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ANOTACE

Bakalaiska prace se zabyva stanovenim syntetickych potravinaiskych barviv pomoci
kapalinové chromatografie. Teoretickd ¢ast se vénuje déleni, charakteristice a uziti
syntetickych potravinaiskych barviv. Dale pak principu a instrumentaci vysokoué¢inné
kapalinové chromatografie se zaméfenim na hydrofilni interakce véetné moznosti stanoveni
barviv vriuznych potravinach ¢i télnich tekutindch. Experimentdlni ¢ast je zaméfena

na moznost separace téchto barviv pomoci hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie.

KLICOVA SLOVA

analyza, barviva, hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie, kapalinova

chromatografie, synteticka potravinaiska barviva

TITLE

Analysis of synthetic food dyes using liquid chromatography.

ANNOTATION

Bachelor thesis deals with determination of synthetic food dyes by liquid
chromatography. Theoretical part is devoted to classification of food dyes, their
characteristics and using of synthetic food dyes. Then principle and instrumentation of liquid
chromatography with specialization on hydrophilic interactions including options of
determination of dyes in variable foodstuffs or body fluids. Experimental part is focused to

option of separation of these dyes by using hydrophilic interaction liquid chromatography.
KEYWORDS

analysis, dyes, hydrophilic interaction liquid chromatography, liquid chromatography,
synthetic food dyes
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0 UVOD

Barviva jsou nedilnou soucasti dnesniho Zivota a konkrétn¢ barva potravin je jednim
z prvnich aspektt ovliviiujici spotiebitele, protoze diive, nez dané jidlo ochutname, ovliviiuje
nase smysly barva, kdy ndm tfeba Cervené potraviny maji pfipominat chut’ jahod, malin,

lesnich plodt, nebo Zluta barva chut’ vanilky ¢i citronu.

Hlavni déleni potravinarskych barviv je na barviva pfirodni a syntetickd. Za prvni
syntetické potravinaiské barvivo je povazovan fialovy mauvein, syntetizovany z anilinu,
ktery objevil Sir William Henry Perkin v roce 1856 ve snaze syntetizovat chinin. William H.
Perkin se pak i nadale vénoval syntéze umélych barviv, protoze bylo zji§téno, Ze jsou
mnohem stabilngjsi, jejich ptiprava levnéjsi, a ze mizeme ziskat Sirokou $kalu odstint
pestrych barev, coz vedlo k témét celému nahrazeni barviv ptirodnich. Avsak nové véci se
ihned stavaji sttedem pozornosti, a tak se lidstvo zacalo zabyvat zdravotnimi aspekty téchto
syntetickych barviv. Postupné¢ byla nckterd barviva omezena nebo zakazana, pfiCemZz
I vsouasné dobé jsou piisné hlidana a testovana za zjiSténim, zda nezpisobuji
rakovinotvorna nebo jind onemocnéni. Pro analyzu syntetickych potravinatskych barviv je
navrzeno plno metod, ale jednou z nejvyuZivangjSich je kapalinova chromatografie.
Za zminku stoji i dal$i metody zabyvajici se stanovenim potravinaiskych barviv, a témi jsou

metody elektroanalytické nebo rizné elektroforetické metody.

Resersni ¢ast této bakalaiské prace se zabyva potravinaiskymi barvivy, kde je uvedeno
jejich zakladni déleni, a piedevs§im dé€leni syntetickych potravinaiskych barviv, kde jsou
provedeny strucné charakteristiky danych skupin barviv, s vyétem povolenych barviv,
které jsou taktéz uvedeny v ptiloze. Jednotlivé skupiny barviv jsou rozSifeny o vybrana
barviva, ke kterym jsou uvedeny zakladni fyzikdlné-chemické vlastnosti a jejich moznosti
pouziti. V této praci je taktéZz vénovana pozornost, v oblasti kapalinové chromatografie,
HPLC, kde byla popsdna pfedevSim jeji instrumentace. Urcitd pozornost je veénovana
| fazovému systému HILIC, ktery byl pouzit v experimentalni Casti. Cilem této prace bylo
nejen rozSifeni dosavadnich znalosti v oblasti syntetickych potravinaiskych barviv
a hydrofilni interak¢ni kapalinové chromatografie, ale také zjiSténi, zda se touto metodou

vybrana barviva vibec d¢li.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Potravinarska barviva

Potravinarskd barviva jsou ptfidatné latky, které se do potravin ptidavaji za ucelem
zlepSeni jejich dosavadnich barev. Divodem jejich pouziti je ztrata pivodni barvy potravin
béhem procesu vyroby, vlivem pisobeni svétla, vysSich teplot a dalSich fyzikalnich faktort.
Dale mohou slouzit k dodani barvy potravinam, které by jinak byly bezbarvé, k vylepSeni
potravin, jejichz barva neni celistvd, ¢i jen z divodu marketingu, aby doslo ke zvySeni

atraktivity vyrobku [1].

Bézné jsou oznacovana E kdédem, tedy pismenem E a troj¢islim 1xx, které nabyva hodnot
100 az 182 a plati celosvétové. Seznam povolenych barviv v Ceské republice je uveden
v piiloze (Tabulka 5 a 6). Mezi nepovolena pfirodni potravinaiska barviva patii Flavoxanthin
(E161a), Kryptoxanthin (E161c), Rubixanthin (E161d), Violoxanthin (E161e), Rhodoxanthin
(E161f), Safran (E164), Santalové dfevo (E166) a Orchil (E182) a mezi nepovolena
syntetickd potravinaiska barviva patii Zlut 2G (E107), Citronova &erveii (E121), Cervei 2G
(E128), Fast green FCF (E143) a Hnéd FK (E154).

Jsou i potraviny, do kterych se barviva nesmi pfidavat. Jedna se 0 mineralni a pramenité
vody, neochucené mlécné vyrobky a do mléka samotného, tukti a oleji zivocisného
i rostlinného pivodu, kojenecké vyzivy, mouky, cukru, medu, masa, kofenicich ptipravka
a dalsich [1]. Avsak existuji i vyjimky, jako u masla, které se mize dobarvovat karoteny
¢i chleba, kam je mozné ptidat karamel. Veskeré dalsi vyjimky upravuje vyhlaska ¢. 4/2008
Sh. §6 [2].

VyhlaSka €. 4/2008 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky pouziti ptfidatnych
latek a extrakénich rozpoustédel pii vyrobé potravin, se v §6 zabyva barvivy. Tento §6
pojednava o povolenych barvivech a jejich povolenych mnozstvich v potravinach, o situacich,
kdy latka zptisobuje zabarveni, ale neni za barvivo povazovana, o pfipadech, kdy nelze vyuzit
barviva pii vyrobé potravin, o barvivech uréenych k razitkovani a dekora¢nimu barveni
skofapky vajec nebo o vymezeni barviv, ktera nelze vyuzit k Gic¢elu prodeje spotiebiteli [2].
Pfi¢emz vyhlaska ¢. 4/2008 Sh. byla v roce 2010 novelizovana vyhlaskou ¢. 130/2010 Sb.,
kde v §6 rusi odstavce 2 a 4 [3].

Obecné jsou pro potravinarska aditiva, jakozto i barviva, ale i dalsi latky vymezeny

ptijatelné denni davky (ADI — Acceptable Daily Intake), které jsou obvykle uvadény
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Vv jednotkach mg dané latky na kg télesné hmotnosti za den. Témito hodnotami, ale i jinymi
véemi se zabyvaji instituty EFSA (European Food Safety Authority) a JECFA (The Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives). EFSA neboli Evropsky ufad
pro bezpecnost potravin je Evropska agentura zalozena Evropskou unii (EU), za ucelem
poskytnuti nezavislého védeckého poradenstvi v oblasti rizik souvisejicich s bezpecnosti
potravin, krmiv, vyzivou, zdravim a blahem zvifat a taktéz i zdravim a ochranou rostlin.
Navic EFSA funguje nezéavisle na Evropské legislativé, Evropskych vykonnych organech
(parlament, komise) 1 Clenskych statech EU. Diky tomu ji nic nebrani ve vytvofeni v€asnych
opatfeni pro spotiebitele [4]. Kdezto JECFA je Spole¢ny vybor experti FAO/WHO
pro potravinaiska aditiva. Tento vybor je fizen spole¢né¢ Organizaci spojenych narodl pro
vyzivu a zemédélstvi (FAO — Food and Agriculture Organization) a Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO — World Health Organization). JECFA se obvykle schazi dvakrat za rok
azabyva se posuzovanim rizik v oblasti nejen potravinarskych aditiv, ale i rezidui
veterinarnich 1é¢iv v zivocéisnych produktech, pfirodnimi toxiny a kontaminanty [5].

