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Vyuiitie kapilSrnej izotachofor6zy na stanovenie niektorfch
syntetickych farbiv

JOLANA KAROVIEOVA-JOZEF POLONSKV-ALEXANDER PRIBELA_

-PETER SIVTO

Sihrn. V odporudanom elektrolytickom syst6me ES I boli rozdelen6 a identifikovan6
niekto16 syntetick6 farbiv6 (napr. tartrazin, Zlte SY, azorubin), ktore sa najdastejSie vyskytu-
ju v prilarbovanych potravin6rskych vlirobkoch. Dobre vysledky izol6cie syntetickych larbiv
sa dosiahli adsorpciou na polyamidov6 granuly.

Prifarbovanie potravin prirodzenymi a syntetickfmi farbivami m6 svoje
opodstatnenie tak z hladiska estetickeho, ako aj fyziologick6ho. Atraktivny
vzhlad potraviny m6 za n6sledok zvf5enir sekr6ciu Zalirdodnych Stiav a tfm
i lep5ie vyuZitie konzumovanej potraviny [].

Syntetick6 farbiv6 majfi oproti prirodzenym vela vyhod. Sri odolnejiie proti
zmenim pH a kyselinSm, proti tepelnym a svetelnim vplyvom, oxid6cii a enzy-
matickej dinnosti a proti niektorym chemickym konzervadnfm prostriedkom.
Nemenia viznamne farbu v komplexoch s kovmi, moZno ich vyrobit' v rovno-
mernej kvalite, vysokej koncentr6cii, s velkou farbiacou mohutnost'ou a disto-
tou, sir vo ved5ine pripadov podstatne lacnejlie ako prirodzen6 farbiv6. Pre

uvedene vyhody sa syntetick6 farbiv6 roz5irili velmi r;ichlo aj v potravin6rskom
priemysle [].

Zdravotnymi aspektmi pouZivania syntetickych farbiv sa zaoberajir pr6ce

Riazuddina a kol. [2], Combesa [3], Vargovej [4]. Dok6zalo sa, Ze vddiina
syntetickich farbiv, ktorfch kancerog6nna vlastnost' sa dok6zala v pokusoch, je

rozpustn6 v tukoch. ViidSina 5t6tov v remci legislativnych opatreni prijala
koncepciu tzv. pozitivnych zoznamov povolenych farbiv. V nich sa vyskytujil
len presne definovan6 farbiv6 a ich podet je obmedzeny podla najnov5ich
hygienicko-toxikologicklich poznatkov. Takfto postup zniluje na minimum
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zdravotn6 riziko a sudasne ulahduje pr6cu hygienickej kontroly a potravin6r-
skych analytikov.

Na anal;izu syntetickych farbiv sa vyuZiva najmd papierov6 a tenkovrstvov6
chromatografia. Na oddelenie synteticklfch farbiv sa pouZivajt univerz6lne
alebo 5pecifick6 vyvijacie sristavy [5, 6]. Na identifikriciu farbiv sa vyuZivaju
spektr6lne metody v UV a viditelnej oblasti, charakteristika diarovych spektier
a fluorescencia. Niektori autori [7-9] stanovili synteticke farbiv6 met6dou
HPLC aj pouZitim diode-array detektora.

Cielom pr6ce bolo zistit'vhodny elektrolytickyi syst6m kapilSrnej izotachofo-
rlzy, v ktorom by sa dosiahla separdcia do najvdd5ieho podtu syntetickych
farbiv a preskri5at' sp6soby izoldcie syntetickych farbiv zr6znych typov vzoriek,
najmd na modelovych vzorkdch Standardnych roztokov syntetickfch farbiv.

Materiil a met6dy

Izotachoforeticke merania sa robili na izotachoforetickom analyzatore
s technikou spiijania kolon ZKI0L (URVJT Spi5sk6 N. Ves). Sign6l z vodivos-
tn6ho detektora bol po zosilneni registrovan! dvojliniovym zapisovaiom TZ
4200 (Laboratorni piistroje, k. p., Praha). Vzorky sa analyzovali pri hnacom
prirde 300 pA v predseparainej kol6ne a 50 pA v analytickej kolone. Vzorky sa
riedili vodou a do kolony dilvkovali d6vkovacim kohirtom pristroja.

