏ potravin jednot-
livÏ Ëi v kombinaci aû do nejvyööÌho povolenÈho mnoûstvÌ
(NPM)

»Ìslo Barvivo

E 100 kurkumin
E 104 chinolinov· ûluù
E 120 koöenila, kyselina karmÌnov·, karmÌny
E 124 ponceau 4R
E 131 patentnÌ mod¯ V
E 133 brilantnÌ mod¯
E 151 ËerÚ BN
E 160 d lykopen
E 160 f ethylester kyseliny beta-apo-8í-karotenovÈ
E 102 tartrazin
E 110 ûluù SY
E 122 Azorubin
E 129 ËerveÚ Allura AC
E 132 indigotin
E 142 zeleÚ S
E 155 hnÏÔ HT
E 160 e beta-apo-8í-karotenal
E 161 b lutein

Z uvedenÈho vypl˝v· nutnost neust·lÈho zkoum·nÌ rizik
pouûÌvan˝ch syntetick˝ch barviv na lidskÈ zdravÌ, s ËÌmû
souvisÌ i rozvoj metod zab˝vajÌcÌch se mÏ¯enÌm hodnot kon-
centracÌ syntetick˝ch barviv v potravin·¯sk˝ch v˝robcÌch.

3 . 1 . M e t o d y d ˘ k a z u a i z o l a c e
s y n t e t i c k ˝ c h b a r v i v

Nejzn·mÏjöÌ postupy d˘kazu p¯Ìtomnosti syntetick˝ch bar-
viv v r˘zn˝ch druzÌch potravin·¯sk˝ch v˝robk˘, jsou vybar-
vovacÌ zkouöky na odtuËnÏnÈm vlnÏnÈm vl·knÏ a nebo se
pouûÌvajÌ extrakËnÌ zp˘soby pomocÌ organick˝ch rozpouötÏ-
del. Kysel· barviva se dajÌ izolovat extrakcÌ n-amylalkoholem
a n·slednou vÌcen·sobnou extrakcÌ do vody23. U tuh˝ch vzor-
k˘ se pouûÌv· k extrakci amoniak·lnÌ roztok methanolu a etha-
nolu24. PouûÌvan˝m zp˘sobem izolace je takÈ adsorpce na
polyamid23,25, kaolin, p¯ÌrodnÌ k¯emiËitan hlinit˝, aktivnÌ uh-
lÌ26. U kapaln˝ch vzork˘ se dokazuje p¯Ìtomnost barviv p¯Ìmo,
z tuh˝ch vzork˘ je po homogenizaci t¯eba barviva extrahovat
vodou. Pokud vzorek obsahuje vÌc neû 5 % tuku, je t¯eba ho
nejprve extrahovat petroletherem.

Z bÌlÈho vlnÏnÈho vl·kna se nejprve odstranÌ tukovÈ sloû-
ky a neËistoty (extrahuje se petroletherem, po usuöenÌ se za-
h¯Ìv· v 5 % (m/m) NH3 a nakonec se vypere vodou). Takto p¯i-
pravenÈ vl·kno se namoËÌ do roztoku vzorku a p¯i 70ñ100 ∞C
se po dobu 10ñ30 minut nech· adsorbovat syntetickÈ barvivo.
Z·roveÚ se vöak adsorbujÌ takÈ antokyaniny, pokud jsou p¯Ì-
tomny. Ty se ale odstranÌ n·sledn˝m vypr·nÌm ve studenÈ
vodÏ. Pokud z˘stane vl·kno po vypr·nÌ zabarvenÈ, je to d˘kaz
p¯Ìtomnosti syntetick˝ch barviv ve vzorku.

U metody vybarvov·nÌ polyamidovÈho pr·öku se p¯i izo-
laci umÏl˝ch barviv ze vzorku postupuje stejnÏ jako v prvnÌm
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p¯ÌpadÏ. Vodn˝ roztok barviv se smÌsÌ s polyamidem, prot¯epe
a p¯efiltruje. Polyamid zachycen˝ na filtru se pak prom˝v· 2 %
(m/m) roztokem kyseliny octovÈ v methanolu. TÌm se odstranÌ
p¯ÌrodnÌ barviva. Jestliûe i po tomto promytÌ z˘stane polyamid
zabarven˝, byla prok·z·na p¯Ìtomnost syntetick˝ch barviv.
Ve srovn·nÌ s vybarvov·nÌm vlnÏn˝ch vl·ken je tato metoda
citlivÏjöÌ, mÈnÏ ËasovÏ n·roËn· a poskytuje vÏtöÌ kvantitativ-
nost adsorpce.

