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1. Uvod

Ptibarvovani poZivatin ma své opodstatnéni nejen z hle-
diska estetického, ale i fyziologického, avSak divodi pro
priddvani{ barviv je vice (znovu ziskat barevny vzhled potra-
viny, ktery se zménil béhem vyrobniho procesu, zajistit uni-
formitu vyrobku ve vSech vyrobnich Sarzich, zlepsit vzhled
potravinového vyrobku aj.). Pro ptibarvovdni se pouzivaji
pfirodni i syntetickd barviva.

Povoleni pouZiti aditiva autorizované statem (a tedy i syn-
tetickych barviv) musi zajistit spotiebiteli zdravotni nezdvad-
nost. To Ize uskutec¢nit na zakladé znalosti o toxickych vlast-
nostech kazdé aditivni latky (ze zdroji Svétové zdravotnické
organizace WHO a Potravindfské a zemédélské organizace
FAO jsou relativné dobfe zndmy) a znalosti o skutecném
konzumu kazdého typu potraviny v konkrétni komunité. Tyto
udaje hodlaji zjisfovat zemé€ EU povinnym monitorovanim
v kazdém clenském stdté. Druhy a pocty povolenych barviv
se v jednotlivych zemich lisi. Ve vétsiné zemi je povoleno
okolo deseti druhii syntetickych barviv jakoZto potravindf-
skych aditiv. Nejvyssi povolené mnozstvi (NPM) téchto bar-
viv v potravindch je stanoveno tak, aby ochraiiovalo zdjmy
spotiebitele.
sprdvnd a nedostatecnd vyziva, pfirodni toxické latky, mikro-
bidlni kontaminace a kontaminanty. Dlouhodoby vliv nékte-
rych aditiv na zdravi ¢lovéka nenf jesté zcela prozkoumadn
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a dodate¢né vyzkumy pak mnohdy odhaluji chronické posko-
zovani zdravi. Skryté nebezpeci pouZivani potravindiskych
aditiv (a tedy i syntetickych barviv) by se tedy nemélo podce-
novat. Vyrobci musi dodrzovat limity — NPM, jak jim uklddd
zdakon €. 110/1997 Sb. — o potravindch a tabdkovych vyrobcich
a provddéci vyhladsky. Stdld kontrola orgdny statniho dozoru
je zde zcela opodstatnénd.

2. Barviva

Barviva jsou organické slouceniny s takovou molekuldrn{
strukturou, kterd umoziuje absorpci svétla ve viditelné ¢asti
spektra a zarovenl umoziuje fyzikdlni nebo chemickou vazbu
s vybarvovanym substratem. Barevnost je podminéna rozsah-
Iym konjugovanym systémem dvojnych vazeb v molekule
barviva'. Nositelem barevnosti jsou skupiny obsahujici dvojné
vazby, tzv. chromofory (skupina azo-, nitro-, nitroso-, karbo-
nylovd). Vlastni sloucenina nesouci chromofory se nazyva
chromogen. Intenzitu zbarveni a afinitu k substrdtu zvySuji
auxochromy (skupina hydroxy-, amino-, alkylamino-). Nejd-

rotenoidy, flavonoidy, anthrachinony, betalainy a pyrrolovd
barviva’”. Rostlinné pigmenty se pouZivaji jako zdravotné
nezdvadnd barviva v potravinaiském primyslu, farmacii, kos-
metice a jejich vyuZiti se neustdle rozsituje.

2.1. Syntetickd barviva

Syntetickych barviv je vyrdbén velky pocet. Jde o primy-
slové vyrdbéné barevné slouceniny, které se syntetizuji z vel-
kého mnozstvi polotovard, zaloZenych na produktech zpraco-
vani ropy a dehtu, proto se Casto nazyvaji dehtova barviva.
U fady syntetickych barviv, zejména u barviv rozpustnych
v tucich, byly zjistény kancerogenni dcinky (napf. u maslové
Zluti, kterd byla pouzivdna k barveni ztuZenych tukli — marga-
rintt). U mnohych syntetickych barviv je také prokdzano he-
molytické pusobeni, inhibice nékterych enzymi a negativni
plsobeni na zaludecni sekreci. Mohou skodit také obsahem
rezidui z vyroby (rtiznych uhlovodiki, t€Zkych kova aj.).
Nékterd syntetickd barviva (tartrazin, amarant, erythrosin)
jsou podstatné méné akceptovatelnd nez ostatni. Je tfeba na to
pamatovat zejména pii nachylnosti k alergiim.

