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ABSTRACT

Food dyes are chemical substances that were developed to enhance the appearance
of food by giving it artificial color. People have added colorings to food for centuries,
but the first artificial food colorings were created in 1856 from coal tar. Over the years,
hundreds of artificial food dyes have been developed, but a majority of them have since
been found to be toxic. There is only a handful of artificial dyes that are still used in food.
Food manufacturers often prefer artificial food dyes over natural food colorings, such as
beta carotene and beet extract, because they produce a more vibrant color [1]. However,
there is quite a bit of controversy regarding the safety of artificial food dyes. All of the arti-
ficial dyes that are currently used in food have gone through testing for toxicity in animal
studies. Regulatory agencies, like the US Food and Drug Administration (FDA) and the
European Food Safety Authority (EFSA), have concluded that the dyes do not pose signi-
ficant health risks. Not everyone agrees with that conclusion. Interestingly, some food
dyes are deemed safe in one country, but banned from human consumption in another,
making it extremely confusing to assess their safety [2]. Undesirable effects of azo dyes
used for coloring food products led to the development of very sensitive and selective
analytical methods successfully used for their determination in various food matrices.
Many different methods have been employed for the determination of synthetic dyes in
food and beverages including thin layer chromatography and capillary electrophoresis [3].
However, these methods can be time consuming and may not be applicable for the simul-
taneous analysis of many dyes. Conventional HPLC methods have been employed for the
analysis of synthetic colorants and while useful, these methods require long analysis times
and large amounts of expensive solvents [4, 5].

Preparation of the test sample involves the use of various techniques such as mem-
brane filtration due to the complexity of food products. Therefore, the development of
simple, selective extraction methods together with the combination of chromatographic
and spectrophotometric techniques are of great importance [6].

One of the most difficult stages of the analysis is the appropriate selection of the
method for the determination of food colors. In the case of spectrophotometric methods,
the main advantage is the low cost of the determination, however, the lack of specificity
of the absorption spectrum usually makes it difficult to apply this method in the case of
a mixture of different absorbing dyes due to the overlap of the spectra. The CE (Capillary
Electrophoresis) analysis is faster and more economical compared to conventional elec-
trophoresis and chromatography. The production of cheap capillaries and the develop-
ment of on-line detection systems contributed to the development of modern capillary
electrophoresis. Capillary electrophoresis has a number of types of separation. Ultimately,
it is impossible to determine the one particular appropriate specific method for the deter-
mination of food dyes due to their diverse structure and chemical composition [4, 7].

Keywords: food dyes, HPLC, spectrophotometry, TLC, capillary electrophoresis
Stowa Kluczowe: barwniki spozywcze, HPLC, spektrofotometria, TLC, elektroforeza kapi-
larna




670 K. KAEWA, A. MAZUREK

WPROWADZENIE

Barwa jest jedna z najwazniejszych wlasciwosci, na podstawie, ktdrej oceniana
jest zywno$¢. Stosowany jest szeroki zakres barwnikow, zaréwno naturalnych jak
i syntetycznych, do produktéw spozywczych w celu poprawy ich wygladu. Wpro-
wadza si¢ je rowniez do zywnosci w celu przywrocenia produktom pierwotnego
wygladu, ktory zostal zmieniony podczas procesu produkcyjnego. Barwniki doda-
wane s3 takze w celu zamaskowania niekorzystnych przebarwien lub ograniczenia
strat zwiagzkow zapachowych i witamin wrazliwych na dzialanie $wiatla. Wiekszos¢
barwnikow, otrzymanych ze zrédel naturalnych, jest nietrwala i moze fatwo ulega¢
degradacji podczas przetwarzania. W zwigzku z tym barwniki pochodzenia synte-
tycznego s3 powszechnie stosowane, nie tylko ze wzgledu na ich trwaloé¢, ale takze
koszt produkcji, ktory jest bardzo niski w poréwnaniu do barwnikéw pochodze-
nia naturalnego [7]. Dodatek substancji barwigcych do zywnosci praktykowany
byt juz w Sredniowieczu i czesto wynikat z checi jej zafatszowania. W XIX wieku,
wraz z rozwojem syntezy organicznej, na rynku pojawilo si¢ wiele syntetycznych
barwnikéw do tkanin, ktére dodawano réwniez do zywnosci [8]. Takze obecnie si¢
zdarza, iz barwniki s3 dodawane do produktéw spozywczych w celu zafalszowania
lub zmiany ich wlasciwosci, co wprowadza konsumenta w btad, a nawet moze mie¢
negatywny wplyw na jego zdrowie [9]. Jedng z podstawowych grup sposréd sub-
stancji dodawanych do Zywnosci sg barwniki spozywcze a w latach 2010-2015 ich
produkcja wzrosta o ponad 40% [8].