3 . 2 . S t a n o v e n Ì s y n t e t i c k ˝ c h b a r v i v
m e t o d o u H P L C

P¯i identifikaci jednotliv˝ch barviv se vyuûÌvajÌ spektr·lnÌ
metody v UV a viditelnÈ oblasti, charakteristika absorpËnÌch
spekter, fluorescence. D¯Ìve se ke stanovenÌ potravin·¯sk˝ch
barviv vyuûÌvalo p¯edevöÌm chromatografick˝ch13ñ26, spektro-
fotometrick˝ch27,28 a elekrochemick˝ch metod29. V souËas-
nosti nejvÏtöÌ poËet metod spad· do oblasti chromatografic-
k˝ch a elektromigraËnÌch metod13ñ26,30ñ58. »asto se vyuûÌv·
i chemometrie59.

V minulosti se jakoûto metody anal˝zy potravin·¯sk˝ch
barviv pouûÌvaly p¯edevöÌm chromatografickÈ metody (papÌ-
rov·, tenkovrstv· a kolonov·). V souËasnosti se nejvÌce vyuûÌ-
v· vysoce ˙Ëinn· kapalinov· chromatografie, kapil·rnÌ zÛno-
v· elektroforÈza, micel·rnÌ elektrokinetick· chromatografie,
iontovÏ p·rov· chromatografie a iontovÏ v˝mÏnn· chromato-
grafie.

Syntetick· barviva (tartrazin, chinolinov· ûluù, azorubin,
koöenila, erythrosin, patentnÌ mod¯ V, indigotin, zeleÚ S,
brilantnÌ ËerÚ BN) byla separov·na42 metodou HPLC na kolo-
nÏ LICHROSORB RP-18 gradientovou elucÌ mobilnÌ f·zi
CH3OH a fosf·tov˝ pufr (pH 7,8). Barviva byla v elu·tu
detegov·na spektrofotometricky s detekËnÌm limitem v roz-
mezÌ 0,5ñ2,0 µg.mlñ1 (tab. II).

Pro rozdÏlenÌ a stanovenÌ syntetick˝ch barviv (amarant,
chinolinov· ûluù, ûluù SY, zeleÚ S) ve vzorcÌch nealkoholic-
k˝ch n·poj˘ na kolonÏ43 SPHERISORB byla pouûita smÏs
acetonitril:methanol:tlumiv˝ roztok 17,5:12,5:70 (v/v). Doba
anal˝zy byla pouze 4 minuty. Detekce byla provedena spek-
trofotometricky.

K separaci 15 barviv44 na kolonÏ ULTRASPHERE ODS
byla pouûita gradientov· eluce mobilnÌ f·zi tvo¯enou smÏsÌ
roztoku sÌranu sodnÈho o c = 0,1 mol.lñ1 (pH 2,5 upraveno
p¯Ìdavkem H3PO4) a roztoku Na2SO4 (c = 0,1 mol.lñ1):H2O:
CH3OH v pomÏru 1,5:7:22 (v/v). élut· barviva byla dete-
gov·na spektrofotometricky p¯i 430 nm, Ëerven· p¯i 520 nm
a zelen· a modr· p¯i 640 nm.

Vhodnost metody HPLC pro stanovenÌ syntetick˝ch bar-
viv v potravin·ch45 byla ovÏ¯ena mezilaboratornÌm testem (12
ve¯ejn˝ch a st·tnÌch laborato¯Ì (GB) a jednÈ d·nskÈ st·tnÌ
laborato¯e) na 6 vzorcÌch limon·d a 2 vzorcÌch piökotov˝ch
buchet. Z nealkoholick˝ch n·poj˘ byla barviva nejd¯Ìve za-
chycena na kolonu s polyamidem. K separaci bylo pouûito
chromatografickÈho systÈmu s reverznÌ f·zÌ na kolonÏ SPHE-
RISORB C8 s mobilnÌ f·zÌ methanol:KH2PO4 (5 mmol.lñ1)
s pomÏrem obou sloûek 50:50 (v/v) aû 60:40 (v/v). Vlnov·
dÈlka pro detekci (v rozmezÌ 430ñ640 nm) byla volena podle
druhu barviva.

