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VyuZzitie kapilarnej izotachoforézy na stanovenie niektorych
syntetickych farbiv

JOLANA KAROVICOVA—JOZEF POLONSKY—ALEXANDER PRIBELA—
—PETER SIMKO

Suhrn. V odporic¢anom elektrolytickom systéme ES I boli rozdelené a identifikované
niektoré syntetické farbiva (napr. tartrazin, zlta SY, azorubin), ktoré sa najcastejsie vyskytu-
juv prifarbovanych potravinarskych vyrobkoch. Dobré vysledky izolacie syntetickych farbiv
sa dosiahli adsorpciou na polyamidové granuly.

Prifarbovanie potravin prirodzenymi a syntetickymi farbivami ma svoje
opodstatnenie tak z hladiska estetického, ako aj fyziologického. Atraktivny
vzhlad potraviny ma za nasledok zvysenu sekréciu zalido¢nych Stiav a tym
i lepsie vyuzitie konzumovanej potraviny [1].

Syntetické farbiva maju oproti prirodzenym vela vyhod. S odolnejsie proti
zmenam pH a kyselinam, proti tepelnym a svetelnym vplyvom, oxidécii a enzy-
matickej ¢innosti a proti niektorym chemickym konzervaénym prostriedkom.
Nemenia vyznamne farbu v komplexoch s kovmi, mozno ich vyrobif v rovno-
mernej kvalite, vysokej koncentracii, s velkou farbiacou mohutnostou a Cisto-
tou, su vo vacSine pripadov podstatne lacnejSie ako prirodzené farbiva. Pre
uvedené vyhody sa syntetické farbiva rozsirili velmi rychlo aj v potravinarskom
priemysle [1].

Zdravotnymi aspektmi pouZzivania syntetickych farbiv sa zaoberaju prace
Riazuddina a kol. [2], Combesa [3], Vargovej [4]. Dokazalo sa, Ze vicsina
syntetickych farbiv, ktorych kancerogénna vlastnost sa dokazala v pokusoch, je
rozpustna v tukoch. VicSina Statov v ramei legislativnych opatreni prijala
koncepciu tzv. pozitivnych zoznamov povolenych farbiv. V nich sa vyskytuju
len presne definované farbiva a ich pocet je obmedzeny podla najnovsich
hygienicko-toxikologickych poznatkov. Takyto postup zniZuje na minimum
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zdravotné riziko a suCasne ulahcuje pracu hygienickej kontroly a potravinar-
skych analytikov.

Na analyzu syntetickych farbiv sa vyuziva najméi papierova a tenkovrstvova
chromatografia. Na oddelenie syntetickych farbiv sa pouzivajii univerzalne
alebo 3pecifické vyvijacie sustavy [5, 6]. Na identifikaciu farbiv sa vyuzivaju
spektralne metody v UV a viditelnej oblasti, charakteristika ¢iarovych spektier
a fluorescencia. Niektori autori [7—9] stanovili syntetické farbiva metdédou
HPLC aj pouzitim diode-array detektora.

Cielom prace bolo zistit vhodny elektrolyticky systém kapilarnej izotachofo-
rézy, v ktorom by sa dosiahla separacia ¢o najviac¢Sieho poctu syntetickych
farbiv a preskusat spdsoby izolacie syntetickych farbiv z roznych typov vzoriek,
najmé na modelovych vzorkach Standardnych roztokov syntetickych farbiv.

Material a metody

Izotachoforetické merania sa robili na izotachoforetickom analyzatore
s technikou spajania kolon ZKI 01 (URVIT Spisska N. Ves). Signal z vodivos-
tného detektora bol po zosilneni registrovany dvojliniovym zapisovacom TZ
4200 (Laboratorni pfistroje, k. p., Praha). Vzorky sa analyzovali pri hnacom
prude 300 pA v predseparacnej kolone a 50 pA v analytickej kolone. Vzorky sa
riedili vodou a do kolony davkovali davkovacim kohtitom pristroja.

Pracovali sme so Standardmi syntetickych farbiv (tatrazin, Zlta SY, patentna
modra, erytrozin, brilantna ¢ierna BN, kosenilova ¢ervena, indigotin, amarant,
azorubin) koncentracie 100 mg.dm .