Wisrod syntetycznych barwnikéw stosowanych w przemysle spozywczym,
barwniki azowe stanowig okolo 65% zwigzkéw obecnych na rynku [10]. Sg to
barwniki charakteryzujace si¢ wystepowaniem grupy azowej (-N=N-) w strukturze
czasteczek. Barwniki te majg silne, Zywe kolory i sg wykorzystywane do barwienia
roznych produktéw spozywczych [11]. Zostaly otrzymane po raz pierwszy przez
Greissa w 1858 roku z odkrytych przez niego zwiagzkéw diazoniowych. Synteza
barwnikéw azowych jest bardzo prosta i niedroga. S3 wysoko lub $rednio oporne
na dzialanie ciepta, tlenu, $wiatta i wilgoci oraz sg stabilne w pelnym zakresie pH
zywnosci [12]. Barwniki azowe sg zazwyczaj odporne na warunki tlenowe, ale mogg
by¢ latwo zredukowane przez mikroflore jelitowa do amin aromatycznych [13].
W 2007 roku naukowcy z Uniwersytetu w Southampton odkryli zwigzek pomie-
dzy konsumpcja produktéw zawierajacych syntetyczne barwniki a wystepowa-
niem objawéw nadpobudliwos$ci u dzieci. Badanie zostalo przeprowadzone na 153
dzieciach w wieku 3 lat oraz 144 dzieciach w wieku 8 i 9 lat. Dzieciom podawano
napoje zawierajgce benzoesan sodu oraz mieszanine czterech z szesciu barwnikow
(z6kcien pomaranczowq FCEF, zolcien chinolinows, azorubing, czerwien Allura, tar-
trazyne i czerwien koszenilowa A) lub placebo [12]. Obie mieszaniny zawieraly z6t-
cien pomaranczowa w ilosci 5 mg lub 7,5 mg. Wyniki badan wykazaly, ze spozycie
napoju zawierajacego konserwant oraz mieszanine barwnikéw, powodowato nadak-
tywne zachowanie u dzieci z obu grup wiekowych. U badanej grupy zaobserwo-
wano takie objawy jak wiercenie sie, impulsywno$¢, przerywanie cudzych rozméw,
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gadatliwo$¢, nadpobudliwos¢ ruchows, niepokdj oraz problemy z koncentracja.
Badania byly analizowane przez niezalezne organizacje naukowe: Europejski Urzad
ds. Bezpieczetistwa Zywno$ci oraz Komitet Toksykologiczny Wielkiej Brytanii. Obie
organizacje stwierdzily, ze badanie zostalo przeprowadzone prawidlowo [12, 14].
W wyniku badan w Southampton, w krajach Unii Europejskiej zostal wprowadzony
obowigzek umieszczania na etykiecie produktow spozywczych, adnotacji o tresci:
»moze mie¢ szkodliwy wplyw na aktywno$¢ i skupienie uwagi u dzieci”. Wszystkie
produkty przywiezione do Polski z panstw trzecich oraz zywnos$¢ wprowadzona do
obrotu i oznakowana po 20 lipca 2010 roku musi zawiera¢ tg informacje po nazwie
lub numerze E barwnika z tej grupy [10, 14]. Ze wzgledu na coraz czestsze stosowa-
nie barwnikow syntetycznych do zywnosci oraz niekiedy ich niekorzystny wplyw
na zdrowie czlowieka na szczegolng uwage zastuguja metody, ktdre pozwolg nam
poprawnie oznaczy¢ ich zawarto$¢ w produktach spozywczych.

1. METODY OZNACZANIA BARWNIKOW

1.1. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ANALIZY

Nie ma ogodlnie przyjetej, standardowej metody stosowanej do ekstrakcji barw-
nika. Niemniej jednak wigekszo$¢ procedur przygotowania probki do analizy polega
na zastosowaniu odpowiedniej metody ekstrakcji w celu uwolnienia pozadanych
analitow z matrycy, a nastepnie usunieciu substancji obcych [15, 16].

W celu oznaczenia zawartosci barwnikow spozywczych w napojach, stosuje
sie procedure przygotowania probki obejmujaca jednoetapows ekstrakcje membra-
nowy przy uzyciu wody, jako rozpuszczalnika [17, 18].

Ekstrakcja do fazy stalej (ang. solid-phase extraction, SPE) jest najczesciej sto-
sowang technika w oznaczaniu barwnika spozywczego, ze wzgledu na jej zalety,
takie jak prostota i szybko$¢. Technika ta umozliwia oznaczenie duzej ilosci probek
z wymagang dokladnoscig [19]. Do analizy barwnikéw wykorzystywane sa rézne
rozpuszczalniki organiczne, wigc wybdr odpowiedniego rozpuszczalnika nie zawsze
jest prosty. Struktura matrycy analitycznej i jej elementy odgrywaja kluczowa role
przy wyborze rozpuszczalnika do ekstrakcji. Rozpuszczalniki, takie jak meta-
nol, kwas octowy, etanol, aceton, octan etylowy, fosforan tetrabutyloamoniowy sg
odpowiednie do ekstrakeji barwnikow [9].

Do oznaczenia naturalnych i syntetycznych barwnikéw w liofilizowanych
produktach spozywczych zastosowano automatyczng ekstrakcje do fazy stalej,
uzywajac amoniaku i metanolu, jako eluentéw i oktadecylosilanowej (C ,) fazy sta-
cjonarnej [20]. Przeprowadzono ekstrakcje siedemnastu barwnikéw spozywczych
w czterdziestu siedmiu produktach spozywczych, stosujac prosty proces SPE. Do
skutecznej ekstrakeji wykorzystano wode, aby wyekstrahowa¢ barwnik z galaretek,
cukierkdw, napojow i mieszanek w proszku oraz kwas octowy do ekstrakeji barw-
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nika z ciastek, wafli i makaronu [21]. W innym badaniu zastosowano ekstrakcje
do fazy stalej do oznaczenia szesnastu barwnikéw syntetycznych w daniach typu
instant z duzg zawarto$cia oleju. Na podstawie badania stwierdzono, ze polacze-
nie metanolu z acetonem w stosunku 1:1 (v/v) i 2 molowym roztworem mocznika
zawierajacego 5% amoniaku w metanolu wykazato doskonalg wydajno$¢ podczas
oczyszczania za pomocg kolumny do chromatografii Zelowej [22]. Badano uzycie
NH2-LDC-MP (sieciowany polimer magnetyczny), jako sorbentu w SPE z zastoso-
waniem pola magnetycznego w celu zwigkszenia odzysku ekstrakeji siedmiu synte-
tycznych barwnikow spozywczych przy uzyciu wody o pH 9,0 jako rozpuszczalnika.
Wyniki badania wykazaly, ze NH2-LDC-MP moze mie¢ zastosowanie do szybkiego
i skutecznego usuniecia zanieczyszczen [19].

Z kolei w innych badaniach zajmowano si¢ spektrofotometrycznym oznacze-
niem czerwieni Allura w prébkach wody poprzez efektywna procedure ekstrakeji
do fazy statej na szklanej kolumnie zawierajacej wysoce porowaty polimer styrenu
i diwinylobenzenu MCL GEL CHP20P. Opracowano prostg i dokltadng metode
o niskich kosztach analizy [23]. SPE jest technika preferowang przez wielu naukow-
cow ze wzgledu na swoje zalety. Charakteryzuje si¢ wysokim wspolczynnikiem kon-
centracji oraz moze by¢ stosowana do obrobki probek o duzej objetosci. Technika
ekstrakeji do fazy stalej jest powszechnie stosowana do zat¢Zenia lub oddzielenia
sladowych ilosci pierwiastkow i ultra sladowych ilosci zwigzkow organicznych i nie-
organicznych, w celu oddzielenia skltadnikéw matrycy oraz obnizenia dolnej gra-
nicy oznaczalnosci [24, 25].