ADI povolenych syntetickych potravinarskych barviv jsou uvedeny v piiloze (Tabulka 6).
Potravinarska barviva se d€li na tfi zakladni skupiny:

e Pfirodni barviva

e Syntetickd barviva identickd s ptirodnimi

e Synteticka barviva
1.1.1 Prirodni potravinarska barviva

Tato barviva mohou byt puvodu rostlinného, zivocisného, mikrobialniho

nebo z nerostnych zdroji. Mohou se dé€lit na zakladé n€kolika hledisek, a to podle chemické
struktury, barev ¢i zdroje ptavodu [6]. Za nejvétsi vyhodu pfirodnich barviv je povazovana
jejich zdravotni nezavadnost, avSak vice pfevazuji nevyhody jako jejich barevna nestalost,
odlisnosti barvy jednotlivych Sarzi, dodani nezaddouci chuté a viné€, nachylnost k napadeni

mikroorganismy a dalsi [1].

1.1.2 Synteticka potravinarska barviva identicka s prirodnimi
Tato barviva jsou vyrabéna synteticky, ale jejich chemicka struktura odpovida pfirodnim.

Mezi takova barviva patii B-karoten ¢i riboflavin [7].

1.1.3 Synteticka potravinarska barviva
Synteticka potravinaiska barviva byla v minulosti vyrabéna z uhelného dehtu,

avsak v soucasnosti jsou vychozimi slozkami vysoce rafinované ropné produkty [8]. Jsou
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nejen levna, ale také vynikaji svymi intenzivnimi barvami a vétsi stabilitou nez barviva
ptirodni. Dale nedochédzi k ovlivnéni vini a chuti, a kombinacemi jednotlivych barviv
muzeme ziskat celou $kalu odstint, které nam pfirodni barviva neposkytnou. Do urcitého
mnozstvi jsou zdravotné nezdvadna [1; 9]. Pfesto miZze pii pouziti syntetickych barviv
dochazet k negativnim u¢inkiim, jako jsou alergie, kopfivka ¢i hyperaktivita, a to predevsim
u déti. Proto je stdle vétsi snaha o minimalizaci pouzivani syntetickych barviv a navratu

k pfirodnim [10].

Jsou dostupna ve formé sulfonovanych sloucenin, které jsou velmi dobie rozpustné
ve vodé nebo ve formé aluminiovych lakt, které jsou naopak ve vod¢ nerozpustné a lze je
vyuzit hlavné k barveni potravin obsahujici vice tukt. Ve srovnani se sulfonovanymi barvivy

tyto laky vykazuji vyssi tepelnou i chemickou stabilitu [9].

V piipadé barviv Tartrazin (E102), Chinolinova zlut (E104), Zlut SY (E110), Azorubin
(E122), Ponceau 4R (E124) a Allura ¢erven (E129) je tfeba na obalech potravin uvadét
dopliyjici informaci s ndzvem nebo E ¢islem daného barviva/barviv, Ze mohou nepiizniveé
ovlivitovat ¢innost a pozornost déti, jak uvadi Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 1333/2008 v ¢lanku 24, jenz se odkazuje na ptfilohu V [11]. Pomé&mé malo vyuzitelné
barvivo je Litholrubin BK (E180), ktery je podle natizeni 1129/2011 mozné v ramci EU
pouzit jen pro barveni jedlé ktry syrt [12].

Délit se mohou podle né¢kolika hledisek:

a) Podle struktury molekuly
e Azobarviva — charakteristickym znakem je azoskupina propojujici aromatické
kruhy, které jsou Casto sulfonovany v podobé sodnych soli
e Triarylmethanova — charakteristickym znakem jsou tfi aromatické kruhy
(arylové zbytky) propojené uhlikem
e Xanthenova — zakladem je heterocyklus xanthen
e Chinolinova — zakladem je chinoftalon, tedy cyklicky keton s konjugovanym
systémem vazeb
e Indigoidni — zakladem jsou dva indoxyly propojené dvojnou vazbou pies
uhliky €. 2
b) Podle rozpustnosti
e Rozpustna ve vodé

e Rozpustna v tucich
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c) Podle fyzikalné chemickych vlastnosti
e Kyseld
e Zasaditd
e Neutralni [9]

K barviviim rozpustnym v tucich typicky patii barvivo Sudan I-IV, coz jsou aromaticka
azobarviva Cervené barvy, Ktera se pouzivaji pfedevsim k barveni oleji a voskd. K barveni
potravin jsou vsak zakazana pro jejich potencialni karcinogenni G¢inky. Ale i tak se mohou
vyskytovat v potravinach dovazenych ze zahranici, a to pfedev§im v mletém chilli, riznych

kofenicich smésich, rajc¢atovych produktech nebo palmovych olejich [13; 14].

1.1.3.1 Azobarviva

Mezi povolena azobarviva v CR patii Tartrazin (E102), Zlut SY (E110), Azorubin
(E122), Amarant (E123), Ponceau 4R (E124), Cervenr Allura (E129), Cerit BN (E151), Hnéd’
HT (E155) a Litholrubin BK (E180).

Tato barviva obsahuji minimaln¢ jednu azoskupinu, kdy na kazdé stran¢ je navazan
minimalné jeden aromaticky kruh, ktery je obvykle pro zajisténi vétsi polarity sulfonovan.
Podle mnozstvi navazanych cykl rozliSujeme mono-, di-, tri- a ptipadné polyazobarviva [15].
Azobarviva obecné jsou rozsahle pouzivana barviva, zabiraji okolo 65 % trhu, a jejich vyuziti
je nejen v potravinaiském pramyslu, ale také pii barveni odévi, hracek, kuzi, plastd
a kosmetiky. Pfi poziti azobarviv dochazi k jejich anaerobni redukci ve stievech pomoci
bakterii rodu Clostridium a dal$ich hepatocytarnich bakterii, které obsahuji azoreduktasy,

zpusobujici $tépeni azo vazby za vzniku aromatickych amint [16].

1.1.3.1.1 Tartrazin
Systematicky ndzev: trisodna sul 5-hydroxy-1-(4-sulfonatofenyl)-4-(4-sulfonatofenylazo)-H-
pyrazol-3-karboxylatu
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Strukturni vzorec: (viz Obrazek 1)

NaO5;S
N=—N
OH
D
NaOOC
R

SO;Na
Obrizek 1: Tartrazin
Sumarni vzorec: C16HoaN4NazOgS;
Molekulova hmotnost: 534,37 g/mol [10, s. 264]

Synonyma: C.I. 19140 (Potravinaiska zlut’ 4), FD&C Yellow No.5, CAS 1934-21-0

Charakteristika: Hydrofilni slou¢enina aniontové povahy, dostupna jako zlutooranzovy
prasek nebo granule. Dobie rozpustna ve vodé, glycerolu i koncentrované kyselin¢ sirové,
kde vytvaii zluté roztoky, avsak je téméf nerozpustna v ethanolu [17]. Vynika dobrou
stabilitou a svétlostalosti. V' potravinach muze byt obsazena v ridznych smésich kofeni,

ovocnych dzusech, konzervovaném ovoci, hoi¢icich, ¢i zmrzling [18, s. 93].

1.1.3.1.2 Ponceau 4R
Systematicky ndzev: trisodna sul 2-hydroxy-1-(4-sulfonato-1-naftylazo)naftalen-6,8-

disulfonatu

Strukturni vzorec: (viz Obrazek 2)

HO
NaO;S N
N\
o

NaO3;S

SO3Na

Obrazek 2: Ponceau 4R

Sumarni vzorec: C20H11N2NazO10S3
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Molekulova hmotnost: 604,46 g/mol

Synonyma: C.I. 16255 (Potravinaiska Cerven 7), KoSenilova c¢erven A, New Coccine, CAS
2611-82-7

Charakteristika: Dostupna jako cerveny prasek a granule, velmi dobfe rozpustna ve vodé
a Spatné v ethanolu. Ma dobrou tepelnou a svételnou stabilitu. Lze jej kombinovat s jinymi
barvivy a je pridavana predev§im do nealkoholickych napojl, sladkosti, zmrzlin
nebo zvykacek [17; 18].

