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ANOTACE

Tato bakalarskd prace je vénovéana potravindiskym azobarvivim. Teoreticka cast je
zaméfena na jejich chemické a fyzikalni vlastnosti, vyuziti vV potravinatském prumyslu a
rizika spojend s jejich konzumaci. Déle jsou zde popsany metody jejich analyzy
v potravinach. V praktické casti byl spektrofotometricky stanoven obsah azobarviv
v né€kolika nealkoholickych népojich.

KLICOVA SLOVA

Azobarviva, potravinaiska barviva, aditiva, spektrofotometrie

TITLE
Azo dyes in food

ANNOTATION

This thesis deals with azo food dyes. The teoretical part is mainly about chemical and
physical properties of azo dyes, their use in food industry and risks of their consumption.
On top of that, there are described methods of analysis of azo food dyes in food. In the
practical part the content of azo dyes was determined in several non-alcoholic beverages
using spectrophotometry.

KEY WORDS

Azo dyes, food dyes, additives, spectrophotometry
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Uvod

Barviva jsou senzoricky aktivni latky, které dodavaji potraving jeji barvu. Néktera barviva
se v potravinach vyskytuji pfirozené a n¢ktera jsou pridavana v procesu vyroby, aby vypadala
potravina pro spotiebitele atraktivnéji. VEtSina konzument dé piednost potraving, kterd ma
intenzivni, ale zaroven prirozené vypadajici barvu pfed potravinou, kterda ma barvu vybledlou.

D¢li se na barviva pifirodni a synteticka. Mezi pfirodni barviva se fadi antokyany,
karotenoidy, chlorofyly, kurkumin, riboflavin a dalsi. K syntetickym barviviim patii ptedevsim
azobarviva, erythrosin, chinolinova zlut’, indigotin a dalsi.

Azobarviva tvofi pifiblizné¢ 60-70 % barviv vyuzivanych v potravinaiském a textilnim
pramyslu. Mohou byt pouzity v Sirokém rozmezi potravin — v pe¢ivu, dezertech, alkoholickych
i nealkoholickych napojich, polévkach, kofeni, marmelddach, suSeném ovoci a ofiskach,
Vv rybich vyrobcich a mnoha dalSich. Teoreticky mohou azobarviva dodavat kompletni duhu
barev, prakticky se vyuzivaji spiSe azobarviva Zluté a ¢ervené barvy.

V poslednich letech se mnoho spotiebitelti snazi vyhybat konzumaci potravin obsahujicich
azobarviva kvili jejich moznym ucinkiim na hyperaktivitu déti. Tato skutecnost vede vyrobce
ke snaze omezit jejich pouziti v potravinach a nalezeni alternativnich barev, kterymi azobarviva
nahradi.

Cilem této bakalafské prace je zhodnotit nakolik je konzumace azobarviv nebezpecna, miru
jejich vyuziti v potravinach a zméfit jejich koncentrace v nékolika napojich ve kterych se

konkrétné nachazi.
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1. Azobarviva

Potravinaiska barviva se fadi mezi tzv. potravinaiské ptidatné latky. Potravinarské pridatné
latky jsou latky, které se bézn€ nekonzumuji ptimo jakoZto potraviny, ale zdmérné se pridavaji
do potravin pro technologické ucely. ,.Barvivy* se rozuméji latky, které potraviné dodavaji
barvu nebo barvu obnovuji a zahrnuji pfirodni slozky potravin a pfirodnich zdroju, jez jako
takové nejsou obvykle pozivany jako potraviny a nejsou obvykle pouzivany jako
charakteristické slozky potravin [1].

Azobarviva jsou synteticka barviva obsahujici ve své struktufe alesponn jednu
chromoforickou azo skupinu N=N [2]. Nabyvaji intenzivniho zbarveni a barvifskych
schopnosti teprve tehdy, kdyz do jejich molekuly vstoupi auxochromni skupina - napf. -OH, -
OR, -NH2, -NHR, -NRz. Odstin barviva se mlize ménit podle substituentu vstupujiciho do

aromatického jadra [18].