Vysledky a diskusia

Zistit, preskusat a zaroven odporucit vhodny elektrolyticky systém (ES),
pomocou ktorého by sa dosiahla separacia ¢o najvicésieho poctu syntetickych
farbiv sme robili so Standardnymi roztokmi syntetickych farbiv koncentracie
100 mg.dm™, ¢o zarucovalo, Ze neprekracujeme separaénu kapacitu kolony.
Analyzy sa najprv robili v predseparacnej kolone, ¢o bolo pri danych koncentra-
ciach postacujlce, pretoZze sa vylucila moznost tvorby nestacionarnej zony.
Tieto tvrdenia sa overili pri niektorych Standardnych zmesiach, ktoré sa oddelili
v predseparacnej kolone a neoddelili sa ani v analytickej koléne. Ide teda
o stabilné zmesné zony, ktorych separaciu nedosiahneme zvy$ovanim separac-
nej kapacity kolony, ale iba zmenou elektrolytického systému [10, 11]. V praci
sa preskusali Styri elektrolytické systémy ES (tab. 1), v ktorych sa zmenilo
zlozenie vodiaceho elektrolytu (zmena pH, zmena protiionu) i zloZenie zakoncu-

112




Tabulka 1. Zlozenie pouzitych elektrolytickych systémov ES pre kapilarnu izotachoforézu
Table 1. Composition of used electrolyte systems ES for capillary isotachophoresis

ES I ES II ES III ES IV
vodiaci elektrolyt
HCL'[mol.dm ™3] 1072 1072 102 102
Protiidn’ P-alanin’ kyselina histidin’ histidin’
g-aminokapronova’
pH 3,5 4,5 6,0 6,0
| Aditivum MHEC? [%] 0,1 0,1 0,1 0,1
| Zakonéujuci elektrolyt* kyselina kyselina kyselina kyselina morfo-
; octova® kapronova® kapronova® | linetansulfonova'®
| ¢ [mol.dm™] 5.1073 5.1073 5.1073 5.107°
i 5.1073 mol.dm™3
histidin’
pH 5—6

MHEC — metylhydroxyetylceluloza; Methylhydroxyethylcellulose.
'Leading electrolyte; *Counterion; *Additive MHEC; *“Terminating electrolyte; °f-Alanine; *Acetic
acid; "e-Aminocaproic acid; *Caproic acid; *Histidine; '°Morpholineethanesulphonic acid.

juceho elektrolytu. Pri posudzovani moznosti separacie jednotlivych Standar-
dov bolo vyhodné ich vizualne pozorovanie priamo v koléne, ¢o pomahalo pri
uréovani poradia farebne odliSnych farbiv. V elektrolytickych systémoch ES
I az ES 1V sa namerali hodnoty charakteristickych kons$tant k, syntetickych
farbiv, uvedenych v tab. 2. Z pozorovania charakteristickych konstant jednotli-
vych Standardov syntetickych farbiv je zrejmé, ze patentna modra a azorubin
maju tieto konsStanty dostatocne rozdielne a mozu sa potencionalne oddelovat
od vsetkych ostatnych farbiv, pri ktorych bude ich rozdelenie vzhladom na
velmi blizke k_problematickejsie a bude musiet byt doplnené eSte inymi meto-
dami (napr. papierovou chromatografiou).

Pocas merani sme pozorovali, Ze zona zakonéujuceho elektrolytu bola zafar-
bena mierne do ervena. Dalsimi meraniami sme zistili, Ze to spdsobuje erytro-
zin, ktory ma mensiu pohyblivost ako pouzity zakoncujuci elektrolyt.

Tieto merania a pozorovania viedli k zistovaniu moznosti separacie jednotli-
vych farbiv v zmesiach po dvoch, kazdé s kazdym, s cielom ziskat ¢o najviac
informacii o oddeleni jednotlivych syntetickych farbiv a s kone¢nym cielom
zostavit modelovi zmes ¢o najvacsieho poctu takych farbiv, ktoré sa od seba
v jednotlivych elektrolytickych systémoch oddeluju.

V tab. 3 st uvedené vysledky iba v elektrolytickom systéeme ES I, kde su
oddelitelné farbiva oznacené znamienkom +, farbiva, ktoré za danych podmie-
nok vytvaraji zmesnu zoénu, znamienkom —.