Podle chemické povahy lze fadit syntetickd potravindfskd
barviva do nékolika skupin. Jsou to azobarviva mono- i poly-
funkéni, di- a trifenylmethanova barviva, nitrobarviva, pyra-
zonovd, xanthenovd, antrachinonovd, chinolinova a indigoid-
ni barviva. VétSina ve vodé rozpustnych barviv je kyselé
povahy. Obsahuji ve své molekule jednu nebo nékolik sulfo-
skupin a jsou pouZzivdna ve formé sodnych soli, které jsou
velmi dobfe rozpustné ve vodeé. Z hlediska legislativy jsou
velmi dilezité i dikazy pfibarvovdni potravin synteticky-
mi barvivy, pfedevSim se zietelem k dodrZovanf{ piisluSnych
zdravotnickych norem'”,

Povoleni k pouzivani veskerych aditiv je podminéno celou
fadou zdravotnich zkouSek. Patii mezi né napiiklad zjiStén{
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akutni toxicity (LD-50) u pokusnych zvitat, tj. ddvka latky,
kterd usmrti 50 % jedincti, subchronické a chronické toxicity,
kancerogenity, mutagenity, teratogenity, kumulace v organis-
mu, bioenergetické ucinky, vliv na imunitu a nékteré dals{
ucinky. Byva urcen povoleny denni piijem (ADI — acceptable
daily intake), ktery vychdzi z pokusli na zvifatech. Podle
doporuceni WHO se zjisti koncentrace litky, kterd jesté nema
pro pokusné zvife zddné toxické plisobeni, tato hodnota se
snizi 100x a vyjadiuje ADI pro &lovéka (v mg.kg™" télesné
hmotnosti)'".

Potravindrskd barviva musi spliiovat i dal$i pozadavky.
Nesmi nepfiznivé ovlivnit ostatni organoleptické vlastnosti
pfibarvené potraviny, zejména pak chuf a vini. Musi mit
vysokou barevnou mohutnost a byt dobfe rozpustnd ve vodeé.
Nesmi dochdzet k interakcim s jinymi slozkami potravin.
Barvivo musi byt stdlé vii¢i zméndm pH, oxida¢né redukénim
vlivlim, vGci svétlu, teplu a u pevnych potravin i vii¢i vlihkosti.
Musi byt ekonomicky dostupné a piijatelné a musi spliiovat
pozadavky na obsah hlavni slozky a pfitomnost vedlejsich
slozek'%. Ve smyslu zdkona &. 110/1997 Sb. a vyhlasky MZ
CR ¢&.298/1997 Sb. jsou za barviva povazovény latky ziskané
z potravin a dal3ich slozek ptirodniho ptivodu extrakcei fyzi-
kalni a chemické povahy, kterd md za ndsledek selektivni
oddéleni barevné latky.

Potraviny, chufové a aromatické latky a jejich slozky, které
se priddvaji béhem vyroby do potravin pro své aromatické,
chufové nebo vyZzivové vlastnosti a pfitom maji sekundarn{
barvici dc¢inek, jako napf. mletd paprika, Safran a kurkuma
a ddle barviva, uréend k barveni nejedlych vnéjsich casti po-
travin, jakymi jsou napf. povrchové povlaky syrt a salimova
stfeva, se za barviva ve smyslu této vyhldsky nepovazuji.
Seznam barviv povolenych k barveni potravin je uveden v ta-
bulce I. K pfibarvovani se obvykle nepouzivaji v§echna povo-
lend barviva spolecné, ale maximdlné kombinace dvou az tif
barviv. Mezi nejcastéji pouzivand barviva na ptfibarvovani
potravin patif: chinolinova zlut, zlut SY, tartrazin, ponceau
4R, indigotin, azorubin, brilantni modf, zelen S, brilantn{ cern
a amarant.

Nejvyssi povolend mnoZstvi'2 jsou vztaZena na potravinu
pripravenou k pouzivani podle navodu vyrobce (pokud piipra-
vu pred spotfebou vyzaduje). Pii pouziti v kombinaci se
hodnota tykd celkového mnozZstvi pouzitych barviv. U skupiny
vyjmenovanych potravin (napf. odridovd vina) nesmi byt
pouzita zadna syntetickd barviva.