1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Podle poctu azoskupin v molekule se déli na monoazobarviva, disazobarviva a
polyazobarviva. Azobarviva jsou mnohem stabilngjsi neZz vétSina pfirodnich potravinatrskych
barviv. Jsou stabilni v Sirokém rozsahu pH, pii vysokych teplotach a neblednou po vystaveni
svétlu nebo kysliku, coz umoziuje jejich pouziti v téméf vSech potravinach. Jedinou jejich
nevyhodou je, Ze nejsou rozpustné v olejich a tucich — ovSem Ize jimi barvit oleje, kdyz se spoji

s molekulou latky rozpustné v tucich nebo kdyz se rozptyli ve formé velmi malych éastic [3].

1.2 Toxicita

Akutni toxicita azobarviv, definovana podle kritérii EU pro klasifikaci nebezpecnych latek,
je dosti mala. Bezprostfedné toxické hladiny azobarviv nelze dosahnout konzumaci potravin
obsahujicich azobarviva. VétSina potravinaiskych azobarviv ma hodnotu LDsp V rozmezi
250-2 000 mg/kg télesné vahy, coz znamend, Ze by muselo byt zkonzumovano mnoho gramu
azobarviv v jedné davce pro dosazeni letalni davky. Vzhledem jejich k vysoké rozpustnosti ve
vodé se nekumuluji v téle, ale jsou metabolizovany v jatrech a vyluc¢ovany moci [3].

Nicméné ne€kterd azobarviva byla zakézana pro pouZiti v potravinach kvili jejich toxickym
vedlejSim u¢inkum, které nejsou zpusobeny barvivy samy o sobé€, ale produkty jejich
degradace. Azo vazba je nejlabilngjsi casti molekuly azobarviva a mize snadno podléhat

enzymatickému S$tépeni u savcl, vcetné Clovéka. Azo vazba muize byt zredukovana nebo
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roz§tépena, coz vede k rozdéleni molekuly na dvé ¢asti. Tato reakce je katalyzovana enzymem
azo-reduktazou. U savcil je azo-reduktaza ptitomna v rdznych organech jako jsou jatra, ledviny,
plice, srdce, mozek, slezina a svalova tkan. Nejvyssi enzymatickou aktivitu mé azo-reduktdza
V jatrech a ledvinach. U nékterych produktu degradace azobarviv byly zjistény mutagenni a
karcinogenni uc€inky, a proto bylo jejich vyuziti v potravinach zakazano [3].

Tvrdi se, ze néktera potravinaiska barviva zvySuji nebo dokonce zplisobuji hyperaktivitu u
déti — zejména azobarviva. Toto tvrzeni nebylo prokazano, nicméné nebylo ani vyvraceno [3].

Nezpiisobuji samy o sob¢ alergické reakce, ale mohou zhorSovat alergické reakce na jiné
latky (napft. 1€ky). Podobné mohou zvysSovat symptomy lidi trpicimi astmatem a podobnymi

potizemi [3].

1.3 Vyroba

Azobarviva a pigmenty jsou v primyslovém méfitku vyrabény dvéma po sobé jdoucimi
reakcemi — diazotaci a kopulaci [Obr. 1].

Prvni faze — diazotace — zahrnuje zpracovani primarniho aromatického aminu
(oznacovaného jako diazo sloZka) s dusitanem sodnym v siln¢€ kyselém prostiedi (pfedevs§im
v prostiedi HCI nebo H2SO4) pii nizké teploté¢ (0—5 °C) za vzniku diazoniové soli. Pti
nedostatku kyseliny dochazi reaguje vznikla diazoniova stl s jesté nezdiazotovanym aminem
za vzniku azoslouceniny nebo pomérné stalé diazoaminoslouceniny. Po diazotaci vétSinou
zbyva piebytek kyseliny dusi¢né. Ta zptisobuje pii dalSich reakcich vznik vedlejSich produktt,
a proto se prebytek kyseliny dusité musi pfed kopulaci odstranit. Rychlost reakce zavisi na
struktufe diazotovaného aminu, na reakcni teploté, na koncentraci reagujicich latek, na
rozpustnosti aminu a dalSich faktorech. Reakci I1ze urychlit pfidanim kyseliny bromovodikové
do reakce [18].