Ekstrakcja typu ciecz-ciecz (ang. Liquid-Liquid Extraction, LLE, znana réw-
niez, jako ekstrakcja rozpuszczalnikowa) polega na oddzieleniu zwigzkéw w opar-
ciu o ich wzgledng rozpuszczalno$¢ w dwdch ptynach niemieszajacych sie. Zazwy-
czaj jest to faza organiczna i woda. Najbardziej powszechnymi rozpuszczalnikami
(zaréwno same, jak i w polgczeniu) uzywanymi do ekstrakcji barwnika z produktow
spozywczych sa woda, etanol, metanol, alkohol izopropylowy, roztwdr amoniaku
w etanolu, octan etylu, amoniak, cykloheksan i fosforan tetrabutyloamoniowy
(26, 12].

Przeprowadzono badania z uzyciem rdéznych rozpuszczalnikéw do jedno-
czesnej ekstrakcji czterdziestu barwnikéw spozywcezych w napojach i cukierkach.
Stwierdzono, ze roztwor amoniaku i etanolu w proporcji 1:1 (v/v) wykazal dobrg
skutecznos$¢ ekstrakcji po ultrasonikacji i odparowaniu probki [26]. Zaobserwo-
wano, ze trojsktadnikowa mieszaning etanolu, amoniaku i wody w proporcji 80:1:19
mozna osiggnac¢ wysoka wydajnos¢ ekstrakeji siedmiu barwnikéw z probek paszy
dla zwierzat oraz w miesie [27]. W literaturze analizowano zawarto$¢ czternastu
syntetycznych barwnikéw spozywczych w kawiorze stosujgc polaczenie wodnego
roztworu amoniaku (25%) i metanolu w stosunku 1:9 [28]. W innym badaniu ozna-
czono siedem certyfikowanych barwnikéw spozywczych w czterdziestu czterech
produktach spozywczych metoda chromatografii cieczowej, za pomoca wodoro-
tlenku amonu i metanolu zastosowanych jako rozpuszczalnikéw do ekstrakeji [21].
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Pomimo, ze metody ekstrakeji ciato stale—ciecz i ciecz—ciecz sg najczesciej sto-
sowanymi technikami do probek zywnosciowych, do analizy barwnikéw stosowne
sg réwniez inne metody ekstrakcji, np. ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE)
oraz ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (UAE). Maja one zastosowanie, jako
ekologiczne, alternatywne metody ekstrakcji. Opcje te sg korzystne w laboratorium,
poniewaz konwencjonalne metody ekstrakcji z rozpuszczalnikami organicznymi
charakteryzuja si¢ uzyciem duzej ilosci rozpuszczalnika oraz sg czasochlonne.
Dodatkowo czesto charakteryzuja si¢ niskim odzyskiem barwnika, niska selek-
tywnoscig i precyzja [9]. Badano ekstrakcje dwudziestu jeden syntetycznych barw-
nikéw w miesie stosujgc metode MAE, uzywajac metanolowego roztworu kwasu
octowego (95:5), jako rozpuszczalnika [29]. Opracowano réwniez metode ekstrakcji
za pomocy dwuskladnikowego rozpuszczalnika (metanol i aceton) uzywajac UAE,
co pozwolilo na osiggnigcie poprawy odzysku ekstrakeji pigmentéw hydrofilowych
i hydrofobowych [30].

Do oznaczania barwnikow stosowana jest rowniez technika ekstrakcji w punk-
cie zmetnienia. Jest alternatywa dla innych technik rozdzialu i moze by¢ stosowana
na roznych matrycach do wstepnego oznaczania sladowych zwigzkéw organicznych
i zwiazkéw nieorganicznych. Ekstrakcja w punkcie zmetnienia charakteryzuje sie
wieloma zaletami, w poréwnaniu z tradycyjng ekstrakcja typu ciecz—ciecz. Do tej
ekstrakeji uzywana jest woda i nietoksyczne $rodki powierzchniowo-czynne, co
pozwala na unikniecie stosowania toksycznych, rakotworczych i tatwopalnych roz-
puszczalnikéw organicznych. Jest zgodna z zasadami zielonej chemii. Moze dopro-
wadzi¢ do wzrostu wydajnosci odzysku i duzego wspdlczynnika wstepnego zate-
zania, poniewaz obecnos$¢ $rodkéw powierzchniowo czynnych moze zmniejszy¢
straty analitu z powodu ich adsorpcji na pojemniku. Ekstrakcja w punkcie zmetnie-
nia daje bardzo niski limit detekeji i dobrg powtarzalnos¢ otrzymanych wynikow.
Jest metodg ekologiczng, a do tego czula, prosta, selektywna i o wzglednie krétkim
czasie analizy [31, 32]. Dla kontrastu, istnieje rowniez kilka dostepnych metod,
w ktorych nie jest wymagana ekstrakcja przed analizg [33].

1.2. METODY SPEKTROFOTOMETRYCZNE

Barwniki spozywcze sa substancjami absorbujacymi fale elektromagnetyczna
w obszarze widzialnym, wiec spektrofotometria jest najbardziej odpowiednia do ich
oznaczania ilosciowego. Jest to jedna z najczesciej stosowanych technik analitycz-
nych ze wzgledu na niskie koszty oprzyrzagdowania. Ta metoda nie wymaga réwniez
wysoce wykwalifikowanych operatoréw. Jednakze brak swoistosci widma absorp-
cyjnego zwykle utrudnia stosowanie tej metody w przypadku mieszaniny roznych
barwnikow absorbujacych, z powodu nakltadania si¢ widm [9].

W literaturze dokonano przegladu metod spektrofotometrycznych do oznacza-
nia syntetycznych barwnikéw spozywczych metoda spektrofotometrii pochodnej
widma oraz metody dodatku wzorca w punkcie H (HPSAM). Spektrofotometria
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ta znalazla szerokie zastosowanie w analizie probek wieloskltadnikowych. Tech-
nika ta opiera si¢ na wykorzystaniu pochodnych widma, wynikajacych z tworze-
nia pochodnych rzedu zerowego, rzedu pierwszego, rzedu drugiego itd. z widma
absorpcji. W przypadku tej metody probki musza by¢ starannie oczyszczone, aby
jednoczesne oznaczanie bylo mozliwe i dawalo satysfakcjonujace efekty [34].