Pro separaci a stanovenÌ 11 syntetick˝ch barviv v 21
vzorcÌch nealkoholick˝ch n·poj˘46 metodou iontovÏ p·rovÈ
HPLC izokratickou elucÌ na chromatografickÈ kolonÏ DEVE-

Tabulka II
P¯ehled podmÌnek chromatografickÈ separace (HPLC) syn-
tetick˝ch barviv

Sorbent Eluce LOD Lit.
[µg.mlñ1]

LICHROSORB RP-18a gradientov· 0,5ñ2,0 42
SPHERISORBb gradientov· 43
ULTRASPHERE ODSc gradientov· 44
SPHERISORB C8d 45
DEVELOSIL ODS 5e izokratick· 0,05ñ0,2 46
COSMOSIL 5 C18-Rf gradientov· 0,1ñ0,5 47
DIONEX ION PAC AS11g 48
SEPHARON SGX C18h gradientov· 49

i izokratick·
HYPERSIL BDSi gradientov· <ng 50
SEPHARON SGX C18j izokratick· 0,2ñ0,4 57,58

a CH3OH + fosf·tov˝ pufr (pH 7,8), b acetonitril:methanol:tlu-
miv˝ roztok 17,5:12,5:70 (v/v), c Na2SO4 (c = 0,1 mol.lñ1, pH
= 2,5 upraveno p¯Ìdavkem H3PO4) + Na2SO4 (c = 0,1 mol.lñ1)
:H2O:CH3OH v pomÏru 1,5:7:22 (v/v), d methanol:KH2PO4 (5
mmol.lñ1) 50:50 (v/v) aû 60:40 (v/v), e acetonitril:50 mmol.lñ1

NaH2PO4, obsahujÌcÌ 2 mmol.lñ1 cetyltrimethylamoniumchlo-
ridu a 3 mmol.lñ1 tetra-n-hexylamoniumbromidu (pH 3,0) =
3:2 (v/v), f acetonitril + 0,015 mol.lñ1 tetrabutylamonium-hy-
droxidu, g HCl:acetonitril, h methanolick˝ avodn˝ roztok TBAB
o c = 5 mmol.lñ1, i NaH2PO4 (c = 10 mmol.lñ1) a tetrabutyl-
amonium-dihydrogenfosf·t (c = 1 mmol.lñ1) o pH 4,2 a ace-
tonitrilu, j 50 mmol.lñ1 fosf·tov˝ pufr a 5 mmol.lñ1 tetrabu-
tylammonium-hydroxid (TBAOH) o pH 4,2 v 30 % resp. 38 %
(v/v) acetonitrilu

LOSIL ODS 5 byla pouûita smÏs acetonitril:50 mmol.lñ1

NaH2PO4, obsahujÌcÌ 2 mmol.lñ1 cetyltrimethylamoniumchlo-
rid a 3 mmol.lñ1 tetra-n-hexylamoniumbromid (pH 3,0) = 3:2
(v/v). P¯ed nad·vkov·nÌm na HPLC kolonu byla barviva z ne-
alkoholick˝ch n·poj˘ nejd¯Ìve zachycena na kolonu s poly-
amidem. Barviva byla detegov·na spektrofotometricky s de-
tekËnÌmi limity v rozmezÌ 0,05ñ0,2 µg.mlñ1.