1.1.3.1.3 Cerveii Allura

Systematicky ndzev: disodna sul 2-hydroxy-1-(2-methoxy-5-methyl-4-sulfonaftofenylazo)

naftalen-6-sulfonatu

Strukturni vzorec: (viz Obrazek 3)

NaO,S N
) O
N
" O

SOzNa

Obrazek 3: Allura gerveti

Sumarni vzorec: C1sH14N2Na20sS»
Molekulova hmotnost: 496,42 g/mol

Synonyma: C.I. 16035 (Potravinaiska ¢ervenr 17), Cerven AC, FD&C Red No. 40, CAS
25956-17-6

Charakteristika: Dostupna jako ¢erveno-hnédy prasek, ve vodé a v kyselém prostiedi vytvari
Cervené zabarveny roztok, v bazickém prostfedi tmavé Cerveny. V ethanolu je prakticky

nerozpustna. Pouziva se k barveni nealkoholickych napojt, zmrzlin, dezertti a sladkosti [17;
18].

1.1.3.2 Triarylmethanova barviva

K povolenym potravinaiskym triarylmethanovym barvivim patii Patentni modi V

(E131), Brilantni modi FCF (E133) a Zelen S (E142).
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Zakladem triarylmethanovych barviv je centralni uhlik, na kterém jsou navazany tfi
aromatické kruhy, které jsou substituovany aminoskupinou, hydroxylovou ¢i sulfonovou
skupinou a v para poloze mohou obsahovat substituovany amin [10]. Jejich zakladni déleni je
na trifenylmethanovd barviva (C.I. 42 000-43875), difenylnaftylmethanovd barviva
(C.1. 44 000-44 100) a derivaty trifenylmethanovych barviv (C.1. 44 500-44 535) [19].

1.1.3.2.1 Patentni modr V
Systematicky ndzev: vapenata nebo sodna sul 2-[(4-diethylaminofenyl)-(4-diethylimino-2,5-
cyklohexandien-1-yliden)methyl]-4-hydroxy-1,5-benzendisulfonatu

Strukturni vzorec: (viz Obrazek 4)

N(C,H5),

) O O
O3S SOz N"(CoHg),

2+
Ca

Obrazek 4: Patentni modt V
Sumarni vzorec: sodnd stl: C27H31N207S2Na, vapenaté siil: C27H31N207S; 72 Ca
Molekulova hmotnost: sodna sal: 528,68 g/mol, vapenata sul: 579,72 g/mol [10, s. 266]

Synonyma: C.l. 42051 (Potravinafska modi 5), CAS 3536-49-0

Charakteristika: Dostupna jako modry prasek ¢i granule. Dobie rozpustna ve vodé, ale Spatné
v ethanolu [17]. Muize se kombinovat s Tartrazinem nebo Chinolinovou zluti za vzniku zelené

barvy. Pouziva se napiiklad k barveni cukrovinek a alkoholickych napoja [18, s. 101].

1.1.3.2.2 Zelen S
Systematicky nazev: disodna sul 5-[4-(dimethylamino)-a-(4-dimethyliminocyklohexa-2,5-
dienyliden)benzyl]-6-hydroxy-7-sulfonato-naftalen-2-sulfonatu
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Strukturni vzorec: (viz Obrazek 5)

N(CH3),

NaO 3S OH Q
W

\

NaO ;S N"(CHg),

Obrazek 5: Zelen S

Sumarni vzorec: Ca7H25N2Na,07S;
Molekulova hmotnost: 576,63 g/mol [10, s. 266]
Synonyma: C.l. 44090 (Potravinaiska zelen 4), Brilantni zeleni BS, CAS 3087-16-9

Charakteristika: Dostupna jako tmavé modry nebo tmavé zeleny prasek a granule. Rozpustna
ve vod¢ a trochu i v ethanolu, kde vytvari modrozelené az modré roztoky [17]. Ve spojeni
s Tartrazinem a Chinolinovou zluti slouzi pro pfipravu zelenych odstint, ale také hnédé
a ¢erné barvy v kombinaci s jinym barvivem. MiiZze byt obsazena v konzervovaném hrasku,

nealkoholickych napojich a cukrovinkach [18, s. 105]

1.1.3.3 Xanthenova barviva
Zakladem téchto barviv je xanthen s amino- nebo hydroxy- skupinou v poloze meta,
pficemz je k hlavnimu kruhu pfipojen dal§i aromaticky kruh. Mezi jediné povolené

xanthenové barvivo patii Erythrosin (E127) [10].

1.1.3.3.1 Erythrosin
Systematicky ndzev: monohydrat disodné soli 2-(2,4,5,7-tetrajodo-3-oxido-6-oxoxanthen-9-

yl)benzoatu
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Strukturni vzorec: (viz Obrazek 6)

I I
NaO ] o I 40
I I
] COONa

Obrazek 6: Erythrosin

Sumarni vzorec: CoHglsNa2Os - H20
Molekulova hmotnost: 897,88 g/mol [10, s. 267]
Synonyma: C.I. 45430 (Potravinaiska cerven 14), FD&C Red 3, CAS 568-63-8

Charakteristika: Dostupny jako ¢ervenohnédy prasek nebo granule. V neutralnim vodném
prostiedi vytvaii ¢erveny roztok, v kyselém zlutohnédou srazeninu a v alkalickém cervenou
srazeninu [17]. Vynika dobrou stabilitou viéi zahtivani a vysokou stabilitou i v pfitomnosti
oxidu sifi¢itého. V EU je povolen pfidavek pouze do tfeSnovych koktejlti a kandovanych

tiesni [18, s. 99, 100].

1.1.3.4 Chinolinova barviva

Chinolinova barviva obsahuji pouze malé mnozstvi derivat, kdy jedinym povolenym
barvivem v CR je Chinolinova zlut' (E104) [10]. Jak vyplyva z nazvu, obsahuji chinolin
neboli benzopyridin, jehoz derivaty maji velky vyznam v I€kafstvi. Tyto derivaty maji plno
ptiznivych vlastnosti jako jsou antimalarické, antimikrobidlni a antivirotické ucinky, také maji

ptiznivy vliv na snizeni vysokého krevniho tlaku nebo mohou byt soucasti antidepresiv [20].

1.1.3.4.1 Chinolinova Zlut’

Systematicky nazev: disodna sul 2-(2-chinolyl)indan-1,3-diondisulfonatu
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Strukturni vzorec: (viz Obrazek 7)

(NaO,S),

Obrazek 7: Chinolinova zlut’

Sumarni vzorec: C1sHoNNa2OgS»
Molekulova hmotnost: 477,38 g/mol [10, s. 268]
Synonyma: C.I. 47005 (Potravinarska zlut’ 13), CAS 8004-92-0

Charakteristika: Dostupna jako zluty prasek a granule, ktera je smési monosulfonatu
s pievahou disulfonatu [17]. Vynika dobrou tepelnou stabilitou, svétlostalosti a odolava
i ovocnym kyselinam a oxidu sifi¢itému. Je dobfe rozpustna ve vodé a pouziva se k piipravé
potravin zelenozluté barvy, nejcastéji nealkoholickych napoji, cukrovinek, omacéek a koteni
[18, s. 94]

1.1.3.5 Indigoidni barviva

Indigoidni barviva jsou zaloZena na syntéze Indiga, coz je pfirodni barvivo, které lze
taktéz ziskat z rostliny Indigofera tinctoria L., neboli indigovniku pravého. Synteticka
ptiprava Indiga spociva v reakci fenylglycinu s taveninou hydroxidu sodného a draselného
s ptfidavkem amidu sodného, kterd vede ke vzniku indoxylu, ktery se spontdnné oxiduje
a dimerizuje za vzniku Indiga [15]. Nejvyznamngj$im syntetickym potravinaiskym barvivem

této skupiny je Indigotin (E132).