Druga opisang metoda w spektrofotometrii jest metoda dodatku wzorca
w punkcie H. W tej metodzie kalibracyjnej rozwigzany jest problem naktadania
sie widm dwoch analitéw co pozwala otrzyma¢é prawidtowe stezenie analitu, gdy
zaréwno analit, jak i zwiazki zaklocajace sg obecne w probee. Metoda wykorzystuje
analityczne sygnaly otrzymane przy dwoch wybranych dlugosciach fali, dajac dwie
linie proste, ktére majg wspdlny punkt o wspétrzednych H (-C, A), gdzie -C, jest
poszukiwanym stezeniem analitu, a A, jest sygnalem analitycznym spowodowanym
obecnoscig substancji interferujacej. Metoda ta jest bardzo uniwersalna i moze by¢
stosowana w wielu systemach. Najwigkszg zaletg HPSAM jest to, ze przeksztalca
nieusuwalny blad, wynikajacy z bezposredniego zakldcenia, w blad systematyczny
[34]. Dzigki temu moze by¢ jednoczesnie okreslone stezenie analitu oraz wielkos¢
zakldcenia. Metoda HPSAM jest nowa, prostg i czula metoda do jednoczesnego
oznaczania azorubiny i czerwieni koszenilowej A, ktérych widma bardzo si¢ pokry-
waly [34]. W innych badaniach, oznaczono jednoczesnie azorubine i czerwien
koszenilowg w napojach za pomocg czwartej pochodnej widma absorpcji i porow-
nano wyniki z metoda HPLC. Zaobserwowano, ze metoda spektrofotometryczna
okazala si¢ prosta, bezposrednia, szybka i uniwersalna [33].

W literaturze opisano ekonomiczng metod¢ do jednoczesnego oznaczania
pieciu barwnikéw spozywczych w handlowych produktach poprzez zastosowanie
dwuwigzkowego fotokolorymetru. Pomiar oparty jest na réznicy stosunkow absor-
bancji przy analitycznej dlugosci fali dla dwdch lub trzech analizowanych substan-
cji. Multi-kolorowe diody LED (czerwony-zielony-niebieski, RGB) zostaly uzyte,
jako zrédla $wiatlta w celu uzyskania danych przy dwoch lub trzech dlugosciach
fali. Metoda ta opiera si¢ na podzieleniu absorbancji mieszaniny przez absorban-
cj¢ roztworu wzorcowego zwigzkow zakldcajacych i odjeciu otrzymanych danych.
Opracowana procedura zostala z powodzeniem zastosowana do réwnoczesnego
oznaczania barwnikow spozywczych w produktach handlowych. Uzyskane wyniki
wskazujg na bardzo dobrg doktadno$¢ i precyzje metody. Urzagdzenie do analizy
ma prosta budowe i jest fatwe do obstugi. Charakteryzuje si¢ roéwniez niskim kosz-
tem [34]. Ponadto, w literaturze dostepne sg badania opierajace si¢ na dyspersyjnej
mikroekstrakeji ciecz-ciecz wspomaganej ultradzwickami polaczonej ze spektrofo-
tometrig pochodnej (UAS-DLLME-UV-vis) jako uzytecznej techniki selektywnego
oznaczania fioletu krystalicznego (CV) ilazuru b (Az-B). Opracowana metoda cha-
rakteryzuje si¢ minimalng interferencja spowodowang innymi substancjami obec-
nymi w matrycy probki, a odzysk analizowanych barwnikéw zawiera sie w zakresie
86-100% [36].
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1.3. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA (TLC)

Chromatografia cienkowarstwowa jest to najprostsza, ekonomiczna i najbar-
dziej odpowiednia technika chromatograficzna do jakosciowej analizy mieszaniny
analitow. Jej cechg jest mozliwo$¢ uzyskania bardzo dobrych wynikéw w stosunkowo
krotkim czasie. Dokonano przegladu réznych technik i warunkéw przygotowania
probki do analizy chromatograficznej barwnikéw spozywczych w réznych matry-
cach zywnosciowych poprzez technike chromatografii cienkowarstwowej. W odpo-
wiednich warunkach mozliwe jest rozdzielenie mieszaniny kilku barwnikéw oraz ich
identyfikacja za pomocg poréwnania: wspdlczynnika migracji Rf, ksztaltu i koloru
plamki z wzorcami [37, 38]. Najczgsciej w chromatografii cienkowarstwowej, jako
faze¢ ruchomag stosuje si¢ rozpuszczalniki organiczne. Niestety zazwyczaj maja inten-
sywny, nieprzyjemny zapach i wykazuja dzialanie kancerogenne. Alternatywnym
rozwigzaniem jest zastosowanie jako fazy ruchomej roztworu cyklodekstryny polia-
midowego sorbentu jako fazy stacjonarnej, Ten uktad chromatograficzny umozliwit
rozdzial nastepujacych barwnikéw: eozyny, erytrozyny i rodaminy 6G [38].

Pochodng chromatografii cienkowarstwowej jest wysokosprawna chromato-
grafia cienkowarstwowa (HPTLC). Metoda ta opiera si¢ na wykorzystaniu odpo-
wiednich plytek, co zapewnia lepsza separacje zwigzkow i daje zadowalajacy wynik
na krotkiej drodze rozdzialu. Technika ta zostala wykorzystana do oznaczania syn-
tetycznych barwnikéw w napojach alkoholowych. Separacja byta przeprowadzona
na Whatman LHP-K, Analtech HETLC i Analtech HERPS za pomocg nastepuja-
cych faz ruchomych: butanol/2-butanol/acetonitryl/tetrahydrofuran/keton aceto-
-metylowy/0,5% wodny roztwoér NaCl/amoniak w stosunku 10:10:25:15:20:18:2 lub
propanol/acetonitryl/ tetrahydofuran/keton etylowo-metylowy/octan etylu/ 0,5%
wodny roztwér NaCl/ amoniak w proporcji 20:15:25:20:10:8:2 [39]. W innym przy-
padku, jako faze stacjonarng uzyto porowaty zel krzemionkowy potaczony z 3-ami-
nopropylowg grupa funkcyjng. Jako eluent zastosowano mieszaning izopropanolu/
eteru dietylowego/amoniaku w stosunku 2:2:1 [6]. Technika HPTLC zapewnia lep-
szy rozdzial substancji, plamki s3 mniej rozmazane i bardziej wyrazne.