Ke stanovenÌ syntetick˝ch barviv v nealkoholick˝ch n·-
pojÌch a bonbonech47 metodou iontovÏ p·rovÈ HPLC byl
vzorek rozpuötÏn ve vodÏ a p¯Ìdavkem kyseliny octovÈ upra-
ven na pH 3ñ4. P¯eËiötÏnÌ roztoku bylo provedeno p¯es Sep-
-Pak NH2 kolonu. Barviva byla eluov·na 50 % (v/v) roztokem
ethanolu obsahujÌcÌm 1 % NH3. Po neutralizaci elu·tu kyseli-
nou octovou byla vlastnÌ separace barviv provedena na kolonÏ
COSMOSIL 5 C18 ñ AR gradientovou elucÌ smÏsÌ acetonitril
a 0,015 mol.lñ1 roztok tetrabutylamonium-hydroxidu. K de-
tekci  barviv  byl pouûit UV/VIS spektrofotometr, p¯iËemû
Ëerven· a modr· barviva byla detegov·na p¯i vlnovÈ dÈlce 550
nm, ûlut· barviva p¯i 450 nm. DetekËnÌ limity barviv byly 0,1ñ
0,5 µg.gñ1 resp. µg.mlñ1 vzorku.

Separace a stanovenÌ 8 syntetick˝ch barviv (amarant, bri-
lantnÌ mod¯, new red, indigotin, ponceau 4R ûluù SY, tartrazin,
ËerveÚ allura) v nealkoholick˝ch a instantnÌch n·pojÌch meto-
dou HPIC (high ñ performance ion chromatography) byla
provedena s vyuûitÌm gradientovÈ eluce na aniontovÏ ñ v˝-
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mÏnnÈ kolonÏ DIONEX ION PAC AS11 s velmi nÌzkou
hydrofobicitou48. MobilnÌ f·zi tvo¯ila smÏs HCl:acetonitril.
Barviva byla detegov·na spektrofotometricky. Pro amarant,
ponceau 4R a new red byla jako kompromis zvolena detekËnÌ
vlnov· dÈlka 525 nm, pro ûluù SY a ËerveÚ allura 480 nm, pro
tartrazin 430 nm a pro brilantnÌ mod¯ a indigotin 625 nm.
Metoda nevyûadovala ËasovÏ n·roËnÈ p¯eËiötÏnÌ, kterÈ se po-
uûÌv· u bÏûnÈ kapalinovÈ chromatografie.

ZkuöebnÌ metoda49 »ZPI pro stanovenÌ syntetick˝ch po-
travin·¯sk˝ch barviv v n·pojÌch, sirupech, cukrovink·ch
apod., pouûÌv· metodou HPLC na kolonÏ Sepharon SGX C18
(3◊150 mm) s velikostÌ Ë·stic 7 µm a gradientovÈ eluce,
pop¯ÌpadÏ izokratickÈ eluce (pro barviva s vyööÌmi retenËnÌmi
Ëasy). MobilnÌ f·zÌ je smÏs methanolickÈho a vodnÈho rozto-
ku TBAB o c = 5  mmol.lñ1. élut·  a Ëerven· barviva lze
spektrofotometricky detegovat p¯i 480 nm (chinolinov· ûluù
p¯i 420 nm), modr· p¯i 590 nm. Syntetick· barviva jsou nej-
d¯Ìve vyextrahov·na z poûivatiny ve vodnÈm prost¯edÌ. Po
jejich adsorpci na polymernÌ sorbent jsou odstranÏny l·tky,
kterÈ mohou ruöit stanovenÌ (sacharidy, p¯ÌrodnÌ barviva aj.),
syntetick· barviva jsou eluov·na smÏsÌ CH3OH:NH3 = 90:10
(v/v) a elu·t je zahuötÏn na vakuovÈ odparce.

Pro stanovenÌ syntetick˝ch barviv (tartrazinu, amaran-
tu, ponceau 4R, ûluti SY, erytrosinu a öarlatovÈ Ëerveni) v po-
travin·ch50 gradientovou elucÌ na kolonÏ HYPERSIL BDS
(125◊3 mm, 3 µm) byly zhodnoceny 4 r˘znÈ mobilnÌ f·ze
a jako nejlepöÌ byla doporuËena smÏs roztoku NaH2PO4 (c =
10 mmol.lñ1) a tetrabutylamonium-dihydrogenfosf·t (c =
1 mmol.lñ1) o pH 4,2 a acetonitrilu (d·le ACN). P¯i pouûitÌ
dvou poslednÏ uveden˝ch f·zÌ (NaH2PO4, (c = 10 mmol.lñ1) +
tetrabutylamonium-hydrogensulf·t (c = 1 mmol.lñ1 o pH 4,8)
a ACN; octan amonn˝ (c = 10 mmol.lñ1 o pH 4,9) a ACN
a NaH2PO4 (c = 10 mmol.lñ1 o pH 4,3 a ACN) doch·zelo
k mÌrnÈ deformaci pÌk˘ barviv obsahujÌcÌch sulfoskupiny (tar-
trazin, amarant, azorubin, ûluù SY).