3. Stanoveni syntetickych barviv v potravinach

Zdjem hygienikl o potravinarska syntetickd barviva vzro-
stl, kdyZ u fady béZné pouzivanych syntetickych barviv byly
vystopovany pravdépodobné kancerogenni ucinky. Vysled-
kem je i zdkaz pouzivani nékterych lipofilnich syntetickych
barviv pro potravinafské ucely ve vétSiné stitli. To se tykd
rovnéz uplného zakazu pouzivani barviva ponceau 4R (E 124)
na celém tzemi USA a Velké Britdnie. Podobny osud potkal
v USA i amarant (E 123) a erythrosin (E 127). V Ceské
republice upravuje barveni potravin zdkon ¢. 110/1997 Sb.
o potravindch a tabdkovych vyrobcich, ktery pouzivani barvi-
va ponceau 4R (E 124), amarant (E 123) i erythrosin (E 127)
povoluje i pfes dosud nepotvrzené podezieni na pravdépodob-
né kancerogenni ucinky.
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Tabulka I

Barviva, kterd sméji byt pouzivdna k vyrobé potravin jednot-
livé ¢i v kombinaci az do nejvyssiho povoleného mnozstvi
(NPM)

Cislo Barvivo

E 100 kurkumin

E 104 chinolinova zlut

E 120 kosenila, kyselina karminovd, karminy
E 124 ponceau 4R

E 131 patentni modi' V

E 133 brilantni modf

E 151 C¢ern BN

E160d lykopen

E160f ethylester kyseliny beta-apo-8’-karotenové
E 102 tartrazin

E 110 zlut SY

E 122 Azorubin

E 129 Cerven Allura AC

E 132 indigotin

E 142 zelen S

E 155 hnéd HT

E160e beta-apo-8’-karotenal

E161b lutein

Z uvedeného vyplyva nutnost neustalého zkoumanf rizik
pouZzivanych syntetickych barviv na lidské zdravi, s ¢imz
souvisi i rozvoj metod zabyvajicich se méfenim hodnot kon-
centraci syntetickych barviv v potravinarskych vyrobcich.

3.1. Metody diikazu a izolace
syntetickych barviv

Nejzndméjsi postupy diikazu piftomnosti syntetickych bar-
viv v rliznych druzich potravindfskych vyrobkd, jsou vybar-
vovaci zkousky na odtuénéném vinéném vldkné a nebo se
pouzivaji extrakéni zplisoby pomoci organickych rozpouste-
del. Kyseld barviva se daji izolovat extrakci n-amylalkoholem
a naslednou vicendsobnou extrakei do vody?. U tuhych vzor-
ki se pouziva k extrakci amoniakdlni roztok methanolu a etha-
nolu?*. PouZivanym zptisobem izolace je také adsorpce na
polyamid23’25, kaolin, pfirodni kiemicitan hlinity, aktivni uh-
11, U kapalnych vzorki se dokazuje p¥itomnost barviv piimo,
z tuhych vzorki je po homogenizaci tfeba barviva extrahovat
vodou. Pokud vzorek obsahuje vic nez 5 % tuku, je tfeba ho
nejprve extrahovat petroletherem.

Z bilého vinéného vldkna se nejprve odstrani tukové sloz-
ky a necistoty (extrahuje se petroletherem, po ususeni se za-
hiivd v 5 % (m/m) NH, a nakonec se vypere vodou). Takto pfi-
pravené vldkno se namoci do roztoku vzorku a pii 70-100 °C
se po dobu 10-30 minut nechd adsorbovat syntetické barvivo.
Ziaroveni se vsak adsorbuji také antokyaniny, pokud jsou pii-
tomny. Ty se ale odstrani ndslednym vypranim ve studené
vodé. Pokud ztistane vldkno po vyprani zabarvené, je to dikaz
pfitomnosti syntetickych barviv ve vzorku.

U metody vybarvovani polyamidového prasku se pfi izo-
laci umélych barviv ze vzorku postupuje stejné jako v prvnim
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pfipadé. Vodny roztok barviv se smisi s polyamidem, protiepe
a prefiltruje. Polyamid zachyceny na filtru se pak promyva 2 %
(m/m) roztokem kyseliny octové v methanolu. Tim se odstrani
piirodni barviva. JestliZze i po tomto promyti ziistane polyamid
zabarveny, byla prokdzana pfitomnost syntetickych barviv.
Ve srovnani s vybarvovanim vinénych vldken je tato metoda
citlivéjsi, méné ¢asoveé narocnd a poskytuje veétsi kvantitativ-
nost adsorpce.