Pracovali sme so Standardmi syntetickfch farbiv (tatrazin, ZltA SY, patentn6
modr6, erytrozin, brilantn6 dierna BN, ko5enilov6 derven6, indigotin, amarant.
azorubin) koncentrdcie 100 mg. dm-3.

Vfsledky a diskusia

Zistit, presku5at a zarovei odporudit' vhodny elektrolyticky system (ES),
pomocou ktoreho by sa dosiahla separ6cia do najvdd5ieho podtu syntetickych
farbiv sme robili so Standardnymi roztokmi syntetick;fch farbiv koncentracie
100 mg.dm-', io zarudovalo, Ze neprekraiujeme separainu kapacitu kolony.
Analyzy sa najprv robili v predseparadnej kolone, do bolo pri dan;fch koncentr6-
ci6ch postadujuce, pretoZe sa vylidila moZnosf tvorby nestacion6rnej zony.
Tieto tvrdenia sa overili pri niektorych Standardnych zmesiach, ktor6 sa oddelili
v predseparadnej kol6ne a neoddelili sa ani v analytickej kolone. Ide teda
o stabiln6 zmesn6 zony, ktorych separ6ciu nedosiahneme zvy5ovanim separad-
nej kapacity kolony, ale iba zmenou elektrolytickeho systemu [0, 11]. V pr6ci
sa presku5ali Styri elektrolyticke systemy ES (tab. 1), v ktorych sa zmenilo
zloienie vodiaceho elektrolytu (zmena pH, zmena protii6nu) izlolenie zakondu-
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Tabulka l. ZloLenie pouZitych elektrolyticklch systemov ES pre kapil6rnu izotachofor6zu
Table l. Composition ol used electrolyte systems ES for capillary isotachophoresis

ESI ES II ES III ES IV

r,odiaci elektrolyt
HCLr [mol . dm r]

Protii6n2

pH
Aditivum MHEC3 [%]
Zakondujrici elektrolyta

c [mol . dm 3]

10:
palanin5

15

0.1

kyselina
octov66
5 . l0-3

10-2
kyselina

e-aminokapr6novAl
4,5

0,1

kyselina
kapronov68

5.10 3

102
histidine

6,0

0,1

kyselina
kapronovds

5. l0-3

l0r
histidin'q

6,0

0.1

kyselina morlo-
linet6nsulf6nov6ro

5.10 l
5. 10-r mol . dm l

histidine
pH 5-6

MHEC - metylhydroxyetylceluloza; Methylhydroxyethylcellulose.
rLeading electrolyte; 2Counterion; tAdditive MHEC; aTerminating electrolyte; 5p-Alanine; 6Acetic

acid; 7e-Aminocaproic acid; 8Caproic acid; eHistidine; roMorpholineethanesulphonic acid.

juceho elektrolytu. Pri posudzovani moZnosti separ6cie jednotlivych Standar-
dov bolo vyhodn6 ich vizu6lne pozorovanie priamo v kol6ne, do pomShalo pri
urdovani poradia farebne odliSnych farbiv. V elektrolytickych systemoch ES

I aZ ES IV sa namerali hodnoty charakteristickych konit6nt ft. syntetickych
farbiv, uvedenych v tab.2. Z pozorovania charakteristickych konit6nt jednotli-
vych Standardov syntetickych farbiv je zrejme, Ze patentn6 modr6 a azorubin
majt tieto konitanty dostatodne rozdielne a m6Zu sa potencion6lne oddelovaf
od v5etkych ostatnich farbiv, pri ktorych bude ich rozdelenie vzhladom na
velmi blizke k, problematickejSie a bude musiet byf doplnene e5te inimi meto-
dami (napr. papierovou chromatografiou).

Podas merani sme pozorovali, Le z6na zakondujriceho elektrolytu bola zafar-
ben6 mierne do dervena. Dal5imi meraniami sme zistili, Ze to sp6sobuje erytro-
zin, ktory m6 men5iu pohyblivosf ako pouZity zakondujuci elektrolyt.