3 . 3 . S t a n o v e n Ì s y n t e t i c k ˝ c h b a r v i v
m e t o d o u C E

Ke stanovenÌ syntetick˝ch p¯Ìdavn˝ch barviv v potravi-
n·ch se st·le ËastÏji vyuûÌv· elektromigraËnÌch metod, a to
p¯edevöÌm kapil·rnÌ elektroforÈzy. Jedn· se o kysel· (azo-
a triarylmethanov·) aniontov· barviva obsahujÌcÌ karboxy-,
sulfo- nebo hydroxyskupiny, kterÈ v z·saditÈm prost¯edÌ tvo¯Ì
negativnÏ nabitÈ barevnÈ ionty. Kapil·rnÌ elektroforÈza je tedy
ide·lnÌ metodou ke stanovenÌ tÏchto l·tek, neboù je schopna
separovat vöechna barviva s rozdÌln˝mi funkËnÌmi skupinami
bÏhem jednÈ anal˝zy a v kr·tkÈm Ëase. DalöÌ nezanedbatelnou
v˝hodou je velmi mal· spot¯eba vzorku (tab. III).

Ke stanovenÌ syntetick˝ch barviv v potravinov˝ch vzor-
cÌch51 metodou kapil·rnÌ izotachoforÈzy byl pouûit izotacho-
foretick˝ analyz·tor ZKI 01 s vodivostnÌm detektorem. Ja-
ko vedoucÌ elektrolyt byl zvolen 10 mmol.lñ1 roztok HCl
s β-alaninem o v˝slednÈm pH 3,5 a p¯Ìdavkem 0,1 % rozto-
ku methylhydroxyethylceluosy. Koncov˝ elektrolyt byl tvo¯en
5 mmol.lñ1 kyselinou octovou. Vzorky byly analyzov·ny p¯i
proudu 300 µA v p¯edseparaËnÌ kolonÏ a 50 µA v analytickÈ
kolonÏ. Doba anal˝zy byla 30 minut. V nÏkter˝ch p¯Ìpadech,
kdy vzorek obsahoval kombinaci syntetick˝ch barviv s indi-
gotinem byl rozdÌl pohyblivostÌ jednotliv˝ch barviv velmi
mal˝ a detektor je nezaznamenal. V takovÈm p¯ÌpadÏ byl

pouûit selektivnÌ fotometrick˝ detektor ve viditelnÈ oblasti
spektra.

K identifikaci 11 potravin·¯sk˝ch barviv metodou52 CZE
pomocÌ izotachoforetickÈho analyz·toru EA 100 s ˙pravou
pro metodu CZE v hydrodynamicky uzav¯enÈm systÈmu byl
aplikov·n elekrolytov˝ systÈm (ES) nosn˝ anion: 30 mmol.lñ1

TES (kyselina N-tris-(hydroxymethyl)-methyl-2-aminoethan
sulfonov·), protiion: 8 mmol.lñ1 imidazol, 2 % PEG (polyethy-
lenglykol) a 6 mmol.lñ1 β-cyklodextrin. V˝slednÈ pH ES bylo
6,84. Doba anal˝zy byla 600 s p¯i hnacÌm proudu 140 µA.
DÌky jednoduchÈmu uspo¯·d·nÌ p¯Ìstroje, kr·tkÈ dobÏ anal˝zy
a malÈ spot¯ebÏ nosnÈho elektrolytu a vzorku byla tato metoda
zhodnocena jako nejmÈnÏ finanËnÏ n·roËn· k identifikaci
syntetick˝ch barviv v poûivatin·ch.