Analiza ilosciowa powoduje wigcej trudnosci, ktére zwiazane s3 z wydzieleniem
analitow z fazy stacjonarnej. Mozna to osiagnaé poprzez zdrapanie plamy i eks-
trakcje barwnika za pomocg odpowiedniego rozpuszczalnika a nastepnie pomiar
absorbancji roztworu z wykorzystaniem spektofotometru. Niemniej jednak jest to
bardzo pracochlonne. Intensywno$¢ barwy wydobytego barwnika moze by¢ staba
i nie gwarantuje wysokiej precyzji. Znacznie lepsze wyniki mozna uzyskac¢ przy
zastosowaniu cyfrowego przetwarzania obrazéw. Plytki chromatograficzne sg ska-
nowane na densytometrze skanerowym i przetwarzane za pomocg odpowiedniego
oprogramowania. [7]. Intensywno$¢ plam jest mierzona w trybie RGB (wigzka czer-
wona, zielona i niebieska). Dlugo$¢ i szeroko$¢ s okreslane za pomocg elektronicz-
nej linijki i ostatecznie obliczane w umownych jednostkach poprzez odpowiednie
réwnanie. Jest to prosta, szybka i precyzyjna metoda ilosciowego oznaczania barw-
nikéw spozywcezych. Technika TLC gwarantuje prawidlowy interpretacje wynikow
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analizy, poniewaz trzeba wzig¢ pod uwage kilka elementow: ksztalt i kolor plamki,
wspotczynnik RF i odpornos¢ na $wiatlo (naturalne barwniki narazone na $wiatlo
zanikajg w miare uplywu czasu). Chromatografie cienkowarstwowg zastosowano do
okreslenia wystepowania oraz sprawdzenia zgodnosci z etykiets, barwnikéw spo-
zywczych w gazowanym napoju bezalkoholowym. Metoda wykazata granice wykry-
walnosci dla zélcieni pomaraniczowej na poziomie 0,024 mg/L [40].

1.4. ELEKTROFOREZA KAPILARNA

Elektroforeza kapilarna (ang. capillary electrophoresis, CE) jest to elektrofore-
tyczna metoda wykorzystujaca kapilare do skutecznego rozdzialu zaréwno matych,
jak i duzych czgsteczek. Analiza CE jest szybsza i bardziej ekonomiczna w poréw-
naniu z konwencjonalng elektroforeza i chromatografia. Do rozwoju nowoczesnej
elektroforezy kapilarnej przyczynita si¢ produkcja tanich kapilar oraz rozwoj syste-
moéw detekcji on-line. Elektroforeza kapilarna jest stosowana w wielu wariantach,
nalezg do niej kapilarna elektroforeza strefowa, micelarna chromatografia elektroki-
netyczna (ang. micellar electrokinetic chromatography, MEKC) oraz izotachoforeza
kapilarna, wykorzystujaca wysokie napiecie w celu osiggniecia efektywnej separacji
[41].

Zostaly opublikowane liczne metody analizy barwnikéw spozywczych metoda
CE. Oznaczono jedenascie syntetycznych barwnikéw w napojach alkoholowych, bez
przygotowania probki, za pomocg CE-UV/Vis. Ta metoda elektroforezy kapilarnej,
zastosowana do syntetycznych barwnikéw, wykazala zadowalajace wyniki rozdziatu
tych dodatkéw. Granica wykrywalnoéci dla zotcieni pomaranczowej FCF wynio-
sta 2,5 mg/L a jej granica oznaczalnosci wyniosta 8,3 mg/L. Wydajnos¢ odzysku
dla zélcieni pomaraficzowej wyniosla w badaniu metodg CE-UV/Vis 104%. Zale-
cono stosowanie tej metody w celu okreslenia obecnosci barwnikow syntetycznych
w napojach [42].

Zaproponowano metode elektroforezy kapilarnej z zastosowaniem detektora
z matrycg diodowa (CE-DAD) do ilo$ciowej oceny zdlcieni pomaranczowej FCE,
azorubiny, czerwieni koszenilowej A w lodach. W badaniu tym opisano analize
tych barwnikéw oddzielnie lub réwnoczesnie poprzez strefowa elektroforeze kapi-
larng (CZE). Jest to metoda, ktéra moze by¢ rutynowo stosowana, a jednoczesnie
daje korzysci w postaci wiekszej czulosci, lepszej separacji i zwigkszonej doklad-
nosci. Wykrycie trzech syntetycznych barwnikéw dozwolonych tylko w niskich
stezeniach (max. 0,05 mg/kg) w domowych i przemystowych lodach poprzez CZE
stanowi bardzo prostg alternatywe dla innych technik analitycznych stosowanych
dotychczas. Jako technika rozdzielenia CZE daje w tym przypadku bardzo dobre
wyniki jest optymalnym, wstepnym narzedziem sprawdzania. Analiza jakosciowa
metoda elektroforezy kapilarnej z zastosowaniem detektora z matrycg diodowag
jest poréwnywalna pod wzgledem powtarzalno$ci, czutoéci i liniowosci do metod
chromatograficznych. W oznaczeniu zélcieni pomaranczowej FCF, przeprowadzo-
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nym za pomoca strefowej elektroforezy kapilarnej granica wykrywalnosci wyniosta
0,005 mg/kg. Rzeczywiste koszty analizy sa jedna z gléwnych zalet metody CZE,
w poréwnaniu z innymi technikami. Kapilarna elektroforeza strefowa ze wzgledu
na swojg elastyczno$¢, niski koszt i calkowitg automatyzacje jest lepsza technikg niz
HPLC do oznaczania barwnikéw w lodach [43].

Zaproponowano szybka i ekonomiczna metode oznaczania dziesigciu
powszechnie stosowanych syntetycznych barwnikéw spozywczych dozwolonych
w stodyczach i srodkach nasercowych metodg micelarnej chromatografii elektroki-
netycznej. MEKC wykazuje lepsza zdolno$¢ rozdzielczg niz wysokosprawna chro-
matografia cieczowa, podobng powtarzalno$¢ oraz jest szybsza i mniej kosztowna
niz metody HPLC [16, 42]. W technice tej, bufor elektroforetyczny jest modyfiko-
wany jonowym $rodkiem powierzchniowo czynnym. Anionowe i kationowe $rodki
powierzchniowo czynne stosowane sa, jako modyfikatory miceli do rozdzialu mie-
szanin, ktdre nie moga by¢ latwo rozdzielane z zastosowaniem tradycyjnej kapilar-
nej elektroforezy strefowej [45]. W literaturze opisano rozdziat barwnikéw metoda
MEKC przy uzyciu buforu fosforan/boran modyfikowanego dezoksycholanem sodu
i acetonitrylem. Azorubine, ktdra jest rzadko stosowana, jako sztuczny barwnik,
uzyto, jako wewnetrzny standard w oznaczeniach ilosciowych [14].