Tieto merania a pozorovania viedli k zisfovaniu moZnosti separacie jednotli-
vych farbiv v zmesiach po dvoch, kaldb s kaZdym, s cielom ziskaf do najviac
inform6cii o oddeleni jednotlivych syntetickych farbiv a s konednym cielom
zostavif modelovu zmes do najveid5ieho podtu takich farbiv, ktore sa od seba

v jednotlivych elektrolytickych syst6moch oddelujri.
V tab. 3 st uvedene vysledky iba v elektrolytickom systeme ES I, kde sir

oddelitelne farbiv6 oznadene znamienkom *, farbiv6. ktore za danfch podmie-
nok vytv6raju zmesnu z6nu, znamienkom -.

Pri pr6ci so syntetickymi farbivami sme zistili pripady, kedy sme vizudlne
v kol6ne pristroja pozorovali dokonalir separ6ciu dvojice farbiv, aviak detektor
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Syntetrck6 farbival
k,

ESI ES II ES III ES IV

TarIraz"in2

Zlta sv3
KoSenilov6 ierven6a
Amarants
Azorubin6
Paterrtn6 modr67
Brilantni dierna BNE

Indigotine
Ervtrozinlo

0,1 84

0.200
0,r96
0,1 91

0.268

0.320
0.1 90

0.242

0.270
0.285

0,272
0,266
0,309
0.434
0.269
0,2't6

0.572
0.560
o 565

0.554
0;756
0.825

0.585

0,562

0.285

0.290
0.283

0,262
0.423
0.464
0,2'73

0.284

Tabulka 2. Hodnoty charakteristickych konitdnt k, syntetickych larbiv v ES I ES IV
Table 2. Relative slep height values k, lor synthetic dyes in ES I ES IV

/<, : r.s.h. : relativna vyika skoku; Relative step height.
k. : h,i tr

h, vzdialenosd merand od linie vodiaceho ionu po liniu prislirchajircej l6tke,v; Distance measu-
red from the leading ion line to the line representing the zone ol sample .r.

/r vzdialenosf od linie vodiaceho i6nu po liniu zakondujuceho ionu; Distance between leading
ion line and terminating ion line.

'Synthetic dyes; 2Tartrazine; 3Yellow SY; aCochineal Red; 5Amaranth;6Azorubin: Tpatent Blue;
8Brilliant Black BN; elndigotin; r0Erythrosin.

Tabulka 3. MoZnosti separ6cie dvojic syntetickyich farbiv v ES I
Table 3. Separation possibilities lor couples ol synthetic dyes in ES I

rTartrazine; 2Cochineal Red; rAmaranth; 4Yellow SY;
liant Black BN.
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sPatent Blue; 6Azorubin; ?Indigotin; sBril-

Tartra-
zinl

Koiine-
lov6

cervena-

Ama-
rantl

Ztt6 sYo
Patentna
mod165

Azoru-
bin5

Indigo-
tinT

Brilantn6
dierna
BNE

Tartrazinr + + + x

KoSinelov6
cervena- + + + x

Amarants x + +

Zh sYo + + X + x +

PatentnA
mod165 + + + + + + +

Azorubin6 + + + x + + +

Indigotin? x x x + + +

Brilantn6
iierna BN8 + + + +



ES IV

ES IV

0.:8 5

0.290
0.183

0.262

0.'1:3
0.464
0.273
0.284

-l:!i:]nCe measU-

:i\\een leacltng

:. -Patent 
Blue;

tuto skutodnosf nezachytil; zistilo sa to najme v zmesiach s indigotinom. Dife-
renciiilny ani line6rny zapisovad nezachyti. Ze idu za sebou dve z6ny, najmii pri
niZiich koncentr6ci6ch. Je to sp6soben6 tym, 2e rozdiel pohyblivosti jednotli-
virch farbiv je velmi maly, postadujirci sice na separ6ciu farbiv, ale pod prahom
citlivosti detektora. Zmesi, pri ktorlfch dochidza k uveden6mu javu boli oznade-
ne x. Aj z tohto d6vodu by bol pri analyze syntetickych farbiv logicky ovela
i'yhodnejSi selektivny fotometricky detektor vo viditelnej oblasti spektra.