3.2. Stanoveni syntetickych barviv
metodou HPLC

Pii identifikaci jednotlivych barviv se vyuzivaji spektralni
metody v UV a viditelné oblasti, charakteristika absorp¢nich
spekter, fluorescence. Dfive se ke stanoveni potravindiskych
barviv vyuzivalo piedeviim chromatografickych'*2¢ spektro-
fotometrickych?’?® a elekrochemickych metod”. V soucas-
nosti nejvétsi pocet metod spadd do oblasti chromatografic-
kych a elektromigraénich metod'*2%**>% Casto se vyuziva
i chemometrie™.

V minulosti se jakoZto metody analyzy potravindiskych
barviv pouzivaly predevsim chromatografické metody (papi-
rovd, tenkovrstvd akolonovd). V soucasnosti se nejvice vyuzi-
va vysoce uc¢innd kapalinova chromatografie, kapildarni zéno-
vd elektroforéza, miceldrni elektrokinetickd chromatografie,
iontové parovd chromatografie a iontové vyménnd chromato-
grafie.

Syntetickd barviva (tartrazin, chinolinovd Zluf, azorubin,
kosenila, erythrosin, patentni modi V, indigotin, zelen S,
brilantni ¢ert BN) byla separovana*? metodou HPLC na kolo-
né¢ LICHROSORB RP-18 gradientovou eluci mobilni fazi
CH;OH a fosfdtovy pufr (pH 7,8). Barviva byla v eludtu
detegovdna spektrofotometricky s detekénim limitem v roz-
mezi 0,5-2,0 ].Lg.rnl'1 (tab. II).

Pro rozdéleni a stanoveni syntetickych barviv (amarant,
chinolinova zluf, Zlut SY, zelenn S) ve vzorcich nealkoholic-
kych ndpoji na kolon"H SPHERISORB byla pouzita smés
acetonitril:methanol:tlumivy roztok 17,5:12,5:70 (v/v). Doba
analyzy byla pouze 4 minuty. Detekce byla provedena spek-
trofotometricky.

K separaci 15 barviv** na koloné ULTRASPHERE ODS
byla pouzita gradientovd eluce mobilni fdzi tvofenou smési
roztoku siranu sodného o ¢ = 0,1 mol.I"" (pH 2,5 upraveno
pridavkem H PO4) a roztoku Na,SO, (¢ = 0,1 mol.I” b: H,O:
CH;OH v poméru 1,5:7:22 (v/v). Zlutd barviva byla dete-
govana spektrofotometricky pfi 430 nm, Cervena pii 520 nm
a zelend a modrd pfi 640 nm.

Vhodnost metody HPLC pro stanoveni syntetickych bar-
viv v potravindch® byla ovéfena mezilaboratornim testem (12
vefejnych a stdtnich laboratofi (GB) a jedné ddnské stdtni
laboratofe) na 6 vzorcich limondd a 2 vzorcich piSkotovych
buchet. Z nealkoholickych ndpojt byla barviva nejdfive za-
chycena na kolonu s polyamidem. K separaci bylo pouzito
chromatografického systému s reverzni fazi na koloné SPHE-
RISORB C8 s mobilni fdzi methanol:KH,PO, (5 mmol.I™)
s pomérem obou slozek 50:50 (v/v) az 60:40 (v/v). Vlnova
délka pro detekci (v rozmezi 430-640 nm) byla volena podle
druhu barviva.

Pro separaci a stanoveni 11 syntetickych barviv v 21
vzorcich nealkoholickych n::ipojﬁ46 metodou iontové parové
HPLC izokratickou eluci na chromatografické koloné¢ DEVE-
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Tabulka IT
Prehled podminek chromatografické separace (HPLC) syn-
tetickych barviv

Sorbent Eluce LOD Lit.
[ug.ml™]
LICHROSORB RP-18* gradientova  0,5-2,0 42
SPHERISORB" gradientova 43
ULTRASPHERE ODS¢ gradientova 44
SPHERISORB C8‘ 45
DEVELOSIL ODS 5° izokratickd ~ 0,05-0,2 46
COSMOSIL 5 C18-R' gradientovda  0,1-0,5 47
DIONEX ION PAC AS11# 48
SEPHARON SGX C18" gradientovd 49
_ i izokratickd