1.1.3.5.1 Indigotin

Systematicky ndzev: disodna sul 3,3"-dioxo-2,2"-bi-indolyliden-5,5"-disulfonatu
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Strukturni vzorec: (viz Obrazek 8)

2 H
m /] SO;Na

Obrazek 8: Indigotin

Sumarni vzorec: C16HsN2Na20sS:
Molekulova hmotnost. 466,36 g/mol [10, s. 268]

Synonyma: C.I. 73015 (Potravinaiska modi 1), FD&C Blue No. 2, CAS 860-22-0, Indigo

karmin

Charakteristika: Dostupny jako modro-hnédy az cerveno-hnédy prasek a granule. Je
rozpustny ve vod¢, kdy v neutrdlnim prostiedi vytvaii modry roztok, v kyselém prostiedi
modrofialovy a v bazickém prostfedi Zlutozeleny az zeleny roztok. V ethanolu je méné
rozpustny nez ve vodé [17; 18] V organickych rozpoustédlech jako je benzen a chloroform, je
nerozpustny [21]. Casto se pouzivd v kombinaci s jinymi barvivy a je pFidavan
do nealkoholickych napoju, sladkosti, pe¢iva a zmrzlin [18, s. 102]. Sv{ij vyznam ma také
Vv Iékafstvi, kde je pouzivan na testovani ledvinnych funkci, k endoskopickému vySetfeni

rakoviny zaludku a k upravé katetru pti chemoterapii jaternich nadora [22].

1.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC — Liquid Chromatography) je separa¢ni metoda zalozena
na mnohondsobném ustanoveni rovnovahy separovanych slozek smési mezi stacionarni
(pevnou) a mobilni fazi (pohyblivou), které jsou navzajem nemisitelné. Mobilni fazi je tedy
kapalina a stacionarni fazi bud’ pevna latka nebo kapalina, kdy ptevazuje pravé latka pevna.
Vzorek je nanaSen na zacatek stacionarni faze a je unadSen mobilni fazi, v zavislosti

na interakcich mezi délenou smési a stacionarni fazi, pficemz dochazi k postupnému déleni

smési [23].
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Kapalinovou chromatografii je mozné délit na zéklad¢ nékolika kritérii:

a) Podle separa¢niho mechanismu
e Adsorp¢ni chromatografie
e Rozd¢lovaci chromatografie
e Jontové-vymeénna chromatografie
e Gelova permeacni chromatografie
e Afinitni chromatografie
b) Podle usporadani stacionarni faze
e Kolonova (sloupcova) chromatografie
e Plo$na (planarni) chromatografie
o Papirova chromatografie
o Tenkovrstva chromatografie
o Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
c) Podle pracovniho provedeni
e Elu¢ni chromatografie
e Vytésiiovaci chromatografie
e Frontalni chromatografie
d) Podle tcelu
e Analyticka
e Preparativni
1.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography) je jedna z nejastéji pouzivanych separacnich technik, jez vynika svou
rychlosti, G€innosti a dobrou opakovatelnosti. Je vhodna pro separaci Sirokého spektra latek

od jednoduchych molekul aZ po polymerni slouceniny.

Napftiklad pro analyzu netékavych organickych sloucenin je vyhodnéj§i uziti metody
HPLC oproti plynové chromatografii, jelikoz slouceniny jsou rozpusténé, a zaroven

I analyzované v roztoku, kdy je ¢asto dostacujici pro separaci pokojova teplota [17].

Nejvétsi rozvoj HPLC nastal v 70. letech minulého stoleti, kdy bylo docileno
optimalizace kolon, syst¢ému pro davkovani vzorku, tak aby nebylo tfeba zastaveni toku
mobilni faze a pritokovych detektori. Na automatizaci mél vyznamny podil rozvoj

pocitacové techniky, kterd umoznovala lepsi zpracovani dat a snazsi ovladani ptistroje [24].
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1.2.1.1 Instrumentace

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie je zalozena na pouziti vysokych tlaki
(az 150 MPa) k pohanéni mobilni faze a analytu pfes stacionarni fazi v kolon¢, ktera je
naplnéna mikro ¢asticemi. Kapalinovy chromatograf (Obrazek 9) je konstruovan z nékolika
zakladnich ¢asti, mezi néz patii zasobniky mobilni faze, Cerpadla, ¢idlo pro méfeni tlaku,
davkovac vzorku, kolona, detektor a vyhodnocovaci zafizeni tvofené z pocitace, integratoru
nebo zapisovace. Jako dalsi dopliiujici zafizeni mohou obsahovat filtry, odplynovaci zafizeni,
¢i jimac frakeci.

Manipulator

Vzorky

Davkovac
Davkovaci ventil

Zasobni roztoky

mobilni faze

Detektor

Cerpadla

Kolona

A
| Sbérac frakei
GGG@ & Q " Nadobky s frakcemi

Smésovac
Ventil
Odplynovac
Cistici ¢erpadlo

Odpad

Obriazek 9: Schéma HPLC chromatografu?

1.2.1.1.1 Cerpadla

Vysokotlaka Cerpadla se pouzivaji pro davkovani mobilni faze, ktera je diky cerpadlu
pohanéna dal pies kolonu az do detektoru. Jsou schopna pracovat do tlaku typicky 40 MPa,
ale nové&jsi jsou schopna pracovat az na 150 MPa. Cerpadla musi byt sestavena z takovych
materialt, jako je nerezova ocel nebo titan, které odolaji chemické korosi i agresivnim
mobilnim fazim (organickym rozpoustédlam, tlumivym roztokéim). Cerpadla musi nasavat
mobilni fazi plynule a bez kolisani pfi pracovnich tlacich s pfedem urenym pritokem.
Pro praci s analytickymi kolonami se pouziva pritok od 0,1 do 10 ml/min a pro praci

s mikrokolonami od 0,001 do 0,1 ml/min [24; 26]

! ptevzato a upraveno podle [25]
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1.2.1.1.2 SméSovaci zatizeni

V piipad¢ uziti dvou a vice mobilnich fazi nebo gradientové eluce, je tieba,
aby chromatograf obsahoval sméSovaci zafizeni, které misi kapaliny podle aktualnich
pozadavku. Toto zafizeni miize pracovat za atmosférického tlaku, v pfipad¢ ze je umisténé
pted vysokotlakym cerpadlem, nebo ve vysokych tlacich, kdy je umisténé mezi Cerpadlem
a kolonou. Nizko-tlaké sméSovani je oproti vysokotlakému levnéjsi, avSak je zde vysoké
riziko vzniku bublinek, a proto je ticba aby vtomto piipad¢, bylo zafizeni doplnéno

0 odplynova¢ mobilni faze [27].

1.2.1.1.3 Zaftizeni pro davkovani vzorku

Nejjednodussi moznosti je pfimy nastfik pomoci injekéni stiikaCky na zacatek kolony,
avSak touto metodou neziskavame dostatecné dobrou reprodukovatelnost, a tudiz se nehodi
pro kvantitativni analyzu. Navic tuto metodu nelze pouzit pfi pracovnich tlacich vyssich
nez cca 5 MPa [24]. Lepsich vysledk dosahujeme pomoci davkovaciho ventilu, kdy neni
tteba zastaveni toku mobilni faze. Davkovaci ventil ma dvé polohy, plnici a zavadéci.
Obsahuje smyc¢ku, ktera je plnéna za atmosférického tlaku a po pifepnuti polohy je vzorek
nasledné unaSen za vysokého tlaku mobilni fazi. Ventil je mozné ovladat manualné

nebo funguje jako automaticky davkovac [28].

1.2.1.1.4 Chromatografické kolony

Pouzivaji se kolony napliové, jejichz obal je nejcastéji z nerezové oceli, ale miizeme se
setkat také s kolonami ztitanu, tvrzeného skla nebo plastickych hmot, jako je
polyetereterketon (PEEK) [28]. Konce kolon jsou opatieny fritami, aby nedoslo k odplaveni
naplné, a jsou UlozZeny V termostatové skiini. Mohou mit délku od 3 cm do 30 cm s vnitinim
pramérem 0,5 azZ 4 mm. Své vysoké ucinnosti dosahuji diky casticim, kterymi jsou naplnény,
jejichz stiedni primér se pohybuje mezi 1 a 10 um. Kvili takovym velikostem, je tfeba
pracovat s vys$imi tlaky (do 40 MPa), aby bylo dosaZzeno urcitého pritoku mobilni faze
a prijatelné doby analyzy [26]. NapIn€ jsou nejCastéji ze silikagelu nebo jeho chemickych
modifikaci, ddle mohou byt z oxidu hlinitého, zirkonicité¢ho, grafitického uhliku, agarosy,
hydroxyapatitu, nebo ze styren-divinylbenzenu [26; 29]. Castice naplné mohou byt porovité,

povrchové porovité, pelikularni nebo porovité mikropartikularni [24].