V ES I moZno rozdelit' zmes farbiv, pozost6vajircich maxim6lne zo Styroch
farbiv, ktorych jednotliv6 kombin6cie sri uveden6 v tab. 4.

Tabulka 4. Rozseparovateln6 itvorica syntetickych farbiv v ES I
Table 4. Separable tetrads ol synthetic dyes in ES I

azorobin - patentn6
azorubin - patentn6
azorubin - patentnd
azorubin - patentna
azorubin - patentnd
indigotin - patentn6

modr6 - Zltd SY - tartrazint
modr6-Zlt6 SY-ko5enilov6 derven62

modr6-i1t6 SY-brilantna dierna BNI
modrrl - Zlt6 SY - amaranta

modr6 - aramant - indigotin5
modr6-azorubin-brilantnd dierna BN6

lrdr,eotin; sBril_

rAzorubin 
-Patent Blue- Yellow SY - tartrazine:

rAzorubin-Patent Blue-Yellow SY-Cochineal Redl
rAzorunin-Patent Blue-Yellow SY-Brilliant Black BN:
rAzorubin-Patent Blue-Yellow SY-Amaranth;
5Azorubin - Patent Blue - Amaranth - Indigotin;
6lndigotin-Patent Blue-Azorubin-Brilliant Black BN.

Meraniami sa zistilo, Ze pomocou vodivostn6ho detektora moZno zazname-
nat' len jednu Stvoricu syntetickych farbiv (indigotin-patentn6 modr6-azoru-
bin-brilantn6 dierna BN), pretoZe dvojice azorubin-Zlt6 SY a indigotin-
amarant zapisovad nezachyti a sir oznaden6 x.

V ES II sa zistili podobn6 vysledky s tym rozdielom, Ze dvojice azorubin

-Zh6 SY a indigotin-amarant tvoria zmesn6 z6ny, dvojica brilantn6 dierna
BN-indigotin je oznadene x, diZe moZno od seba oddelit' maxim6lne zmesi
pozost6vajilce z troch farbiv. ES III je od ES II odli5nlf iba tlfm, Ze zmesnri z6nu
tvoria aj brilantn6 dierna-indigotin, dvojicu ko5enilov6 derven6-indigotin
zachyti aj zapisovad a dvojice indigotin-amarat a indigotin-azorubin sa sice
rozdelia, ale detektor ich nezaregistruje. V ES IV sa dajir tieZ vedla seba stanovid
maxim6lne zmesi troch syntetickych farbiv.

Preto sa na analyzu vzoriek, v ktorych sir syntetick6 farbivS, odporirdal
elektrolyticky syst6m ES I, ktor6ho zloZenie je uveden6 v tab. 1. Aj vzhladom
na to, Ze na vdd5inu prifarbovanych vzoriek (napr. pudignovd pr65ky, priiSkov6
n6poje) sa pouiivaju jedno ai, tri r6zne syntetick6 farbivS, ktore sir v danom
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elektrolytickom syst6me rozdelene a identifikovane. NajpouZivanejSie su zrejme

farbiv6 tartrazin, amarant, azorubin, ZltA SY a ko5enilov6 derven6.

Je zname,2e sa prifarbuju r6zne potravindrske vyrobky (kvapaln6, pr65ko-

v6), ale nie kaZdy takto upraveny vyrobok moZno ihned analyzovaf. kapilSrnou
izotachofor6zou. Takm er z kaLdeho prifarbovan6ho potravin6rskeho qirobku
treba najprv syntetick6 farbiv6 izolovad. Preto sme preskir5ali rozne met6dy
izol6cie syntetickych farbiv :