HYPERSIL BDS' _ gradientovd  <ng 50
SEPHARON SGX C18 izokratickd ~ 0,2-0,4 57,58

*CH,OH + fosfatovy pufr (pH 7 8) b acetonitril: methanol tlu-
mivy roztok 17,5:12,5:70 (v/v), © Na,SO, (¢ = 0,1 mol. I, pH
= 2,5 upraveno piidavkem H,PO,) + NaZSO (¢=0,1 mol.I™)
:H,0: CH OH v poméru 1,5: 7 22 (v/v) methanol:KH,PO, (5
mmol I~ ) 50:50 (v/v) az 60:40 (v/v) acetonitril:50 mmol !
NaH,PO,, obsahuym 2 mmol.I"! cetyltrimethylamoniumchlo-
ridu a 3 mmoll tetra-n-hexylamoniumbromidu (pH 3,0) =
3:2 (v/v), acetonitril + 0,015 mol.I”! tetrabutylamonium-hy-
droxidu, & HCl:acetonitril, " methanolicky avodny roztok TBAB
0 ¢ =5 mmol.I"", ' NaH PO, (c =10 mmoll Na tetrabutyl-
amonium- d1hydrogenfosfat (c =1 mmol.lI™") o pH 4 2 a ace-
tonitrilu, I 50 mmol.I"! fosfatovy pufr a 5 mmol.I"" tetrabu-
tylammonium-hydroxid (TBAOH) o pH 4,2 v 30 % resp. 38 %
(v/v) acetonitrilu

LOSIL ODS 5 byla pouzita smes acetonitril:50 mmol.l™!
NaH,PO,, obsahUJ1c1 2 mmol.I™! cetyltrimethylamoniumchlo-
rid a 3 mmol.I"! tetra-n-hexylamoniumbromid (pH 3,0) = 3:2
(v/v). Pred naddvkovanim na HPLC kolonu byla barviva z ne-
alkoholickych ndpojt nejdifve zachycena na kolonu s poly-
amidem. Barviva byla detegovana spektrofotometricky s de-
tekénimi limity v rozmezi 0,05-0,2 ug.ml’l.

Ke stanoveni syntetickych barviv v nealkoholickych na-
pojich a bonbonech?’ metodou iontové parové HPLC byl
vzorek rozpustén ve vode¢ a pridavkem kyseliny octové upra-
ven na pH 3—4. PreciSténi roztoku bylo provedeno pies Sep-
-Pak NH, kolonu. Barviva byla eluovédna 50 % (v/v) roztokem
ethanolu obsahujl’cirn 1 % NH;. Po neutralizaci eludtu kyseli-
nou octovou byla vlastni separace barviv provedena na koloné
COSMOSIL 5 C18 — AR gradientovou eluci smési acetonitril
a 0,015 mol.I"! roztok tetrabutylamonium-hydroxidu. K de-
tekci barviv byl pouzit UV/VIS spektrofotometr, pficemz
¢ervend a modrd barviva byla detegovana pfi vinové délce 550
nm, zlutd barviva pfi 450 nm. Detek¢ni limity barviv byly 0,1—
0,5 ug.g" resp. pg.ml~' vzorku.

Separace a stanoveni 8 syntetickych barviv (amarant, bri-
lantni modf, new red, indigotin, ponceau 4R zlut SY, tartrazin,
Cerven allura) v nealkoholickych a instantnich ndpojich meto-
dou HPIC (high — performance ion chromatography) byla
provedena s vyuzitim gradientové eluce na aniontové — vy-
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ménné koloné DIONEX ION PAC AS11 s velmi nizkou
hydrofobicitou®®. Mobilni fizi tvofila smés HCl:acetonitril.
Barviva byla detegovana spektrofotometricky. Pro amarant,

ponceau 4R a new red byla jako kompromis zvolena detekén{

vlnovd délka 525 nm, pro Zlut SY a Cerveri allura 480 nm, pro
tartrazin 430 nm a pro brilantni modf a indigotin 625 nm.
Metoda nevyzadovala casoveé narocné precisténi, které se po-
uzivd u bézné kapalinové chromatografie.

Zkusebni metoda*” CZPI pro stanoveni syntetickych po-
travindfskych barviv v ndpojich, sirupech, cukrovinkdch
apod., pouzivd metodou HPLC na koloné€ Sepharon SGX C18
(3x150 mm) s velikosti ¢dstic 7 um a gradientové eluce,
popiipadé izokratické eluce (pro barviva s vys$Simi retencnimi
¢asy). Mobilni fazi je smés methanolického a vodného rozto-
ku TBAB o ¢ = 5 mmol.I"". Zlutd a ervend barviva lze
spektrofotometricky detegovat pii 480 nm (chinolinova Zlut
pti 420 nm), modrd pii 590 nm. Syntetickd barviva jsou nej-
diive vyextrahovdna z pozivatiny ve vodném prostiedi. Po
jejich adsorpci na polymerni sorbent jsou odstranény ldtky,
které mohou rusit stanoveni (sacharidy, ptirodni barviva aj.),
syntetickd barviva jsou eluovdna smési CH;OH:NH; = 90:10
(v/v) a eludt je zahus$tén na vakuové odparce.