Pro pomérné vysoké potizovaci ceny HPLC kolon je tieba zajistit jejich co nejdelsi
zivotnost. Kolony obvykle poSkozuji mechanické Castice v zavislosti na jejich velikosti. Ty

vétsi (>2 um) zpravidla ucpévaji pory frit, mensi Castice, které prochazeji fritou, se usazuji
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Vv porech sorbentu. Oba piipady vedou ke zvyseni tlaku. Pfed mechanickymi necistotami je

mozné kolony chranit filtraci mobilni faze 1 vzorku. Jinou moznosti je pouziti predfiltr,

umisténych pfed kolonou nebo uzitim piedkolon [30].

1.2.1.1.5 Detektory

Soucasné detektory jsou nejcastéji koncentracni, tzn. poskytuji signdl imérny hmotnostni

koncentraci latek v eluatu. Vyjimkou jsou hmotnostné-spektrometrické detektory a detektory

fungujici na zakladé rozptylu svétla, jejichz odezva je umérnd latkovému mnozstvi

separovanych slozek vzorku [26]. Rozlisujeme:

UV/Vis detektory — jsou zaloZeny na absorpci monochromatického svétla, o vinové
délce v rozsahu 190-800 nm, chromofory v eluatu. Jsou tvofeny tfemi zakladnimi
¢astmi (zdrojem monochromatického svétla, prutocnou celou a detekénim zafizenim,
kterym je fotodioda nebo fotondsobicova trubice). Lze je rozdélit na detektory s fixni
vlnovou délkou, s volitelnou vlnovou délkou a detektory fotodiodového pole (PDA —
Photodiode array) Vynikaji svou jednoduchosti, spolehlivosti, jsou relativné levné
I pomérné citlivé [31].

Fluorescenéni detektory (FLD — Fluorescence detector) — jsou zaloZeny na absorpci
ultrafialového zafeni a nasledném uvolnéni Ccasti excitaéni energie ve formé
fluorescen¢niho zafeni, které mé nizsi energii a delsi vinovou délku. Je vysoce citlivy
a selektivni, navic latky nefluoreskujici mizeme pievést na fluoreskujici derivaty
vhodnymi ¢inidly [29; 31].

Elektrochemické detektory (ECD — Electron Capture Detector) — méti prochazejici
proud zpusobeny oxidaci nebo redukci latek na povrchu pracovni elektrody,
na kterou je vkladano konstantni napéti. ECD jsou tvofeny tfemi elektrodami,
pomocnou, referen¢ni a mérnou, kterd mize byt ze skelného uhliku, grafitové pasty,
zlata, platiny, niklu, médi nebo rtuti [32]. ECD je vhodny pfi uzivani polarni mobilni
faze, tudiZ pro méfeni v systému s obracenymi fazemi a pfi iontové vymeénné
separaci. Pro svou dobrou cenu a vykon je vhodny pro rutinni méfeni biologickych

a enviromentalnich vzorkt [31].

K dal§im detektorim patii vodivostni, refraktometricky, coulometricky, hmotnostni

spektrometr, ELSD detekor (Evaporative Light Scattering Detector), spektrometricky detektor

pracujici v infracervené oblasti spektra, detektor diodového pole a mnohé dalsi [29; 31].

Shrnuti jednotlivych vlastnosti vySe popsanych detektor mizeme porovnat v Tabulce €. 1.
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Tabulka 1: Vlastnosti vybranych detektorti?

UV/Vis FLD ECD
Mg¢tena odezva Absorbance | Intenzita fluorescence | El. proud
Destruktivita Nedestruktivni Nedestruktivni Destruktivni
Gradientova eluce Ano Ano Ne
Minimalni detekovatelna 110° 1012 1012
koncentrace [g/ml]
Selektivita Stiedni Velmi vysoka Vysoka
Robustnost Vyborna Dobra Spatna
Zavislost odezvy na prutoku Ne Ne Ano

1.2.2 Hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie

Nazev hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie neboli HILIC (Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography) byl navrzen vroce 1990 Andrew J. Alpertem [34],
pfi¢emz v soucasné dobé je tento fazovy systém povazovan jako kombinace kapalinové
chromatografie v systtmu Snormalnimi fazemi (NPLC — Normal Phase Liquid
Chromatography), kapalinové chromatografie Vv systému S obracenymi fazemi (RPLC —
Reversed Phase Liquid Chromatography) a iontové chromatografie (IC — lon
Chromatography). Stacionarni faze je polarni jako u NPLC, avsak mobilni faze je obdobna
jako u RPLC, kterou je smés vody a polarni organické latky jako je acetonitril (ACN) [35].
V ptipadé, Ze je voda v mobilni fazi nahrazena jinou polarni latkou, nejéastéji alkoholem,
jako je methanol, ethanol nebo jiny, jedna se o nevodnou HILIC metodu (NA-HILIC, non-
aquenous HILIC) [36].

Metoda HILIC je vhodna pro separaci polarnich latek, jejichZ retence je v RPLC pfili§
nizka, a naopak v NPLC, kde se pouZivaji nepolarni organické mobilni faze, je retence piili§
vysoka [37]. Mezi prvni separované latky touto metodou patfily sacharidy, peptidy
a fosforylované aminokyseliny nebo oligonukleotidy [34]. V soucasné dobé ma vysoké

vyuziti v oblasti analyzy Zivotniho prostiedi, potravin, 1éCiv a tenzida [37].

1.2.2.1 Mobilni faze
Jak jiz bylo zminéno, mobilni faze je poladrni a nejcastéji obsahuje jako hlavni

komponentu ACN. Ten zaujima ve smési vice jak 50 % (v/v), pficemz vétsi mnozstvi obvykle

2 ptevzato a upraveno dle [31; 33]
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vede ke zvyseni afinity sorbentu vici hydrofilnim latkdm [34]. Dalsimi polarnimi pfimésemi
ktery ma hned po vodé nejvétsi eluéni silu [35]. Z toho plyne, Ze eluéni sila roste s rostouci
polaritou rozpoustédla. Dale je doporu¢eno, aby byla voda pufrovana, protoze obsazeni pufru
Vv eluentu vede ke snizeni elektrostatickych interakci mezi nabitymi analyty a silanovymi
skupinami stacionarni faze, coz obvykle vede ke snizeni retence [38]. Nejcast¢ji uzivanou soli
je octan amonny, ale miZzeme se setkat i s mravenc¢anem amonnym, Kyselinou trifluoroctovou

[39], fosfore¢nanem triethylaminu nebo chloristanem sodnym [40].

1.2.2.2 Stacionarni faze

Mezi prvni pouzivané staciondrni fdze patfil nemodifikovany oxid kiemicity,
jehoz jednou z vlastnosti je, ze neuvoliiuje ligandy, coz je vhodné pro uziti v kapalinové
chromatografii ve spojeni shmotnostnim spektrometrem jako detektorem (ptipadné
LC/MS/MS), kde by uvolnéné ligandy mohly zpusobit falesné piky ve spektru. V té€sné
navaznosti byl pouzivan oxid kfemiéity s chemicky navazanym aminopropylem, ktery spada
do amino-modifikovanych silikageld. Tato stacionarni faze byla pouzivana jako prvni vazana
stacionarni faze pro béznou separaci uhlovodikt [38]. Polarni, chemicky vazané, stacionarni
faze jsou obvykle pfipravovany chemickou reakci, kdy dochazi k modifikaci povrchu
silikagelu. Jako ¢inidla jsou pouZivany trialkoxysilany obsahujici polarni a alkylové skupiny
[41]. K dal$im uzivanym modifikovanym silikagelim patii stacionarni faze s chemicky
vazanymi amidovymi, diolovymi, nitrilovymi, cyklodextranovymi a polysukcinoimidovymi
polarnimi skupinami, od kterych jsou odvozené dalsi stacionarni faze, které uzivaji obchodni
nazvy jako PolyGlycoplex, PolyHydroxyethyl A, PolyCAT A, nebo PolySulfoethyl A [42].
K ¢asticovym naplnim patii i organické polymerni materialy, jako je styren-divinylbenzenova
pryskyfice, které obsahuji zwitteriontové nabité povrchové skupiny nebo iontoménice [41].
Tyto iontové-vyménné pryskyfice jsou vhodné pro separaci silné polarnich latek,
avSak neelektrolytil jako jsou sacharidy, kdy bylo prokazano Ze retence téchto latek se zvySuje

se zvySujici se koncentraci ethanolu pfi uziti mobilni faze ethanol-voda [43].