Opisano metode analizy o$miu barwnikéw spozywczych za pomoca mikro-
emulsyjnej chromatografii elektrokinetycznej (MEEKC) stosujgc roztwdr mikro-
emulsji. Stosujgc MEEKC badano wplyw stezenia $rodka powierzchniowo czyn-
nego SDS, rodzaju modyfikatora organicznego, kosurfaktanta i oleju pod katem
optymalizacji rozdzielenia barwnikéw. Finalnie, wyniki rozdzielenia analizy probek
barwnikow spozywczych wedlug MEEKC zostaly poréwnane do tych metod CE,
ktdre byly juz znane. Stezenie modyfikatora organicznego silnie determinuje wydaj-
no$¢ rozdzielenia. Stwierdzono, ze faza olejowa i kosurfaktant réwniez moga mie¢
niewielki wplyw na separacje barwnika. Wreszcie, optymalne warunki dla MEEKC
zostaly wykorzystane do rozdziatu barwnikéw w kilku probkach rzeczywistych bez
przygotowania probki za pomocg SPE. W poréwnaniu z innymi metodami CE sto-
sowanymi do analizy barwnikéw, w ktérych zastosowanie SPE jest niezbedne do
zmniejszenia interferencji matrycy przed rozdziatem analitow, MEEKC wykazuje
wieksza zdolnos¢ rozdzielcza, w czasie analizy niektorych probek zywnosci. Granica
wykrywalno$ci w przypadku mikroemulsyjnej chromatografii elektrokinetycznej
do oznaczenia zélcieni pomaranczowej FCF wynosi 0,78 mg/L, a w przy zastosowa-
niu klasycznej elektroforezy kapilarnej ta granica wynosi 0,45 mg/L [46].

1.5. WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA (HPLC)

Techniki analityczne w oparciu o chromatografi¢ cieczowg majg szeroki zakres
zastosowan do analizy syntetycznych barwnikéw spozywczych. Wigkszo$¢ z tych
metod stosowana jest w polaczeniu z detektorami absorpcji w nadfiolecie i $wietle
widzialnym (UV-Vis), fotodiodowym (DAD) oraz spektrometrem mas (MS). Naj-
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powszechniej stosuje si¢ metode chromatografii cieczowej w ukladzie faz odwro-
conych, kiedy faza stacjonarna jest niepolarna (oktadecyl C ,, monomer oktylowy
C,), a faza ruchoma jest polarna [9]. Poniewaz barwniki spozywcze sg polarne, byly
one bardzo szybko wymywane w poblizu objetosci martwej. W takich przypad-
kach zastosowanie kolumn C , z polarnie modyfikowanym ligandem zwigksza czas
retencji zwigzku barwnika azowego. Wysokosprawna chromatografia par jonowych
(HPLC-IP) jest rowniez stosowana, aby poprawic retencje barwnikéw. [9]. Do ozna-
czenia analitow zastosowano bromek heksadecylotrimetyloamoniowy, jako katio-
nowy $rodek powierzchniowo czynny w postaci pary jonowej w fazie ruchome;.
Zaproponowana metoda, obejmuje prosty sposob ekstrakcji barwnika z zywnosci
i zapewnia polaczenie czulosci i selektywnosci, prostoty i krotkiego czasu analizy.
Metoda ta pozwala na wykrywanie barwnikéw w bardzo maltym stezeniu [47].

W innych badaniach oznaczano czerwone barwniki w stodyczach stosujac
chromatografie par jonowych z uzyciem fosforanu oktyloamoniowego, jako mody-
fikatora fazy ruchomej [40]. W innym badaniu wykorzystano automatyczna metode
ekstrakcji w oparciu o lugowanie i ekstrakcje do fazy stalej w celu oznaczenia
zaréwno barwnikow naturalnych i syntetycznych w produktach mlecznych i tlu-
stych potrawach metoda HPLC. Rozdzielenie barwnikéw uzyskano w trybie elucji
gradientowej na kolumnie C ,, stosujac jako faze ruchomg roztwdr bromku cetylo-
trimetyloamoniowego w wodzie i etanolu [20]. Opracowano réwniez prosta metode
do jednoczesnego oznaczenia czerwieni Allura i czerwieni koszenilowej w napojach
poprzez zastosowanie wody i acetonitrylu, jako fazy ruchomej. Metoda ta pozwolila
uzyska¢ wiarygodne wyniki, jest precyzyjna i dokladna, daje zadowalajaca granice
oznaczalnosci (0,3 mg/L) w stosunkowo krétkim czasie (14 minut) oraz charaktery-
zuje si¢ krotkim procesem przygotowania probki do analizy [48].