Pro stanoveni syntetickych barviv (tartrazinu, amaran-
tu, ponceau 4R, zluti SY, erytrosinu a Sarlatové cerveni) v po-
travindch®® gradientovou eluci na koloné HYPERSIL BDS
(125%3 mm, 3 pm) byly zhodnoceny 4 riizné mobilni fize
a jako nejlepm byla doporuc¢ena smés roztoku NaH,PO, (c =
10 mmol. l ") a tetrabutylamonium- dlhydrogenfosfat (c=
1 mmol.I™Y) o pH 4,2 a acetonitrilu (ddle ACN). Pfi pouzm
dvou posledné uvedenych fazi (NaH,PO,, (c = 10 mmol I+
tetrabutylamonium-hydrogensulfat (c = 1 mmol. "o pH 4,8)
a ACN; octan amonny (¢ = 10 mmol.l™" o pH 4,9) a ACN
aNaH,PO, (¢ = 10 mmol.I"" o pH 4,3 a ACN) dochizelo
k mirné deformaci pikti barviv obsahujicich sulfoskupiny (tar-
trazin, amarant, azorubin, zZlut SY).

3.3. Stanoveni syntetickych barviv
metodou CE

Ke stanoveni syntetickych pfidavnych barviv v potravi-
ndch se stdle Castéji vyuzivd elektromigrac¢nich metod, a to
predevsim kapildrni elektroforézy. Jednd se o kyseld (azo-
a triarylmethanovd) aniontova barviva obsahujici karboxy-,
sulfo- nebo hydroxyskupiny, které v zdsaditém prostredi tvori
negativné nabité barevné ionty. Kapildrni elektroforéza je tedy
idedlni metodou ke stanoveni téchto latek, neboft je schopna
separovat v§echna barviva s rozdilnymi funkénimi skupinami
béhem jedné analyzy a v kratkém case. Dalsi nezanedbatelnou
vyhodou je velmi mald spotfeba vzorku (tab. III).

Ke stanoveni syntetickych barviv v potravinovych vzor-
cich® metodou kapildrni izotachoforézy byl pouZit izotacho-
foreticky analyzator ZKI 01 s vodivostnim detektorem. Ja-
ko vedouci elektrolyt byl zvolen 10 mmol.I"" roztok HCI
s B-alaninem o vysledném pH 3,5 a pfidavkem 0,1 % rozto-
ku methylhydroxyethylceluosy. Koncovy elektrolyt byl tvofen
5 mmol.I™! kyselinou octovou. Vzorky byly analyzovény pfi
proudu 300 1A v piedseparacni koloné a 50 pLA v analytické
koloné. Doba analyzy byla 30 minut. V nékterych piipadech,
kdy vzorek obsahoval kombinaci syntetickych barviv s indi-
gotinem byl rozdil pohyblivosti jednotlivych barviv velmi
maly a detektor je nezaznamenal. V takovém piipadé byl
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pouzit selektivni fotometricky detektor ve viditelné oblasti
spektra.

K identifikaci 11 potravindfskych barviv metodou®> CZE
pomoci izotachoforetického analyzdtoru EA 100 s tpravou
pro metodu CZE v hydrodynamicky uzavieném systému byl
aplikovan elekrolytovy systém (ES) nosny anion: 30 mmol.1™!
TES (kyselina N-tris-(hydroxymethyl)-methyl-2-aminoethan
sulfonova), protiion: 8 mmol.I™ imidazol, 2 % PEG (polyethy-
lenglykol) a 6 mmol.I"" B-cyklodextrin. Vysledné pH ES bylo
6,84. Doba analyzy byla 600 s pfi hnacim proudu 140 pA.
Diky jednoduchému uspotadani pfistroje, kratké dobé analyzy
a malé spotfebé nosného elektrolytu a vzorku byla tato metoda
zhodnocena jako nejméné finan¢né ndro¢nd k identifikaci
syntetickych barviv v pozivatinach.