Ve druhé fazi — kopulaci — dochazi k elektrofilni aromatické substituci, pii které diazoniova
sul pasobi jako elektrofilni ¢inidlo a reaguje s fenoly v zasaditém prostiedi nebo aromatickymi
aminy V neutralnim nebo slabé kyselém prostiedi za vzniku azobarviva. Reakce probiha pfi

pokojové teploté [18].
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Obrdzek 1: Diazotace a kopulace [21]
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1.4 Metody stanoveni v potravinach

Pted samotnou detekci barviva je tfeba extrakéni metodou odstranit necistoty, které by
mohly znehodnotit vysledky analyzy. Nejéastéj$i metody jsou extrakce kapalina-kapalina
(LLE), extrakce na pevné fazi (SPE), membranova filtrace nebo extrakce s vyuzitim teploty
zakalu micelarnich roztokt (CPE).

LLE neboli extrakce rozpoustédlem je zaloZena na rozdéleni latek na zdkladég jejich relativni
rozpustnosti ve dvou riznych nemisitelnych rozpoustédlech jako jsou voda, ethanol, methanol,
isopropyl alkohol a dalsi.

SPE uziva sorbenty jako Cis, polyamid, gelovou permeacni chromatografii a styren-
divinylbenzen polymer a rozpoustédlo k extrakci azobarviva z matrice potraviny. Pied
provedenim extrakce je tfeba omyt a pfipravit patrony.

Membranova filtrace vyuziva tenkou vrstvu polopropustné hmoty k odd¢€leni slozek vzorku
pusobenim vnéjsi sily na membranu za vyuziti vody jako fedidla. Filtr ma vétSinou velikost
p6rt pro oddéleni barviv 0,45 pm.

CPE je ekologickou alternativou metody LLE. SlouZzi nejen K vycisténi vzorku, ale také
k jeho zakoncentrovani. Oproti jinym metodam vyuziva minimum toxickych organickych
rozpoustédel. Metoda spocivd ve vzniku zakalu, kdyz se roztok obsahujici neionogenni
povrchové aktivni latku polyoxyethylenového typu zahifiva a micha pted tim, nez se necha
usadit. Kapalina se v dusledku dehydratace povrchové aktivniho c¢inidla béhem procesu
usazovani rozdéli na vodné a povrchové aktivni faze.

K samotnému stanoveni obsahu azobarviv ve vzorku se vyuzivaji metody HPLC, TLC,

spektrofotometrie, CE a elektrochemické techniky [12].
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1.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC provadi separaci latek ve vzorku na zaklad¢ jejich interakce s ¢asticemi naplné
kolony. HPLC vétSinou vyuziva detekce pomoci UV/Vis, PDA, MS nebo DAD detektoru
a mobilni faze byva vybrana podle charakteru vzorku [12].

Vzorek je do pristroje vstfikovan davkovacem a dale je mobilni fazi unasen skrze kolonu
obsahujici fazi stacionarni, béhem ¢ehoz dochazi k opakovanému vytvafeni rovnovaznych
stavii separovanych latek mezi mobilni a stacionarni fazi [Obr. 2]. Mobilni faze obsahujici
rozseparované slozky tzv. eluat dale putuje do detektoru, ktery na zaklad¢ riznych fyzikalné-

chemickych postupt detekuje jednotlivé slozky [13].