W innym badaniu zaproponowano jednoczesne oznaczanie czerwonych i z61-
tych barwnikéw w statych matrycach Zywno$ciowych oraz czerwonych, zéttych
i niebieskich barwnikéw w napojach podczas jednego cyklu ekstrakcji i chroma-
tografii. Zastosowano faze stacjonarng C, a fazg ruchomg byta mieszanina acetoni-
trylu i buforu octanowego. Analize przeprowadzono w trybie elucji gradientowe;j.
Metoda wykazala si¢ dobrymi parametrami liniowosci, powtarzalnosci i odtwarzal-
noéci, biorgc pod uwage réznorodno$¢ analizowanych matryc i duzg liczbe analitow
[49]. W innym badaniu opracowano metode¢ gradientowg RP-LC do jednoczesnej
oceny dodatkéw do zZywnosci, w tym barwnikéw, sztucznych stodzikéw i konser-
wantéw przy minimalnym przygotowaniu prébki. Zastosowano kolumne C ,, eluent
sktadajacy si¢ z 0,1 M buforu fosforanowego (pH 4,0) z dodatkiem metanolu oraz
detektor spektrofotometryczny. Opracowana procedura réwnoczesnego oznaczania
réznych typéw dodatkéw w napojach okazuje sie zapewnia¢ wiarygodne i powta-
rzalne wyniki, stosujac prostg ekstrakcje i krotki czas analizy. Te atrakcyjne cechy,
wraz z granicami wykrywalnosci (od 0,1 do 3 mg/L dla wszystkich dodatkéw), ktdre
s3 znacznie ponizej maksymalnych poziomoéw, sprawiaja, ze metoda ta szczegélnie
nadaje si¢ do rutynowych pomiaréow [48].
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W artykule opublikowanym przez Yildirim i Yagar [50] pierwszy raz opisano
zastosowanie kolumn z wypelnieniem CI18 typu ,core-shell” do analizy o$miu
sztucznych barwnikow w zywnosci. Faze ruchoma stanowila mieszanina 100 mM
buforu octanu amonu (pH 7) i acetonitrylu w trybie elucji gradientowej. Zastoso-
wana kolumna umozliwila skrocenie czasu analizy do 5,5 minut w poréwnaniu do
czasu uzyskiwanego na klasycznej kolumnie C18 rzedu 30-40 minut. Opracowana
metoda charakteryzowala si¢ granica wykrywalnosci w zakresie 58-69,1 ng/mL,
odzyskiem analizowanych barwnikéw na poziomie 97,95-102,89% a wzgledne
odchylenie standardowe otrzymanych wynikéw analiz probek zywnosci byto mniej-
sze od 3%. Otrzymane warto$ci parametréw walidacyjnych oraz szczegélnie bardzo
krotki czas analizy pozwalajg na rekomendowanie tej metody do rutynowych analiz.

W literaturze opisano analiz¢ o$miu rozpuszczalnych w wodzie oraz o$miu
rozpuszczalnych w tluszczach barwnikéw syntetycznych czulg metodg LC-DAD
z wykorzystaniem kolumny C, jako fazy stacjonarnej oraz mieszaniny metanolu
i buforu fosforanowego, jako fazy ruchome;j w trybie elucji gradientowej. Syntetyczne
barwniki w daniach typu instant, z duzg zawartoscig oleju, kolejno wyekstrahowano
2-molowym roztworem mocznika, zawierajagcym 5% amoniaku (rozpuszczonego
w metanolu) oraz mieszaning metanolu z acetonem, oddzielono za pomocy eks-
trakcji ciecz-ciecz, oczyszczono i jednoczes$nie oznaczono metoda HPLC z uzyciem
detektora diodowego. Metoda ta skutecznie zmniejsza zakldcenia matrycy oraz cha-
rakteryzuje si¢ wysoka precyzjg i niskimi granicami wykrywalnosci [22].

W wigkszo$ci metod LC uzywa sie, jako fazy ruchomej, rozpuszczalnikow
organicznych, ktére negatywnie wplywaja na zdrowie czlowieka i srodowisko. Pro-
blem ten mozna rozwiaza¢ poprzez rozwdj ekologicznych metod analitycznych. Jed-
nym ze sposobdw jest uzycie tritonu X-100 (srodek powierzchniowo czynny), jako
fazy ruchomej [31]. W badaniu dowiedziono, ze nastgpujaca po sobie ekstrakcja
probki metanolem i acetonem wspomagana ultradzwigkami, zwigksza odzysk pig-
mentéw hydrofilowych i hydrofobowych w réznych produktach. Zoptymalizowana
metoda HPLC moze zidentyfikowac i oznaczy¢ ilosciowo zétte i czerwone pigmenty
sztuczne i naturalne karotenoidy z wysoka czulo$cia i powtarzalnoscia [31]. Opra-
cowano i zoptymalizowano efektywne i dokladne, ekologiczne metody analizy do
jednoczesnego oznaczania barwnikéw spozywczych. Sposéb ten zapewnia znaczne
korzysci ekologiczne, bez stosowania rozpuszczalnikow organicznych w procedurze
ekstrakeji oraz metodach chromatograficznych. Zaproponowana metoda obejmuje
prostg procedure obrobki wstepnej, aby wyodrebni¢ barwniki z zywnosci i lekow.
Oferuje polaczenie czulosci, selektywnosci i prostoty. Pozwala na wykrywanie
barwnikéw w niskich stezeniach (0,18 mg/L dla zélcieni pomaranczowej). Nalezy
jednak podkresli¢, czas analizy probki jest wydiuzony z powodu koniecznosci prze-
mywania kolumny. Ponadto, jesli wszystkie barwniki zostang rozdzielone w jednym
cyklu, metoda ta staje sie bardziej przyjazna dla uzytkownika [48, 49].

Chromatografia cieczowa polaczona z detekeja spektrofotometryczna jest naj-
czestsza metoda analityczng do oznaczania jako$ciowego i ilosciowego barwnikow
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spozywczych. W przypadku systemoéw chromatograficznych z detektorem UV-Vis
lub DAD trudne jest zapewnienie prawidlowej identyfikacji barwnika, zwlaszcza
w zlozonych matrycach zywno$ciowych Wiele widm barwnikdw spozywczych jest
bardzo do siebie podobnych, dlatego wielu naukowcéw uzupelnito identytikacje
barwnikéw w oparciu o spektrometr mas. Wérdd technik jonizacji zgodnych z chro-
matografia cieczows, najbardziej optymalng do analizy barwnikéw jest jonizacja
metoda elektrorozpylania (ESI). Wydajno$¢ jonizacji zwiazkéw zalezy od matrycy
obecnej w probee oraz zastosowanej fazy ruchomej. Wiekszos¢ barwnikdéw moze
by¢ skutecznie jonizowana w trybie jonéw ujemnych, stosujac jako bufory octan
amonu i mréwczan amonu [11].

Za pomocg LC-DAD-MS oznaczono jednoczesnie barwniki syntetyczne roz-
puszczalne w wodzie i w ttuszczach. Materialem do badan byty napoje bezalkoho-
lowe, imbir i chilli. Zastosowano jonizacje¢ w trybie jonéw dodatnich i ujemnych do
jednoczesnej analizy barwnikéw syntetycznych. Jako rozpuszczalnika, do ekstrak-
cji barwnikéw, uzyto dimetylosulfotlenku. Ta metoda okazala si¢ zapewnia¢ jed-
noznaczng identyfikacje i dokladne okreslenie badanych barwnikéw w prébkach,
bez koniecznosci pracochfonnego przygotowania probki. Uzyskano réwniez dobra
powtarzalnos¢ i wysoka dokladnos¢ przy niskich granicach wykrywalnosci oraz
niskich granicach oznaczalnosci. Wykazano, ze opisana metoda moze by¢ efektyw-
nym narzedziem w wykrywaniu zafalszowan [29].