V p¯ÌpadÏ pouûitÌ metody kapil·rnÌ zÛnovÈ elektroforÈ-
zy53, kdy byl jako z·kladnÌ elektrolyt pouûit 20 mmol.lñ1

bor·tov˝ pufr adjustovan˝ na pH 7ñ9 bylo moûnÈ stanovit öest
z·kladnÌch syntetick˝ch potravin·¯sk˝ch barviv s detekËnÌm
limitem 3 µg.mlñ1 pro jednotliv· barviva. Reprodukovatelnost
migraËnÌch Ëas˘ %RSD byla pod 1 % a pro plochy pÌk˘ pod
5 %. K separaci bylo pouûito elektrokinetickÈ d·vkov·nÌ vzor-
ku p¯i 4 kV po dobu 14 s, analytickÈ napÏtÌ 25 kV, teplota 18 ∞C
a vlnov· dÈlka pro detekci 220 nm. MÏ¯enÌ bylo provedeno na
CE systÈmu s CV4 CE absorpËnÌm detektorem s k¯emennou
kapil·rou 60 cm dlouhou s 75 µm i.d.

DalöÌ t˝m autor˘54 stanovoval potravin·¯sk· barviva na
elektroforetickÈm systÈmu HCZE-30 PNO.25-LSD s on-co-
lumn detekcÌ (875-CE UV-VIS detektor). K separaci jednot-
liv˝ch barviv byl pouûit jako elektroforetick˝ pufr 20 mmol.lñ1

tetrabor·tov˝ pufr pH 7,5 a kapil·ra o celkovÈ dÈlce 77 cm
a 50 µm i.d., analytickÈ napÏtÌ 25 kV a hydrostatickÈ d·vko-
v·nÌ vzorku.

StanovenÌ potravin·¯sk˝ch aditiv na CAPI-3000 systÈmu
s k¯emennou kapil·rou 75 µm i.d. o celkovÈ dÈlce 50 cm
MEKC popisuje pr·ce55. K detekci byl pouûit diode-array
detektor s rozsahem absorbancÌ 190ñ600 nm. Elektroforetick˝
pufr byl tvo¯en smÏsÌ 25 mmol.lñ1 fosf·tovÈho a 25 mmol.lñ1

bor·tovÈho pufru 1:1 o pH 8,0 obsahujÌcÌ 10 mmol.lñ1 SDS.
Separace probÌhala p¯i 25 ∞C a 10 kV. P¯i pouûitÌ hydrostatic-
kÈho d·vkov·nÌ bylo bÏhem 20 minut separov·no sedm syn-
tetick˝ch barviv s RSD migraËnÌch Ëas˘ 0,7 % a ploch pÌk˘
5,1 % a detekËnÌm limitem ca. 1 µg.mlñ1.

HP3DCE systÈm s vestavÏn˝m diode-array detektorem
a HP3DCE ChemStation softwarem56 byl pouûit pro separaci
v k¯emennÈ kapil·¯e 50 µm i.d. a 64,5 cm celkovÈ dÈlky p¯i
30 ∞C a 30 kV. Z celÈ ¯ady pouûit˝ch elektroforetick˝ch pufr˘
(bor·t, CAPS, fosf·t) byl jako optim·lnÌ vybr·n 10 mmol.lñ1

fosf·tov˝ pufr s 5 mmol.lñ1 hydrogenuhliËitanov˝m pufrem
o celkovÈm pH 10,5. Vzorek byl vpraven do separaËnÌ kapi-
l·ry hydrodynamicky 100ñ200 mbar.sñ1. Bylo dosaûeno sepa-
race s RSD migraËnÌch Ëas˘ pod 0,5 % a ploch pÌk˘ mezi
2ñ4 %. Mez stanovitelnosti LOQ (10.S/N) byl 0,5ñ1 µg.mlñ1.