Pri praci so syntetickymi farbivami sme zistili pripady, kedy sme vizudlne
v kolone pristroja pozorovali dokonall separaciu dvojice farbiv, avsak detektor
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Tabulka 2. Hodnoty charakteristickych konstant k_ syntetickych farbiv v ES I—ES IV
Table 2. Relative step height values &, for synthetic dyes in ES I—ES IV

k
Syntetické farbiva' .
ES I ES II ES 111 ES IV
Tartrazin® 0,184 0,270 0,572 0,285
Zlta SY? 0,200 0,285 0,560 0,290
Kosenilova ¢ervena’ 0,196 0,272 0,565 0,283
Amarant® 0,191 0,266 0,554 0,262
Azorubin® 0,268 0,309 0,756 0,423
Patentna modra’ 0,320 0,434 0,825 0,464
Brilantna ¢ierna BN® 0,190 0,269 0,585 0,273
Indigotin’ 0,202 0,276 0,562 0,284
Erytrozin' - - =
k, = r.s.h. = relativna vyska skoku; Relative step height.
k.=h/h
h, — vzdialenost merana od linie vodiaceho iénu po liniu prisluchajtcej latke x; Distance measu-
red from the leading ion line to the line representing the zone of sample x.
h — vzdialenost od linie vodiaceho i6nu po liniu zakonéujliceho ionu; Distance between leading

ion line and terminating ion line.

'Synthetic dyes; *Tartrazine; *Yellow SY; “Cochineal Red; Amaranth; *Azorubin; 'Patent Blue:
#Brilliant Black BN; Indigotin; '“Erythrosin.

Tabulka 3. Moznosti separacie dvojic syntetickych farbiv v ES T
Table 3. Separation possibilities for couples of synthetic dyes in ES I

Sine- ; ; Brilantna
Tartra- KOSII,IC Ama- | 5., .4 |Patentnd| Azoru- | Indigo- | ..
" lova 5 | Z1ta SY .5 r 5 .3 Cierna
zin . .| rant modra bin tin 8
cervena BN
Tartrazin' - — ~ + + X =
Kosinelova
Gervena® - = + + - X =
Amarant® - — X + + X —
Zlta SY* + - X - X - +
Patentna
modra’ + + + + -
Azorubin® + + + X
Indigotin’ X X X - + +
Brilantna
¢ierna BN?® - — - + + + +

'Tartrazine; *Cochineal Red; *Amaranth; *Yellow SY; *Patent Blue; *Azorubin; "Indigotin; *Bril-
liant Black BN.
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tuto skutoCnost nezachytil; zistilo sa to najmi v zmesiach s indigotinom. Dife-
rencialny ani linearny zapisovac¢ nezachyti, ze idu za sebou dve zony, najma pri
niz8ich koncentraciach. Je to sposobené tym, ze rozdiel pohyblivosti jednotli-
vych farbiv je velmi maly, postacujuci sice na separaciu farbiv, ale pod prahom
citlivosti detektora. Zmesi, pri ktorych dochadza k uvedenému javu boli oznace-
né x. Aj z tohto dévodu by bol pri analyze syntetickych farbiv logicky ovela
vyhodnejsi selektivny fotometricky detektor vo viditelnej oblasti spektra.

V ES I mozno rozdelit zmes farbiv, pozostavajicich maximalne zo Styroch
farbiv, ktorych jednotlivé kombinacie st uvedené v tab. 4.

TabuTlka 4. Rozseparovatelna S§tvorica syntetickych farbiv v ES I
Table 4. Separable tetrads of synthetic dyes in ES I

azorobin —patentna modra —zItd SY —tartrazin'

azorubin — patentna modra —zIta SY-ko$enilova ervena’
azorubin — patentna modra —zIt4 SY —brilantna ¢ierna BN’
azorubin — patentna modra —#It4 SY —amarant*

azorubin — patentnd modrd —aramant —indigotin®

indigotin — patentna modrd —azorubin —brilantna ¢ierna BN®

!Azorubin — Patent Blue — Yellow SY — tartrazine;
’Azorubin — Patent Blue — Yellow SY — Cochineal Red;
*Azorunin — Patent Blue — Yellow SY — Brilliant Black BN;
*Azorubin — Patent Blue — Yellow SY — Amaranth;
’Azorubin — Patent Blue — Amaranth — Indigotin;
Indigotin—Patent Blue — Azorubin— Brilliant Black BN.

Meraniami sa zistilo, Ze pomocou vodivostného detektora mozno zazname-
nat len jednu Stvoricu syntetickych farbiv (indigotin—patentna modra—azoru-
bin—brilantna ¢ierna BN), pretoze dvojice azorubin—zIta SY a indigotin—
amarant zapisova¢ nezachyti a su oznacené x.