V pripadé pouziti metody kapildrni zénové elektroforé-
zy>, kdy byl jako zdkladni elektrolyt pouzit 20 mmol.l™!
bordtovy pufr adjustovany na pH 7-9 bylo moZné stanovit Sest
zdkladnich syntetickych potravinafskych barviv s detekénim
limitem 3 pg.ml™" pro jednotliva barviva. Reprodukovatelnost
migra¢nich ¢astt %RSD byla pod 1 % a pro plochy piki pod
5 %. K separaci bylo pouzito elektrokinetické davkovani vzor-
ku pfi 4 kV po dobu 14 s, analytické napéti 25 kV, teplota 18 °C
a vlnova délka pro detekci 220 nm. Méfeni bylo provedeno na
CE systému s CV* CE absorpénim detektorem s kiemennou
kapildrou 60 cm dlouhou s 75 um i.d.

Dalii tym autort® stanovoval potravindiska barviva na
elektroforetickém systému HCZE-30 PNO.25-LSD s on-co-
lumn detekci (875-CE UV-VIS detektor). K separaci jednot-
livych barviv byl pouZit jako elektroforeticky pufr 20 mmol.1™!
tetraboratovy pufr pH 7,5 a kapildra o celkové délce 77 cm
a 50 um i.d., analytické napéti 25 kV a hydrostatické davko-
vani vzorku.

Stanoveni potravindiskych aditiv na CAPI-3000 systému
s kfemennou kapllarou 75 um i.d. o celkové délce 50 cm
MEKC popisuje prace . K detekci byl pouzit diode-array
detektor s rozsahem absorban01 190-600 nm. Elektroforeticky
pufr byl tvofen smési 25 mmol.I™! fosfitového a 25 mmol.I”!
boratového pufru 1:1 o pH 8,0 obsahujici 10 mmol.I"! SDS.
Separace probihala pii 25 °C a 10 kV. Pfi pouziti hydrostatic-
kého ddvkovani bylo béhem 20 minut separovdno sedm syn-
tetickych barviv s RSD migracnich ¢asti 0,7 % a ploch piki
5,1 % a detekénim limitem ca. 1 ug.ml™.

HP'°CE systém s vestavénym diode-array detektorem
a HP*PCE ChemStation softwarem® byl pouZit pro separaci
v kfemenné kapildre 50 um i.d. a 64,5 cm celkové délky pii
30 °C a30kV. Z celé fady pouzitych elektroforetickych pufri
(bordt, CAPS, fosfit) byl jako optimdlni vybran 10 mmol.l™"
fosfatovy pufr s 5 mmol.I"" hydrogenuhli¢itanovym pufrem
o celkovém pH 10,5. Vzorek byl vpraven do separac¢ni kapi-
lary hydrodynamicky 100-200 mbar.s~ Bylo dosazeno sepa-
race s RSD migracnich c¢asti pod 0,5 % a ploch pikd mezi
24 %. Mez stanovitelnosti LOQ (10.S/N) byl 0,5-1 pg.ml™".

Syntetickd barviva v bonbonech, pudincich, vinech, siru-
pech, limonddéch, instantnich a nealkoholickych ndpojich
byla soubézné stanovena kapilarni elektroforézou (CE) a ka-
palinovou chromatografii (HPLC) s diode-array detekci®’*®
Vysledky obou metod byly ve velmi dobré shodé s vysled-
ky UV-VIS spektrofotometrie. Jako zdkladni elektrolyt pro
CE byl zvolen borat/fosfitovy pufr pH 9,0 (12,5 mmol.l™!
boritovy pufr a 12,5 mmol.I™' fosfitovy pufr 1:1) obsahujici
40 mmol.1"' dodecylsulfit sodny (SDS). Pro HPLC separaci
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Tabulka IIT

Prehled podminek separace syntetickych barviv elektromigra¢nimi metodami

Mod CE Elektrolyt LOD Lit.