Opracowano metode UFLC-MS/MS (ultraszybka chromatografia cieczowa
polaczona z tandemowgq spektrometrig mas) do analizy siedmiu barwnikéw spo-
zywczych w winie i napojach bezalkoholowych z wykorzystaniem kolumny C g
i mieszaniny octanu amonu w acetonitrylu i wodzie, jako fazy ruchomej. Barwniki
jonizowano technika elektrorozpylania (ESI) w trybie jonéw ujemnych a spek-
trometr mas pracowal w trybie monitorowania wybranych reakcji fragmentacji.
Doktadno$¢ metody wyrazona jako odzysk siedmiu barwnikéw zawierala sie mie-
dzy 84,0 a 116,2%. Granice oznaczalno$ci (LOQ) dla oznaczanych barwnikéw mie-
$city sie w zakresie od 1,51 do 5,0 pg/L [19].

W kolejnych badaniach poréwnano granice wykrywalnos$ci 7 barwnikéw spo-
zywczych oznaczonych metoda HPLC-DAD i HPLC-MS/MS. Metoda HPLC-DAD
charakteryzowala si¢ granicg wykrywalnos$ci w zakresie 6,43-74,81 ug/L a HPLC-
-MS/MS w zakresie 0,02-21,83 ug/L. Wykazano, ze metoda HPLC-DAD jest wystar-
czajgco selektywna i czula do oznaczania siedmiu powszechnie stosowanych barw-
nikéw sulfonowych w probkach paszy oraz miesa. Tymczasem, metoda HPLC-MS/
MS stuzyta jako kolejny krok potwierdzajacy poprawnos¢ identytikacji oznaczanych
barwnikéw [27].

PODSUMOWANIE

Substancje dodatkowe nie majg wartosci odzywczej, ale nadajg zywnosci okre-
$lone cechy np. smakowe, czy zapachowe. Sa to oczywiscie substancje chemiczne
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i jako takie wywoluja okreslony wplyw na zdrowie cztowieka. Barwniki spozyw-
cze s3 jedng z podstawowych grup dodatkéw do zywnosci. Ich obecno$¢ znaczaco
wplywa na wyglad produktu, co w oczywisty sposdb zwieksza popyt na ten produkt.
Rynek barwnikéw spozywczych, zatem stale sie rozwija i z roku na rok wzrasta ilo§¢
spozywanych produktéw z ich dodatkiem.

Waznym zadaniem analizy Zywnosci jest analiza jako$ciowa i ilosciowa pod-
stawowych sktadnikéw odzyweczych, przede wszystkim biatek, sacharydéw, lipidow,
witamin, sktadnikéw mineralnych, oznaczanie dodatkdéw funkcjonalnych, wykry-
wanie zafalszowan i zanieczyszczen Zywnosci oraz rodzaju i ilo$ci substancji szko-
dliwych dla zdrowia. Ostatecznie nie mozna wyznaczy¢ odpowiedniej konkretnej
metody oznaczania barwnikéw spozywczych ze wzgledu na ich réznorodng struk-
ture i skfad chemiczny. Jednak mozna wywnioskowac, ze dobra metoda jest metoda
wysokosprawnej chromatogratii cieczowej z odpowiednio dobranymi parametrami
w zalezno$ci od oznaczanego barwnika. Metoda ta charakteryzuje si¢ dobrg czulo-
$cig i selektywnoscia. Kolejng odpowiednig metodg moze by¢ TLC ze wzgledu na
szybko$¢ oznaczenia badanej probki. Podstawowe zalety chromatografii cienkowar-
stwowej to mozliwo$¢ przechowywania plytek z rozdzielonymi substancjami a takze
mozliwos¢ obserwacji stopnia rozdzielania na kazdym jego etapie i przerwanie
procesu w dowolnym czasie jak réwniez detekcja w kazdym etapie rozwijania chro-
matogramu. W przypadku kolumny chromatograficznej, mozna dokona¢ detekeji
i ocenic¢ stopien rozdzielenia dopiero po opuszczeniu kolumny przez sktadniki roz-
dzielanej mieszaniny.

UWAGI KONCOWE

Przeglad badan nad iloscig barwnikéw spozywczych w zywnosci wskazuje, ze
w wiekszo$ci przypadkéw zwigzki te stosowane sg na znacznie nizszych stezeniach
niz obowiazujace limity. Bezpieczenstwo zdrowotne tych zwigzkéw podlega oce-
nie przez m.in. Europejski Urzad d/s Bezpieczeristwa Zywnosci (EFSA). Powstata
w wyniku tego opiniowania lista zawiera kilkadziesigt substancji, z ktérych okoto
30% stanowia barwniki naturalne. Uznane s one za bezpieczne dla naszego zdrowia
pod warunkiem przyjmowania ich z zywnoscig w ilosci nieprzekraczajgcej poda-
nych dla czeéci substancji wartosci ADI, czyli dopuszczalnego dziennego spozycia.
Wspomniana lista nie jest zamknieta. Moze by¢ weryfikowana w miare¢ pojawiania
sie nowych faktéw naukowych dotyczacych wplywu danych substancji na zdrowie
czlowieka. Niepozadane dzialanie barwnikéow azowych stosowanych do barwienia
produktow spozywczych doprowadzily do opracowania bardzo czutych i selektyw-
nych metod analitycznych z powodzeniem stosowanych do ich oznaczania w roz-
nych matrycach spozywczych. Przygotowanie probki do badan obejmuje stosowa-
nie réznych technik takich jak filtracja membranowa, ekstrakcja ciecz—ciecz (LLE),
ekstrakcja do fazy stalej (SPE), mikroekstrakcja do fazy stalej (SPME), ekstrakcja
ciecz—ciecz w otwartej kolumience ekstrakcyjnej (OCLLE). Koniecznoé¢ takiego
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postepowania wynika ze zlozonosci produktéw spozywczych. Stad tez rozwdj pro-
stych, selektywnych metod ekstrakeji wraz z polaczeniem technik chromatograficz-
nych i spektrofotometrycznych ma ogromne znaczenie.
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