- Syntetick6 farbiv6 z pr65kovych pudingov sa extrahovali zmesou metanol

- NH4OH (95 : 5). Spojene extrakty sa zahustili na vodnom kirpeli a dopl-
nili redestilovanou vodou na objem l0 ai.25 cm3. Bol to najjednoduch5i
a najrlfchlej5i sposob priamej extrakcie, ktor6 sa d6 pouZid iba pri tuhych
vzork6ch, pretoZe metanol a amoniak su dobre mie5ateln6 s vodou. Takto
ziskane extrakty m6Zeme priamo pouZid jednak na papierovti chromatogra-
fiu, jednak na kapil6rnu izotachofor6zu. Takyto postup nie je irplne kvanti-
tativny, straty vznikajir extrakciou a filtr6ciou. Na elimin6ciu tejto nepre-

snosti sa pouZila met6da Standardn6ho pridavku. Do paraleln6ho stanove-

nia sa pridal Standardnli pridavok syntetickeho farbiva a skutodn6 mnoZstvo

farbiva vo vzorke sa potom vypodita podla vzorca, ktorf odporirda Park

[2]:

ffir: ffil 
*t 

,
ffiz- ffit

kde m, je skutodn6 mnoZstvo syntetick6ho farbiva vo vzorke, lz, je mnoZstvo
syntetick6ho farbiva vo vzorke bez Standardn6ho pridavku, z, je mnoZstvo
syntetick6ho farbiva vo vzorke so Standardnym pridavkom, z, je mnoZstvo
Standardn6ho pridavku.

- Na izol6ciu syntetickich farbiv z kvapalnfch vzoriek je vhodn6 extrakcia do
n-amylalkoholu. Takto ziskan6 extrakty sir vhodn6 pre papierovf chroma-
tografiu, av5ak pouZitie extraktov na izotachoforetickri analyzrtje proble-
matick6. Pri extrakcii sa totiZ pouZiva kyselina chlorovodikov6 a kedZe

chloridy sa nach6dzaju.aj vo v5etkych vodiacich elektrolytoch, ich nadbytok
sa prejavi tym, 2e kol6nou budu tiect' chloridove i6ny zo vzorky, zatial do

vzorka sama ostane v d6vkovacom kohrite.

- Adsorpcia syntetickfch farbiv na odtudnen6 vlnenE vl6kno bola met6da
dasovo velmi ndrodn6 a ako sme sa presveddili, nie je kvantitativna. Preto
sme touto met6dou dalej syntetick6 farbiv6 zo vzoriek neizolovali.

- LepSie qfsledky izolacie syntetickfch farbiv sme ziskali pri pouZiti adsorpcie
na polyamidov6 granuly. Pri pr6ci so Standardnfmi roztokmi jednotlivych
farbiv sme zistili, Ze polyamidove granuly sir za urditfch podmienok schopn6
kvantitativne adsorbovat'synteticke farbiv6. MnoZstvo neadsorbovan6ho farbi-
va sa d6 zvySovaf najmii zvySenim mnoZstva adsorpdn6ho materi6lu. Do banky
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sme k 50cm3 vzorky prid6vali 2,5 cm3 kyseliny octovej a25 g presne odv6Ze-

nych polyamidovlich granirl. Banka bola na trepadke 20 minrit. Ak roztok nad
granulami nebol diry, pridalo sa dbl5ie mnoZstvo (l ai. 5 g) grantl. Postup sa

opakoval dovtedy, klim sa nedosiahla kvantitativna adsorpcia syntetickych
farbiv na granuly. Potom sa granuly premyli redestilovanou vodou a preskri5ali
r6zne spdsoby extrakcie farbiv z granul Vyskir5ali sa r6zne mnoZstv6 tlichto
extrakdnych zmesi: 2o/o roztok amoniaku vo vode, etanol - NH4OH (95 :5),
metanol - NH4OH (90 :10), ale ani v jednom pripade sa nepodarilo irplne
odstr6nit' farbivo z absorpdn6ho materi6lu. Preto sme sa rozhodli zistit', ak6
mnoZstvo farbiva ostane za Standardnlich podmienok naadsorbovanfch na
jednotkovej hmotnosti adsorbenta. Pracovali sme so Standardmi synteticklich
farbiv, extrakdn6 dinidlo bola zmes metanol - NH, (95 :5). MnoZstvo pevne
naadsorbovan6ho farbiva sme zistili izotachoforeticky z rozdielu mnoZstva
farbiva pred adsorpciu a po jeho elircii z adsorbenta. Sledovali sme kvantitativ-
nu adsorpciu farbiv pri laborat6rnej teplote, zvy5ovanim mnoZstva adsorbenta
a n6slednfm prepoditanim mnoZstva nevyextrahovan6ho farbiva na jednotkovfi
hmotnost' adsorbenta. V tab. 5 je uveden;f vysledok merania a mnoZstvo nevyex-
trahovan6ho farbiva - tartrazinu. Z merani vybranych syntetickych farbiv sa