[ug.ml™]

ITP ved. — 10 mM-HCl + B-alanin (pH 3,5) + 0,1 % methylhydroxycelulosa - 51
konc. — 5 mM kys. octovd

CZE na ITP analyzdtoru 30 mM TES (nosny ion) + 8 mM imidazol, 2 % PEG + 6 mM 3-C - 52
(protiion) pH 6,8

CZE 20 mM boratovy pufr pH 7-9 3 53

CZE 20 mM tetraboritanovy pufr pH 7,5 1-3 54

MEKC 2 5 mM fosfatovy + 25 mM bordtovy pufr 1:1 + 10 mm SDS 1 55

CZE 5 mM hydrogenuhlic¢itanovy pufr pH 10,5 0,5-1 56

MEKC 12,5 mM bordt. + 12,5 mM fosfatovy pufr 1:1 + 40 mM SDS 0,5-1 57,58

na koloné Sepharon SGX C18 (3x150 mm, 5 pm) byla jako
mobilni fdze zvolena smés (30:70 v/v) acetonitrilu s vodnym
roztokem 50 mmol.I™! fosfatového pufru a 5 mmol.I! tetrabu-
tylamonium-hydroxidu (TBAOH ) o pH 4,2. Relativni smé-
rodatnd odchylka pro jednotlivd stanoveni byla mensi nez
0,5 % pro migracni ¢asy a mensi nez 3 % pro plochy elektro-
foretickych pikt, mensi nez 0,9 % pro reten¢ni Casy a mens{
nez 2,4 % pro plochy pikti. Mez stanovitelnosti LOQ (10.S/N)
pro jednotliva piidavna barviva byl 0,5-1 pg.ml™" pii pouziti
separacni kapildry o celkové délce 50 cm a 50 um i.d., sepa-
raénim potencidlu 30 kV, teploté 30 °C a hydrodynamickém
davkovani vzorku pii tlaku 50 mbar po dobu 10 s, a/nebo
0,2-0,4 pg.ml™" pro HPLC.

4. Zavér

Pro stanoven{ obsahu jednotlivych syntetickych barviv ve
vzorcich potravin, v ndpojich a jejich koncentrédtech 1ze pouzit
fadu separacnich a optickych metod (LC, CE, UV/VIS spek-
trofotometrie). Vysledky vSech metod jsou obvykle ve velmi
dobré shodé s vyjimkou vzorkd obsahujicich smés barviv
s podobnymi absorpénimi maximy. V tomto piipadé je jed-
noduchd metoda UV/VIS spektrofotometrie zatiZena velkou
chybou 10-15 %. Metoda je vyhodnd predev§im u vzorkd

nebo barviv s podobnymi optickymi charakteristikami je
vhodné pouzit vice ¢i méné komplikované postupy vicesloz-
kové analyzy (PLS, nelinedrni regrese atd.).

Kapildrni elektroforéza poskytuje velmi dobré vysledky
i postacujici citlivost stanoveni. Jeji hlavni vyhodou je piede-
v§im mald spotfeba vzorku a zdkladniho elektroforetického
pufru, a krdtkd doba analyzy. Urcitou nevyhodou CE ve srov-
nani s HPLC je nutnost oddéleni latek ze vzorku, které by
mohly mit za ndsledek ucpdni separa¢ni kapildry. Uvedend
metoda ddva velmi dobré vysledky nejen v oblasti syntetic-
kych barviv potravindrskych, ale i dalSich barviv obsahujicich
alespon jednu sulfo-, karboxy-, nebo hydroxyskupinu. Tato
barviva v neutrdlnim nebo zdsaditém prostiedi tvoii negativné
nabité ionty a to umoziiuje jejich snadné a rychlé stanoven{
metodou kapildrn{ elektroforézy. Naopak u pfirodnich barviv
se tyto skupiny nevyskytuji viibec nebo jen velmi ojedinéle
a to spolu s velikosti molekul jednotlivych piirodnich barviv
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komplikuje jejich stanoveni kapildrni elektroforézou.

Ke stanoveni téchto barviv je mnohem jednodussi vyuzit
metodu HPLC, kterd je dokonale propracovanou metodou. LC
dovoluje separaci ionogennich i neionogennich barviv, vyzna-
Cuje se jednoduchosti kvantifikace a v neposledni fadé i snad-
nosti identifikace barviv na zdkladé jejich spektrdlnich cha-
rakteristik (UV-VIS, IR, MS atd.). V tadé piipadli odpadd
slozitd vprava vzorka pted vlastn{ separaci, citlivost stanoveni
je casto o vice nez jeden fdd lepSi a pro vétSinu pripada se
vyznacuje i dostate¢nou separacni i¢innosti.

Tato prdce vznikla za financni podpory Ministerstva Skol-
stvi, mlddeze a telovychovy CR, grant. reg. ¢. VS 97014.
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A. glampové, D. Sméla, A. Vondrackova, I. Jan¢arova,
and V. Kuban (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
amixture 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 10-15 %. 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.