Odlisnym typem jsou monolitické kolony, jejichz napln je jednodilna a ptipravovana
pfimo v kolon¢. Tyto naplné zajist'uji vyssi permeabilitu kolony a tim i rychlejsi separaci
Vv zévislosti na pracovnim tlaku, ktery je vhodngj$i volit niz§i. Monolitické kolony jsou

zalozeny opét na oxidu kiemicitém nebo se jedna o organické polymery [41].
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Jelikoz se metoda HILIC pomémé rychle vyviji, je plno novych inovaci v rdmci kolon
jako je naptiklad modifikace silikagelu aminokyselinami (cysteinem a cystinem) [44; 45],
peptidy [46] a cyklopeptidy [47] nebo polymery, jak uvadi Li a kolektiv [48], jenz piipravili
modifikovany silikagel s dendritickym polymerem, ktery vychazi z aktivace silikagelovych
Castici 3-aminopropyl-triethoxysilanem a naslednou reakci s 1,4-butandioldyglycidyl etherem,
poté se epoxy skupina terminuje za pomoci anilinu. Cely proces je opakovan tiikrat, aby doslo

Kk narastu dendritického polymeru na kvarternim aminu.

1.2.2.3 Mechanismus separace

Separace spociva v tom, ze dochézi k tvorbé¢ vodné vrstvy na povrchu ndpln¢ kolony.
Vznikd tak difuzni vrstva s gradientem koncentrace vody smérem do mobilni faze
a stacionarni faze se pak chova jako pienaSe¢ vody [49]. Dochazi tak k distribuci latek
pies tuto vrstvu, pricemz prispivaji i proton-donor-akceptorové a iontové interakce s naplni

kolony, také vodikové mustky, coz vede ke zvySeni retence [50].

1.3 Analyza syntetickych potravinaiskych barviv kapalinovou

chromatografii
V literatute 1ze nalézt fadu praci, které se zabyvaji analyzou syntetickych potravinaiskych

barviv kapalinovou chromatografii [51-55] avSak nejéastéji vyuzivanou metodou je HPLC.

Muzeme se ale setkat i s vyuzitim tenkovrstvé chromatografie (TLC — Thin Layer
Chromatography) v kombinaci s iontovou parovou HPLC, jako to provedl de Andrade a kol.
[51], ktefi analyzovali brazilské sycené pomerancové a hroznové napoje na piitomnost
Tartrazinu, Amaranthu, Zluti SY a Brilantni modfi (E102, E123, E110, E133). Pro zisk barviv
byla provedena extrakce pevnou fazi (SPE) s C18 kolonkou a naslednou separaci pomoci
TLC s mobilni fazi tvofenou 8 ml isopropylalkoholu a 3 ml hydroxidu amonného. Na zakladé
vypoctu retardacniho faktoru (Rf) pro standardy i vzorky, byla identifikovana piitomnost
jednotlivych barviv. Ke stanoveni mnozstvi jednotlivych barviv byla pouZita iontova parova
HPLC s PDA detektorem s vinovou délkou 450 nm pro E102 a E110, 595 nm pro E133 a 525
nm pro E123. Byly pouzity dvé odlisné mobilni faze, obé tvotfené vodou a methanolem,
avsak jedna obsahovala navic 0,08 M octan amonny. Mobilni faze bez octanu byla pouzita
k isokratické analyze barviv a mobilni faze obohacena 0 0,08 M octan amonny, byla pouZzita
pro promyti kolony mezi jednotlivymi analyzami. Zavérem je, Ze TLC poskytuje dostatecné
rychlou identifikaci na pfitomnost barviv, avSak v nékterych vzorcich, kde byla uvedena

pfitomnost Tartrazinu, nebyl analyzou nalezen ¢i dokonce misto Tartazinu byla nalezena
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ptitomnost Zluti SY. Dale jeden vzorek hroznového napoje obsahoval vy$§i mnozstvi barviva,

nez povoluje brazilska legislativa.

Analyzou potravinafskych barviv ve vitaminech se zabyvala Sulekova a kol. [52].
Analyzovali vitaminy A, C, D, E a B-komplex od riznych vyrobct, kde méla byt ptitomna
syntetickd potravinaiska barviva jako Tartrazin, Zlut SY, Ponceau 4R, Chinolinova Zlut
(E102, E110, E124, E104) a jedno nesyntetické barvivo KoSenila (E120). Se zjisténim Amax
jednotlivych barviv pomoci UV/Vis spektrofotometrie mohly provést kvantifikaci
jednotlivych barviv pomoci RP-HPLC s DAD detektorem méficim v rozmezi 190-800 nm,
s kolonou se stacionarni fazi C18, temperovanou na 40 °C a isokratickou eluci. Jako mobilni
fazi pouzili ACN a smés CH3COONa:CH3OH v poméru 10:90 (v/v) pro analyzu zluté

zbarvenych kapsli a 20:80 (v/v) pro analyzu do ¢ervena zbarvenych kapsli.

Ptiprava jednotlivych vzorkll vitaminl spocivala ve zvazeni, rozpusténi v teplé vode,
odplynéni v ultrazvuku (15 min) a nasledné centrifugaci pti 19 000 rpm po dobu 15 minut.
Analyzovano bylo vzdy 20 ul vzorku po dobu 10 min s pritokem mobilni faze 1,2 ml/min
pro ¢ervené vitaminy a 1,0 ml/min pro zluté vitaminy. Zjisténé koncentrace barviv byly
prepocitany a porovnany s ADI jednotlivych barviv a bylo zjisténo, ze aby ¢lovek prekonal
povolené ADI, musel by zkonzumovat fadove stovky, u nékterych vzork i tisic kapsli denné.

VSechna barviva jsou tedy v pfiméfeném mnozstvi Vv jednotlivych analyzovanych vitaminech.

Analyzou 11 syntetickych potravindiskych barviv pomoci HPLC s DAD detekci se
zabyval i Rejczak a kol. [53], ktefi se vénovali stanoveni barviv v napojich, v tvrdych
bonbonech a kaviarech. Napoje byly pied analyzou pouze ziedény, avsak pro bonbony byla
vyuzita extrakce pomoci SPE a extrakce disperzni tuhou fazi (MSPD — Matrix Solid Phase
Dispersion) pro kaviar. Ve vzorcich potravin byla hledédna pfitomnost Tartrazinu, Zluté SY,
Azorubinu, Amaranthu, Ponceau 4R, Cervend 2G, Allura &ervend, Patentni modti, Brilantni
modfi, Brilantni zeleni a Brilantni ¢erni (E102, E110, E122, E123, E124, E128, E129, E131,
E133, E142, E151). Pro RP-HPLC byla zvolena mobilni faze tvofena vodou s 50 mM
octanem amonnym (A) a acetonitrilem (B) a kolonou s fenylovou stacionarni fazi, ktera je
vazana etherovou vazbou. Daéle byla pouzita gradientova eluce, kdy na zacatku bylo
udrzovano 5 % (v/v) slozky B, ktera pak linearné stoupala na obsah 40 % b&hem 20 minut
s prutokem 1 ml/min. Celkova analyza je cenové dostupna a s jednoduchou, robustni metodou
HPLC-DAD se tak muze stat vhodnou alternativou drah¢ LC-MS/MS v oblasti analyzy

barviv.
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Na rozdil od pievazujicich ¢lankti zabyvajicich se stanovenim barviv v potravinach, Li
a kol. [54] analyzovali pritomnost Allura ¢ervené (E129) nejen ve tiech ¢inskych pokrmech,
ale také v moci, kterou ziskali od 103 dobrovolniki, ktefi tato vybrana jidla konzumovali
minimalné jednou tydné¢ v poslednich dvou letech. K analyze byla vyuzita LC-MS/MS
s vyuzitim vnitiniho standardu, a to trypanové modfe, ktera je azobarvivem a strukturné

podobna E124, avSak se nevyuziva jako potravinarské barvivo.

Analyza byla provedena gradientovou eluci tvofenou vodou (A) a methanolem (B),
kdy ob¢ mobilni faze obsahovaly 20 mM octanu amonného. Vzorky jidla byly pfipraveny
dikladnym promichanim a lyofilizaci, kdy okolo 50 mg prasku bylo vlozeno do 2 ml
zkumavky, kam byla piidana i smés methanolu svodou (20:80, v/v) s10 uM trypanové
modfi. Smés byla dale odplynéna a centrifugovana na 16000 rpm po dobu 10 min s chlazenim
na 4 °C. Supernatant byl odebran a uskladnén pii -80 °C do doby analyzy. Vzorky moci
(90 pl) byly taktéz smichany s trypanovou modii (10 ul) a 400 ul smési methanolu a ACN
(50:50, v/v). Po centrifugaci byl supernatant pouzit k analyze. Jako kolona byla zvolena C18
kolona (150 x 2,1 mm, 5 um), temperovana na 30 °C, avsak teplota v autosampleru byla
udrzovana na 4°C. Rychlost prutoku mobilni faze byla 300 pl/min a jeji slozeni bylo
Vv prvnich 15 minutach 0-100 % B, 100 % B v 15-18 min, 0 % B v 18,1-23 min.