V ES II sa zistili podobné vysledky s tym rozdielom, ze dvojice azorubin
—zIta SY a indigotin—amarant tvoria zmesné zény, dvojica brilantna Cierna
BN—indigotin je oznacena x, Cize mozno od seba oddelit maximalne zmesi
pozostavajuce z troch farbiv. ES III je od ES IT odli$ny iba tym, Ze zmesnu z6nu
tvoria aj brilantna ¢ierna—indigotin, dvojicu koSenilova Cervena—indigotin
zachyti aj zapisovac a dvojice indigotin—amarat a indigotin—azorubin sa sice
rozdelia, ale detektor ich nezaregistruje. V ES IV sa daju tiez vedla seba stanovit
maximalne zmesi troch syntetickych farbiv.

Preto sa na analyzu vzoriek, v ktorych su syntetické farbiva, odporugéal
elektrolyticky systém ES I, ktorého zlozZenie je uvedené v tab. 1. Aj vzhladom
na to, Ze na vacsinu prifarbovanych vzoriek (napr. pudignové prasky, praskové
napoje) sa pouzivaju jedno az tri rozne syntetické farbiva, ktoré sit v danom
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elektrolytickom systéme rozdelené a identifikované. Najpouzivanejsie su zrejme

farbiva tartrazin, amarant, azorubin, zItd SY a koSenilova Cervena.

Je zname, Ze sa prifarbuju rozne potravinarske vyrobky (kvapalné, prasko-
vé), ale nie kazdy takto upraveny vyrobok mozno ihned analyzovat kapilarnou
izotachoforézou. Takmer z kazdého prifarbovaného potravinarskeho vyrobku
treba najprv syntetické farbiva izolovat. Preto sme preskusali r6zne metody
izolacie syntetickych farbiv:

— Syntetické farbiva z praskovych pudingov sa extrahovali zmesou metanol
— NH,OH (95 : 5). Spojené extrakty sa zahustili na vodnom kupeli a dopl-
nili redestilovanou vodou na objem 10 az 25 cm’. Bol to najjednoduchsi
a najrychlejsi spdsob priamej extrakcie, ktora sa da pouzit iba pri tuhych
vzorkach, pretoZe metanol a amoniak si dobre mieSatelné s vodou. Takto
ziskané extrakty mozeme priamo pouzit jednak na papierovi chromatogra-
fiu, jednak na kapilarnu izotachoforézu. Takyto postup nie je uplne kvanti-
tativny, straty vznikaju extrakciou a filtraciou. Na eliminaciu tejto nepre-
snosti sa pouzila metéda Standardného pridavku. Do paralelného stanove-
nia sa pridal standardny pridavok syntetického farbiva a skuto¢né mnozstvo
farbiva vo vzorke sa potom vypodita podla vzorca, ktory odporuca Park
[12]:
mg=m, .. >

m, — m,
kde m, je skuto¢né mnozstvo syntetického farbiva vo vzorke, m, je mnozstvo
syntetického farbiva vo vzorke bez §tandardného pridavku, m, je mnoZstvo
syntetického farbiva vo vzorke so standardnym pridavkom, m; je mnozstvo

Standardného pridavku.

— Na izolaciu syntetickych farbiv z kvapalnych vzoriek je vhodna extrakcia do
n-amylalkoholu. Takto ziskané extrakty st vhodné pre papierovi chroma-
tografiu, avsak pouzitie extraktov na izotachoforetickt analyzu je proble-
matické. Pri extrakcii sa totiz pouziva kyselina chlorovodikova a kedze
chloridy sa nachadzaju.aj vo vsetkych vodiacich elektrolytoch, ich nadbytok
sa prejavi tym, Ze kolonou budu tiect chloridové i6ny zo vzorky, zatial ¢o
vzorka sama ostane v davkovacom kohute.

— Adsorpcia syntetickych farbiv na odtu¢nené vinené vlakno bola metdda
¢asovo velmi narocna a ako sme sa presvedcili, nie je kvantitativna. Preto
sme touto metddou dalej syntetické farbiva zo vzoriek neizolovali.