zistilo, Ze mnoZstvo nevyextrahovaneho farbiva z polyamidovych granirl bolo
napr,7,3o/o lartrazinu, 13,6 o/o amarantl a7,5 % ko5enilovej dervenej.

Tabuf ka 5. MnoZstvo nevyextrahovan6ho tartrazinu z polyamidovjch granul
Table 5. Unextracted tartrazine amount coming lrom polyamide granules

F : (0,082 + 0,006) mg. l0 g-r adsorbenta,
t (%): (K,Rlr l00 [13],
kde -R: -xmar -.rmin, I (%) - relativna 5irka intervalu; Relative width of confidence interval, K,
tabelovan6 hodnota (0,51), / :7,3%.
rStandard solution concentration; 2Adsorbnet weight; sExtractant quantity; aUnextracted dye
F quantity.

Pri analyze reSlnych vzoriek, kde sri pritomn6 syntetick6 i prirodn6 farbiv6,
musime najprv odstr6nif zo vzorky prirodn6 farbiv6, napr. vyzrdianim octanom
olovnatym, aby vzorka neost6vala zafarbena prirodnfmi farbivami. Na stano-
venie syntetickfch farbiv v potravin6rskych vyrobkoch kapil6rnou izotachofo-

lt'l

Koncentr6cia
Standardn6ho roztokur

[mg.dm-3]

Hmotnost
adsorbenta2

Iel

MnoZstvo extrakdn6ho
dinidla3

[c-t]

MnoZstvo nevyextraho-
vanEho farbiva F

[mg.l0g rabsorb.]

25

25

25

25

25

25

25

25

25

35

50

50

50

50

50

0.084
0,07'7

0,089
0,082
0,079



r6zou treba najprv stanovit'kvalitativne zloLenie vzorky napr. papierovou chro-
matografiou, pripadne pouZif niektoru z uvedenych met6d izol6c\e syntetickych
farbiv zo vzorky. V takfchto pripadoch by kapil6rna izotachofor6za pomohla
ich rlchlemu stanoveniu, kde by das analyzy bol 30 aZ 40 minitt.
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Do redakcie doilo 10. 2. 1992

Capillary isotachophoresis utilization for the determination
of some synthetic dyestuffs

Summary

In recommended electrolyte system (ES I) some synthetic dyes (e.g. Tartrazine, Yellow SY,

Azorubin) most frequently present in bedyed food product, were separated and subsequently

identified. Good resulsts in synthetic dyestuffs isolation were achieved by adsorption on polyamide
granules.

Hcno.nrronanle KanHnrcpnofi nroraxoQope3[ Ars onpeaenentrc

HeKOTOpbTX C[HTeTlqeCKIrX IlIlrMeHTOB

PesroMe

B peroueugorannofi :lexrpornruqecKoy cncreMe ES I 6u,rn pacnpe,(eJreHbr ra r.rgeHqnSlpo-
BaHHbr HeKoropble cnlner[qecKue [r{rMeHTbr (nanpurvrep rarpa3nH, xeJrrar SY, aropyauu), xoro-
prre 6olsure Bcero Bcrpeqafirorcc r troaKparrruHbrx nuuleBblx npoayrTax. Xoporur.re pe3yJrbrarbr

u3oJrtrlr,tl,r cr,rHTerl{qec(nx trI{rMeHToB 6u,rN qocrurxyru a4cop6qraefi na no,.ruarvruAHbrx rpaHyJrrx.
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