Obrazek 2: Schéma HPLC [22]
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Chromatogram
R =

- _

Davkovac

e
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Vzorek

Pocitac
zaznamenavajici data

mobilni faze

Detektor

Cerpadlo

Odpad

1.4.2 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie je zalozena na rozdéleni latek ve vzorku mezi mobilni
a stacionarni fazi. Stacionarni faze je nejcastéji hlinikova desticka pokryta silikagelem a
mobilni fazi jsou organicka rozpoustédla - tzv. vyvijeci soustava.

Vzorek se nanese na jedno misto desticky, které pak oznacujeme start. Poté se desticka vlozi
do vyvijeci komory obsahujici rozpoustédlo, které okamzité za¢ne vzlinat silikagelem vzhuru.
Pti svém postupu silikagelem narazi na latky ve skvrné a zacne je délit. K urceni, o jaké latky

ve vzorku jde je tfeba mit pfipravené standardy o¢ekavanych latek [14].
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1.4.3 Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (LC-MYS)

Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem pouziva systém vysokoucinné
kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem jako detektorem, pficemz Vv bodg¢,
kdy kapalné mobilni faze opoustéji kolonu, se kapalny vzorek rozprasuje za vzniku
mikroskopického aerosolu. Ten se rychle odpafuje a uvoliiuje ionizované molekuly analytu,
které pak lze separovat vV hmotnostnim spektrometru [15].

Vyhodou této metody je vysokd piresnost vysledk a jeji pouziti je vhodné predevsim pro

vzorky obsahujici mnoho sloucenin.

1.4.4 Kapilarni elektroforéza (CE)

Kapilarni elektroforéza rozdéluje latky ve vzorku na zaklad¢ jejich rozdilné pohyblivosti
v elektrickém poli. Pii separaci se projevuji dva jevy — elektroforéza a elektroosmoza.

Elektroosmoza vznika na vnitinim povrchu kapilary, kde se styka kapalny roztok s pevnou
sténou kapilary. Na misté styku vznika elektricka dvojvrstva, jejiz pevna ¢ast je tvofena vnitini
sténou kapilary a vétsinou byva nabita nepohyblivym plosnym elektrickym nabojem. Tento
naboj je kompenzovan vrstvickou pohyblivého opacného naboje v kapalné ¢asti dvojvrstvy.
Napéti vyvolavajici elektroforeticky pohyb analyzovanych iontli ma vzhledem ke kapiléafe
podélny smér a nemiiZe zpiisobit pohyb nabité pevné ¢asti dvojvrstvy (kapilary). Naproti tomu
vrstvicka opacného naboje v kapalin¢ blizko stény podlehne puisobeni hnaciho pole a da se
do pohybu smérem k ptislusnému polu, ¢imz strhne cely prifez kapaliny v kapilafe. Tomuto
jevu se fika elektroosmoza. Narozdil od elektroforézy, pii které putuji pouze nabité ionty
a zbytek roztoku je v klidu, tece pii elektroosmoze cely roztok najednou, pohybuje se jako pist.
Rychlost elektroosmotického toku je vSude stejna — jak u stény, tak uprostied kapilary [19]. Na

Obr. 3 je uvedeno schéma zapojeni kapilarni elektroforézy.
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Obrazek 3: Schéma kapilarni elektroforézy [23]
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1.4.5 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je zalozena na interakci elektromagnetického zafeni s analyzovanym
roztokem, kdy je ¢ast zatreni absorbovana ¢asticemi vzorku. Absorpci fotonu se méni energie
molekuly a vznika excitovany atom, kdezto Cast zafeni projde roztokem a je nésledné
detekovana pfistrojem. Mnozstvi svétla propusténého, odrazeného nebo pohlceného jistou
latkou je zavislé na vinové délce zatfeni a na koncentraci zkoumané latky [20].