Vysledné mnozstvi Allura cerven€ v analyzovanych pokrmech se pohybovalo
v rozmezich 2,85 az 8,38 mg/g nelyofilizované vahy. Po pfepocitani bylo zjiSténo, ze kdyby
60 kg clovek snédl celou porci daného jidla, byla by ptekroena hodnota ADI. K urceni
mnozstvi E124 v mo¢i, byla tfeba stanovit koncentrace kreatininu, kde byla uzita metoda
dle Jaffého. Median E124 v mo¢i byl 22,29 nM/mM kreatininu (95% interval spolehlivosti je
mezi 19,48 a 25,03 nM/mM kreatininu). Dale podle jejich analyzy je mozna spojitost mezi
vys$$imi davkami E129 a vysokym krevnim tlakem, avSak pro potvrzeni, by byla tfeba

analyzovat vétsi rozsah populace.

Jednim z nejnovéjsich ¢lankt zabyvajicich se analyzou syntetickych potravinaiskych
barviv je od Floriano a kol. [55], ktefi analyzovali Sest syntetickych potravinaiskych barviv
ve sportovnich napojich. Stanovovali Tartrazin, Zlut' SY, Amaranth, Ponceu 4R, Indigotin
a Brilantni modf (E102, E110, E123, E124, E132, E133), které¢ jako prvni vyextrahovali
pomoci metody disperzni extrakce na pevné fazi (d-SPE). Nasledna analyza byla provedena
pomoci HPLC techniky s UV/Vis detekci, kdy detektor snimal analyty pii Amax jednotlivych
barev a tj. pti 430, 480, 510 a 610 nm. Byla pouzita C18 kolona (250 x 4,6 mm, S 5 um
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Casticemi) a jako mobilni faze byl pouzit 0,13 M octan amonny (A) a smés (B) methanolu
s acetonitrilem (80:20 v/v). Analyza probihala pomoci gradientové eluce, kdy profil tohoto

gradientu je uveden v tabulce 2 s priutokem mobilni faze 1,2 ml/min.

Tabulka 2: Gradientovy profil s objemovymi procenty mobilni faze
t[min] | A [%] | B [%]
0 80 |20

1 80 |20

10 50 |50

15 20 |80

16 20 |80

19 80 |20

Cvwr

E123 (8,1 min), E132 (8,6 min), E124 (10,3 min), E110 (11,2 min) a jako posledni bylo
vyloué¢eno E133 s retenénim ¢asem 16,4 min. Vysledkem analyzy bylo, Zze mnoZstvi barviv
v analyzovanych napojich se nachdzelo v limitech Brazilské legislativy a ze uziti d-SPE je

mnohem rychlejsi a levnéjsi pro extrakcei barviv z napoji nez bézné SPE.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje
Kapalinovy chromatograf Aglient 1290 Infinity 1l (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) sestaveny z binarniho ¢erpadla, autosampleru, termostatovanych kolon a UV detektoru

S proménnou vinovou délkou

Ultrazvukova vana Sonorex (Bandelin, Berlin, Némecko)
Stolni centrifuga Universal 320 (Hettich, Némecko)
Analytické vahy (Kern, Balingen, Némecko)

2.2 Kolona a separacni podminky
Analyza byla provedena na kolon¢ Kinetex HILIC, délka 100 mm, vnitini primér 2,1 mm,
velikost Castic 1,7 um. Teplota analyzy byla nastavena na 25 °C, analyty byly davkovany

S objemem 1 pl a priitok mobilni faze byl 0,3 ml/min. Absorbance byla métena pti 240 nm.

2.3 Chemikalie
Acetonitril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Octan amonny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Destilovana voda — pfipravena na zafizeni Mili-Q Reference system (MERCK Millipore,

Darmstadt, Némecko)
Sada syntetickych potravinatskych barviv UPa (E102, E124, E129)

Potravinové vzorky s moZznym obsahem studovanych barviv: BUBEE Pinky Fruit,
POWERADE Mountain Blast, SKITTLES Crazy Sours

2.4 Postup analyzy

Byly pfipraveny cerstvé mobilni faze octanu amonného, o koncentraci 50 mM,
a acetonitrilu. Rozpusténim piiblizn€¢ 1 mg od kazdého syntetického potravindiského barviva
(E102, E124, E129) v 1 ml destilované vody a jejich naslednym desetinasobnym ziedénim
byly pfipraveny standardy jednotlivych barviv a jejich smés, u kterych byla provedena
analyza isokratickou i gradientovou eluci metodou vysokouéinné kapalinové chromatografie
ve fazovém systému HILIC. Pouzité poméery mobilnich fazi v gradientové eluci jsou uvedeny
dale (Tabulka 3) i poméry pro isokratickou eluci S vyhodnocenymi reten¢nimi Casy jSou
taktéz uvedeny (Tabulka 4).
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Dale byly analyzovany realné vzorky, zakoupené v obchodnim fetézci Albert. VVzorky
napoju byly pfipraveny o celkovém objemu 0,5 ml obsahujici origindlni tekutinu a pak 1 10x
ziedéné. Priprava napojovych vzorkii byla doplnéna o odplynéni v ultrazvukové lazni
a centrifugaci pii 12000 rpm. Vzorky bonbond byly rozpustény v 10 ml vody, taktéz byly
centrifugovany a analyzovany byly neziedéné tak i 10x zfedéné. Takto pfipravené vzorky
byly analyzovany pii gradientové eluci s gradientovym profilem ¢. 4 (Tabulka 3). Pro analyzy
pii isokratické i gradientové eluci byla nastavena doba analyzy na 10 minut. Pfesnéjsi pouzité

podminky separace jsou uvedeny v kapitole 2.2. Kolona a separa¢ni podminky.

Tabulka 3: Objemové poméry H,O(A) a CH3CN (B) pro gradientovou eluci

] Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
A[%] | B[%] | A[%] | B[%] | A[%] | B[%] | A[%] | B[%]
0 1 99 10 90 20 80 1 99
8 80 20 30 70 40 60 60 40
9 80 20 30 70 40 60 60 40
10 1 99 10 90 20 80 1 99
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Jako prvni byla provedena analyza standardl pfi isokratické eluci, kdy se ménily poméry
ACN a H>0O od 40 % (v/v) po 1 % (v/v) vody (Tabulka 4). Ze zaznamenanych hodnot je dale
patrné, ze pii vétsSim mnozstvi vody se barviva téméf nedélila a ze od 5 % (v/v) vody méla

E102 tak vysokou retenci, ze se ani nevyloucila. NejlepSimi separa¢nimi podminkami,

které byly prozkoumany, byla eluce s 10 % (v/v) vody, 90 % (v/v) ACN, (Obrazek 10).

Tabulka 4: Reten¢ni ¢asy standardu pti isokratické eluci pro dvé opakovani

3 te102 [Min] te124 [Min] te12g [Min]
CHzo [%0] — —— — —— — ——
1. méreni | 2. méfeni | 1. méfeni | 2. méfeni | 1. méfeni | 2. méfeni

40 0,798 0,797 0,798 0,796 0,807 0,807
30 0,818 0,819 0,811 0,812 0,811 0,811
20 0,892 0,892 0,851 0,849 0,818 0,818
10 1,573 1,573 1,099 1,098 0,819 0,821
5 - - 0,923 0,925 0,793 0,791
4 - - 0,791 0,789 0,769 0,769
3 - - 0,727 0,727 0,751 0,75
2 - - 0,674 0,675 0,765 0,768
1 - - 1,134 1,14 1,13 1,129

60 0,819 min (E129)

1,099 min (E124)

50

40
= 30
<

20 1,573 min (E102)

10

)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Dalsim krokem byla gradientova eluce, kdy byla provedena analyza pfi Ctyfech rliznych
gradientech, kde poméry ACN a vody jsou uvedeny ve vyse zminéné tabulce 3. Ze zaznami
vsech Ctyr gradientl smési standardd (Obrazek 11), mizeme vycist, Ze lepsi déleni probihalo

pfi prudSim narustu obsahu vody v mobilni smési (Obrazek 11 A, D), aze pii pomalém

t [min]

Obriazek 10: Isokraticka eluce pro smés barviv pii 90 % (v/v) ACN

narustu obsahu vody se barviva nedélila (Obrazek 11 B, C).
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Obrazek 11: Gradientova eluce pro smés barviv, (A) gradient 1, (B) gradient 2, (C) gradient 3, (D) gradient 4
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Pro analyzu realnych vzorkd byl nasledovné zvolen gradient ¢. 4 (Obrazek 11 D),

pti kterém sice nedoslo k Gplnému rozdéleni smési barviv, ale i tak je z danych gradientd

nejlepsi. Jelikoz se pii gradientu €. 3 (Obrazek 11 C) barviva vibec nerozdélila, pii gradientu

¢. 2 (Obrazek 11 B) v podstaté také ne a u gradientu ¢. 1 (Obrazek 11 A) se oddé¢lila pouze

E129. Jednotlivé zdznamy separaci vzorkl potravin jsou taktéz uvedeny (Obrazek 12 a 13).