Syntetick· barviva v bonbonech, pudincÌch, vÌnech, siru-
pech, limon·d·ch, instantnÌch a nealkoholick˝ch  n·pojÌch
byla soubÏûnÏ stanovena kapil·rnÌ elektroforÈzou (CE) a ka-
palinovou chromatografiÌ (HPLC) s diode-array detekcÌ57,58.
V˝sledky obou metod byly ve velmi dobrÈ shodÏ s v˝sled-
ky UV-VIS spektrofotometrie. Jako z·kladnÌ elektrolyt pro
CE byl zvolen bor·t/fosf·tov˝ pufr pH 9,0 (12,5 mmol.lñ1

bor·tov˝ pufr a 12,5 mmol.lñ1 fosf·tov˝ pufr 1:1) obsahujÌcÌ
40 mmol.lñ1 dodecylsulf·t sodn˝ (SDS). Pro HPLC separaci
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Tabulka III
P¯ehled podmÌnek separace syntetick˝ch barviv elektromigraËnÌmi metodami

MÛd CE Elektrolyt LOD Lit.
[µg.mlñ1]

ITP ved. ñ 10 mM-HCl + β-alanin (pH 3,5) + 0,1 % methylhydroxycelulosa ñ 51
konc. ñ 5 mM kys. octov·

CZE na ITP analyz·toru 30 mM TES (nosn˝ ion) + 8 mM imidazol, 2 % PEG + 6 mM β-C ñ 52
(protiion) pH 6,8

CZE 20 mM bor·tov˝ pufr pH 7ñ9 3 53
CZE 20 mM tetraboritanov˝ pufr pH 7,5 1ñ3 54
MEKC 2 5 mM fosf·tov˝ + 25 mM bor·tov˝ pufr 1:1 + 10 mm SDS 1 55
CZE 5 mM hydrogenuhliËitanov˝ pufr pH 10,5 0,5ñ1 56
MEKC 12,5 mM bor·t. + 12,5 mM fosf·tov˝ pufr 1:1 + 40 mM SDS 0,5ñ 1 57,58

na kolonÏ Sepharon SGX C18 (3◊150 mm, 5 µm) byla jako
mobilnÌ f·ze zvolena smÏs (30:70 v/v) acetonitrilu s vodn˝m
roztokem 50 mmol.lñ1 fosf·tovÈho pufru a 5 mmol.lñ1 tetrabu-
tylamonium-hydroxidu (TBAOH ) o pH 4,2. RelativnÌ smÏ-
rodatn· odchylka pro jednotliv· stanovenÌ byla menöÌ neû
0,5 % pro migraËnÌ Ëasy a menöÌ neû 3 % pro plochy elektro-
foretick˝ch pÌk˘, menöÌ neû 0,9 % pro retenËnÌ Ëasy a menöÌ
neû 2,4 % pro plochy pÌk˘. Mez stanovitelnosti LOQ (10.S/N)
pro jednotliv· p¯Ìdavn· barviva byl 0,5ñ1 µg.mlñ1 p¯i pouûitÌ
separaËnÌ kapil·ry o celkovÈ dÈlce 50 cm a 50 µm i.d., sepa-
raËnÌm potenci·lu 30 kV, teplotÏ 30 ∞C a hydrodynamickÈm
d·vkov·nÌ vzorku p¯i tlaku 50 mbar po dobu 10 s, a/nebo
0,2ñ0,4 µg.mlñ1 pro HPLC.

4. Z·vÏr

Pro stanovenÌ obsahu jednotliv˝ch syntetick˝ch barviv ve
vzorcÌch potravin, v n·pojÌch a jejich koncentr·tech lze pouûÌt
¯adu separaËnÌch a optick˝ch metod (LC, CE, UV/VIS spek-
trofotometrie). V˝sledky vöech metod jsou obvykle ve velmi
dobrÈ shodÏ s v˝jimkou vzork˘ obsahujÌcÌch smÏs barviv
s podobn˝mi absorpËnÌmi maximy. V tomto p¯ÌpadÏ je jed-
noduch· metoda UV/VIS spektrofotometrie zatÌûena velkou
chybou 10ñ15 %. Metoda je v˝hodn· p¯edevöÌm u vzork˘
s jednoduchou matricÌ. V p¯Ìpadech sloûitÏjöÌch smÏsÌ barviv
nebo barviv s podobn˝mi optick˝mi charakteristikami je
vhodnÈ pouûÌt vÌce Ëi mÈnÏ komplikovanÈ postupy vÌcesloû-
kovÈ anal˝zy (PLS, neline·rnÌ regrese atd.).