— Lepsie vysledky izolacie syntetickych farbiv sme ziskali pri pouziti adsorpcie

na polyamidové granuly. Pri praci so Standardnymi roztokmi jednotlivych

farbiv sme zistili, Ze polyamidové granuly su za urcitych podmienok schopné
kvantitativne adsorbovat syntetické farbiva. Mnozstvo neadsorbovaného farbi-
va sa da zvySovat najméd zvySenim mnozstva adsorpéného materialu. Do banky
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sme k 50 cm® vzorky pridavali 2,5 cm® kyseliny octovej a 25 g presne odvaze-
nych polyamidovych granul. Banka bola na trepacke 20 mintt. Ak roztok nad
granulami nebol ¢iry, pridalo sa dalsie mnozstvo (1 az 5 g) granil. Postup sa
opakoval dovtedy, kym sa nedosiahla kvantitativna adsorpcia syntetickych
farbiv na granuly. Potom sa granuly premyli redestilovanou vodou a preskusali
rozne sposoby extrakcie farbiv z granul. Vyskisali sa rézne mnozstva tychto
extrakénych zmesi: 2 % roztok amoniaku vo vode, etanol — NH,OH (95 :5),
metanol — NH,OH (90 :10), ale ani v jednom pripade sa nepodarilo uplne
odstranit farbivo z absorpéného materialu. Preto sme sa rozhodli zistit, aké
mnozstvo farbiva ostane za Standardnych podmienok naadsorbovanych na
jednotkovej hmotnosti adsorbenta. Pracovali sme so Standardmi syntetickych
farbiv, extrakéné ¢inidlo bola zmes metanol — NH, (95 : 5). MnozZstvo pevne
naadsorbovaného farbiva sme zistili izotachoforeticky z rozdielu mnozZstva
farbiva pred adsorpciu a po jeho elucii z adsorbenta. Sledovali sme kvantitativ-
nu adsorpciu farbiv pri laboratornej teplote, zvySovanim mnozstva adsorbenta
a naslednym prepocitanim mnozstva nevyextrahovaného farbiva na jednotkova
hmotnost adsorbenta. V tab. 5 je uvedeny vysledok merania a mnozstvo nevyex-
trahovaného farbiva — tartrazinu. Z merani vybranych syntetickych farbiv sa
zistilo, Ze mnozstvo nevyextrahovaného farbiva z polyamidovych granul bolo
napr. 7,3 % tartrazinu, 13,6 % amarantu a 7,5 % kosenilovej Cervenej.

Tabulka 5. MnozZstvo nevyextrahovaného tartrazinu z polyamidovych granul
Table 5. Unextracted tartrazine amount coming from polyamide granules

Koncentracia Hmotnost Mnozstvo extrakéného Mnozstvo nevyextraho-
standardného roztoku'| adsorbenta? ¢inidla® vaného farbiva F
[mg.dm ] le] [cm?] [mg.10 g " absorb.]
25 25 150 0,084
25 25 150 0,077
25 25 150 0,089
25 25 150 0,082
25 35 250 0,079

F = (0,082 + 0,006) mg. 10 g~ adsorbenta,

[ (%) = (K,R/X) 100 [13],

kde R = X, — Xmin» [ (%) — relativna Sirka intervalu; Relative width of confidence interval, K,
tabelovana hodnota (0,51), / = 7,3 %.

'Standard solution concentration; *Adsorbnet weight; *Extractant quantity; *Unextracted dye
F quantity.

Pri analyze realnych vzoriek, kde st pritomné syntetické i prirodné farbiva,
musime najprv odstranit zo vzorky prirodné farbiva, napr. vyzrazanim octanom
olovnatym, aby vzorka neostavala zafarbena prirodnymi farbivami. Na stano-
venie syntetickych farbiv v potravinarskych vyrobkoch kapilarnou izotachofo-
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rézou treba najprv stanovit kvalitativne zloZenie vzorky napr. papierovou chro-
matografiou, pripadne pouzit niektort z uvedenych metdd izolacie syntetickych
farbiv zo vzorky. V takychto pripadoch by kapilarna izotachoforéza pomohla
ich rychlemu stanoveniu, kde by ¢as analyzy bol 30 az 40 minut.
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Do redakcie doslo 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.

Hcnoab30oBaHue KanKISAPHOH H3oTaxodopesn s onpeae/ieHus
HEKOTOPbIX CHHTETHYECKHX NHIMEHTOB

Pesome

B pexoMeHI0OBaHHOM 31eKTpoauTHYecKOy cucteme ES I 6puu pacnpeneneHs! U uaeHuudupo-
BaHHBI HEKOTOPbIE CHHTETHYECKHE MUIMEHTBI (HalIpUMEp TaTpasuH, xkeiarast SY, a30py/auH), KOTo-
pble 60JblIe BCEro BCTPEYAHIOTCS B MOJKPALIHHBIX MHILEBBIX NPOAYKTAX. XOPOIIKE Pe3yIbTaThl
U30JISIIMH CHHTETHYECKUX TUTMEHTOB GBI TOCTUIHYTHI aACOPOIMelt Ha MOJIMAMH/IHBIX TPaHYIsAX.
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