Na napoji Bubee byla ve slozeni uvedena piitomnost E124 (Ponceau 4R), a na napoji

Powerade barvivo E133 (Brilantni modi FCF). MuzZeme se vSak domnivat, Ze jediny vyrazny

pik v zaznamu napoje Bubee (Obrazek 12 A) by odpovidal na pfitomnost vyrobcem uvedené

E124, ktera se shoduje i s retenénim ¢asem nasi standardni smési (Obrazek 11 D).

350

300

250

200

Al

150

100

50

Al

1,045 min (E124) A

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

t [min]

0,496 min
0,690 min
0,874 min

1,045 min

1,288 min

t [min]

1,4 1,6 1,8 2

Obrazek 12: Gradientova eluce pro analyzované napoje, (A) Bubee Pinky Fruit, (B) Powerade Mountain Blast

Dalsimi analyzovanymi potravinovymi vzorky byla cukrovinka Skittles (Obrazek 13),

kde ze smési riiznych barev bonbonli byly zvoleny barvy bonbont Zluta, fialova a rizova,

pficemz vyrobce Skittles ve slozeni vyrobku uvadi pfitomnost, kromé piirodnich
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potravinarskych barviv 1 syntetickd potravinaiskd barviva jako E132 (Indigotin) a E133
(Brilantni modt FCF).

45 0,504 min
4 1,041 min A
3,5 1,288 min
3
2,5
<: 2
1,5
1
0,5
0
05 0 2 4 6 8 10
t [min]
0,486 min
4,5 0,714 min B
4 1,043 min
3,5 1,289 min

0,5 0 2 ) 8 10
’ t [min]
0,533 min
4,5
1,043 min C
4
3,5 1,289 min

t [min]

Obriazek 13: Gradientova eluce pro cukrovinku Skittles, (A) zluty bonbon, (B) fialovy bonbon, (C) rizovy
bonbon

Avsak vzhledem k neprovedené analyze standardnich barviv, presn&ji E132 a E133,
které byly taktéz obsazeny v potravinovych vzorcich, nelze ani potvrdit skutecnou pfitomnost
barviv uvedenych ve sloZeni vyrobku. Dale také kvuli absenci spektralnich zaznamu

jednotlivych barviv neni jednozna¢né mozné urcit obsah téchto barviv ve vzorcich.
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4 SHRNUTI

Na zaklad¢ provedené reSerSe lze konstatovat, ze kapalinova chromatografie, predev§im
HPLC, je velmi vyuzivana metoda pro analyzu syntetickych potravinarskych barviv
V potravinach jako jsou napoje, sladkosti, dzusy, mlééné ale i masné vyrobky. Pfi¢emz
nejcastéji pouzivanym detektorem je DAD detektor piipadné spojeni hmotnostniho

spektrometru s HPLC jako metoda tandemova spektrofotometrie.

Cilem experimentalni Casti bylo zjisténi, zda pomoci HPLC v systému HILIC lze
separovat synteticka potravinaiska barviva. V prvni fazi byla provedena isokraticka eluce tii
standard barviv (E102, E124, E129), kdy bylo zjisténo, Ze k nejlepS§imu déleni doslo
pii slozeni mobilni faze CH3COONa:CH3CN (10:90, v/v), kdy doslo k Gplné separaci barviv.
V dalsi fazi byla provedena gradientova eluce, taktéz pomoci HILIC, kdy byly zkoumany
celkem ctyfi rizné gradienty. Na zaklad¢ analyzy standardl barviv se z téchto zvolenych
gradientii projevil jako nejvhodnéjsi, ale ne dokonaly, gradient ¢. 4, ktery byl pouzit
pro separaci potravinovych vzorki. Nedokonalost gradientu ¢.4 spocivala v neuplném
oddéleni E102 a E124, coz mohlo byt zplisobeno i pouzitim starSich vzorkl barviv
nebo degradaci standardd. Jelikoz nebyla provedena spektrometrickd analyza barviv
s uréenim vlnové délky s maximalni absorbanci, nebylo mozné potvrdit skute¢nou pfitomnost

daného barviva ve vzorku. AvSak byly alesponi porovnany reten¢ni ¢asy vybranych barviv.

Lze s jistotou fici, Ze Se pouzivani synteticky potravinafskych barviv neustale zmensuje,
a to na zakladé potencialnich rizik z karcinogennich a mutagennich G¢inki, hyperaktivity déti
a alergickych potizi, coZ se projevilo 1 pfi vybéru potravinovych vzorka, kdy naptiklad témét
veskeré ervené a zluté napoje, ale i jiné potraviny, jsou v soucasné dobé v Ceské republice

barveny vytazky z ¢ervené fepy, cerné mrkve, karoteny nebo riboflavinem.
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6 PRILOHY

Tabulka 5: Ptirodni potravinaiska barviva [56]

E kod Nazev Barva

E100 Kurkumin Zluta az oranzova
E101 Riboflavin Oranzovozluta
E120 Kosenila Cervena

E140 Chlorofyly a chlorofyliny Zelena az olivove zelena
E141 Médnaté komplexy chlorofyla a chlorofylinti Olivové zelena
E150a Karamel Hnéda

E150b Kausticky sulfitovy karamel Hnéda

E150c Amoniakovy karamel Hnéda

E150d Amoniak sulfitovy karamel Hnéda

E153 Uhlik z rostlinné suroviny Cerna

E160a Karoteny Zluta aZ oranzova
E160b Annatto, Bixin, Norbixin Zluté az GervenooranZova
E160c Paprikovy extrakt, Kapsanthin, Kapsorubin Oranzova azZ Cervena
E160d lykopen Cervena

E160e Beta-apo-8-karotenal Oranzova
E161b Lutein Zluta

E161g Kanthaxantin Ruizova az Cervena
E162 Betanin Cervena az fialova
E163 Antokyany Cervena az modra
E170 Uhli¢itany véapenaté Bila

El71 Oxid titaniCity Bila

E172 Oxidy a hydroxidy Zeleza Zluta, Gervena az Gerna
E173 Hlinik Stiibrna

E174 Stiibro Stiibrna

E175 Zlato Zlata
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Tabulka 6: Synteticka potravinaiska barviva

E kod Nazev Barva [56] P [nm] ADI [mg/kg/den]
[18] EFSA [4] / JECFA [5]

E102 Tartrazin Citronoveé zluta 426 0-7,5

E104 Chinolinova zlut’ Zelenozluta 411 0-0,5/0-5

E110 Zlut SY Zluta 485 0-4

E122 Azorubin Cervend 515 0-4

E123 Amarant Cervenomodra 520 0-0,15/0-0,5

E124 Ponceau 4R Cervend 505 0-0,7/0-4

E127 Erythrosin Cervena 526 0-0,1

E129 Cerveii Allura Cervena 504 0/0-7

E131 Patentni modf Modra 638 0-15/-

E132 Indigotin Tmaveé modra 610 0-5

E133 | Brilantni modi FCF Modra 630 0-6/0-12,5

E142 Zelen S Modrozelena 632 0-5/-

E151 | Brilantni ¢erit BN Cerna 570 0-5/0-1

E155 Hnéd HT Cervenohnéda 460 0-1,5

E180 Lithorubin BK Cervena 442° -/ -

% Absorpéni maxima ve vodném prostiedi.
4 Absorpéni maximum v dimethylformaidu (E180 je ve vod& nerozpustné).
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