Kapil·rnÌ elektroforÈza poskytuje velmi dobrÈ v˝sledky
i postaËujÌcÌ citlivost stanovenÌ. JejÌ hlavnÌ v˝hodou je p¯ede-
vöÌm mal· spot¯eba vzorku a z·kladnÌho elektroforetickÈho
pufru, a kr·tk· doba anal˝zy. UrËitou nev˝hodou CE ve srov-
n·nÌ s HPLC je nutnost oddÏlenÌ l·tek ze vzorku, kterÈ by
mohly mÌt za n·sledek ucp·nÌ separaËnÌ kapil·ry. Uveden·
metoda d·v· velmi dobrÈ v˝sledky nejen v oblasti syntetic-
k˝ch barviv potravin·¯sk˝ch, ale i dalöÌch barviv obsahujÌcÌch
alespoÚ jednu sulfo-, karboxy-, nebo hydroxyskupinu. Tato
barviva v neutr·lnÌm nebo z·saditÈm prost¯edÌ tvo¯Ì negativnÏ
nabitÈ ionty a to umoûÚuje jejich snadnÈ a rychlÈ stanovenÌ
metodou kapil·rnÌ elektroforÈzy. Naopak u p¯ÌrodnÌch barviv
se tyto skupiny nevyskytujÌ v˘bec nebo jen velmi ojedinÏle
a to spolu s velikostÌ molekul jednotliv˝ch p¯ÌrodnÌch barviv

komplikuje jejich stanovenÌ kapil·rnÌ elektroforÈzou.
Ke stanovenÌ tÏchto barviv je mnohem jednoduööÌ vyuûÌt

metodu HPLC, kter· je dokonale propracovanou metodou. LC
dovoluje separaci ionogennÌch i neionogennÌch barviv, vyzna-
Ëuje se jednoduchostÌ kvantifikace a v neposlednÌ ¯adÏ i snad-
nostÌ identifikace barviv na z·kladÏ jejich spektr·lnÌch cha-
rakteristik (UV-VIS, IR, MS atd.). V ¯adÏ p¯Ìpad˘ odpad·
sloûit· ˙prava vzork˘ p¯ed vlastnÌ separacÌ, citlivost stanovenÌ
je Ëasto o vÌce neû jeden ¯·d lepöÌ a pro vÏtöinu p¯Ìpad˘ se
vyznaËuje i dostateËnou separaËnÌ ˙ËinnostÌ.

Tato pr·ce vznikla za finanËnÌ podpory Ministerstva ökol-
stvÌ, ml·deûe a tÏlov˝chovy »R, grant. reg. Ë. VS 97014.
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A. älampov·, D. SmÏl·, A. Vondr·Ëkov·, I. JanË·¯ov·,
and V. Kub·Ú (Department of Chemistry and Biochemistry,
Mendel University of Agriculture and Forestry, Brno): Deter-
mination of Synthetic Colorants in Foodstuffs

Synthetic dyes can be determined in solid food, in non-al-
coholic drinks and their concentrates by several separation and
spectrometric methods (LC, CE, UV/VIS). All the methods
give similar results for most samples. Direct UV-VIS spectro-
photometry gives very good results if a single colorant or
a mixture of colorants of different absorption spectra is present
or if the colorants can be completely separated by solid-phase
extraction. If this is not the case, the simple multicomponent
analysis leads to deviations up to 10ñ15 %. More complicated
programs for multicompoment analysis (PLS, nonlinear re-
gression) have to be used in such cases and also when other
constituents (sugars, phenolics, etc.) are present at high con-
centrations.

Capillary electrophoresis (CE) is the method of choice for
determination of anionic synthetic dyes in biological materials
and foodstuffs since it can separate the dyes in a single analysis
within a short run time, gives very precise and accurate results,
reduces sample consumption and, under optimum conditions,
is not time-consuming. The necessity of sample pretreatment
is a certain disadvantage of CE in comparison with HPLC. CA
also enables separation of synthetic colorants from hydropho-
bic natural pigments. For the identification and determination
of the latter, LC methods are well established. Their sensitivity
is usually by more than an order of magnitude higher, their
separation efficiency is mostly sufficient, and sample pretreat-
ment is simpler.
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