Spektrofotometry jsou technicky slozitéjsi a dokonalejsi ptistroje plné ovladatelné pomoci
pocitate  pro  spektrofotometricka  stanoveni, které umoziiuji vlnovou délku
monochromatického svétla libovolné nastavit nebo méfit ¢ast absorpéniho spektra v urcitém
useku vlnovych délek. Déli se na jednopaprskové a dvoupaprskové spektrofotometry.
Jednopaprskové spektrofotometry méti pouze vystupujici tok zafeni, proto se nejprve musi
provést referencni méfeni rozpoustédla a teprve potom se muze meéfit vzorek, zatimco
dvoupaprskové spektrofotometry méti jednim paprskem slepy vzorek a druhym méfi zkoumany

vzorek [20]. Na Obr. 4 je uvedeno schéma spektrofotometru.
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Obrazek 4: Schéma spektrofotometru [24]
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1.5 Barviva povolena v EU a CR

V EU a CR je povoleno pouzivani nasledujicich barviv v potravinach: tartrazin, zlut' SY,
azorubin, amarant, ponceau 4R, Cerven allura AC, ¢eri BN, hnéd’ HT, litholrubin BK.

V Tab. 1 jsou uvedeny nazvy barviv, jejich ,.E kody* a barva.

Tabulka 1: Potravindrska azobarviva povolend v EU

Kod Nazev Barva

E 102 Tartrazin zluta

E 110 Zlut SY zluto-oranzova
E 122 Azorubin cervena

E 123 Amarant ¢erveno-modra
E 124 Ponceau 4R cervena

E 129 Cerveii Allura AC dervend

E 151 Ceri BN fialovo-gerna
E 155 Hnéd HT ¢erveno-hnéda
E 180 Litholrubin BK cervena
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Drive se v potravinach vyuzivaly také barviva zlut’ 2G a hnéd’ FK, jejichz pouziti je kvuli

jejich $kodlivym uéinkiim v CR v nyn&jsi dobé zakazano.

1.5.1 Tartrazin

Tartrazin neboli Cl potravinafska Zlut' 4 je syntetické barvivo syté zluté barvy oznacované
v seznamu ,,é¢ek* kodem E 102.

Jedna se pfedevSim o trisodnou sul  4,5-dihydro-5-oxo-1-(4-sulfofenyl)-4-
(4-sulfofenyl-azo)-1H-pyrazol-3-karboxylové kyseliny [Obr. 5]. Jeho sumarni chemicky
vzorec je C16HgN4NazOeS> [7]. Je klasifikovan jako monoazobarvivo [4].

Obrazek 5: Chemicky vzorec tartrazinu

Je vysoce stabilni pfi vystaveni zdsaddm a kyselinam s vyjimkou kyseliny askorbové,
hydroxidu sodného a oxidu sifi¢it¢ého. Je relativné stabilni pifi vystaveni svétlu a teplu —
nerozklada se pfi extruzi a peceni. Je rozpustny ve vodé a nerozpustny v alkoholu [2].

Pouziva se ve formé zlutého prasku nebo granuli [2]. Komer¢né je dostupny nejéastéji ve
formé sodné soli, ale také ve formé& aluminium lake, ktera je nerozpustna ve vod¢ [4]. Méné
Casté je vyuziti ve forme draselné a vapenaté soli [8].

Maximalni absorbance dosahuje ve vode¢ pti vinové délce 426 nm [4].

Vyrabi se cyklickou kondenzaci diethylesteru oxalacetatu s p-sulfofenylhydrazinem
v alkalickém prostiedi. Naslednou diazotaci s kyselinou sulfanilovou vznika tartrazin [6].

ADI pro tartrazin je 0-7,5 mg/kg té€lesné hmotnosti [4]. U citlivych jedinct muze pii
nadmérné konzumaci vyvolavat alergické reakce a astmatické zachvaty. Mlze zplisobovat
svedici koptivku, purpuru, otoky, rymu, migrény a rozmazané vidéni. Tyto vedlejsi ucinky se

vyskytuji zejména u lidi trpicich nesnasenlivosti aspirinu a u alergickych astmatikt [5].
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Potraviny obsahujici tartrazin musi byt oznac¢eny vétou ,,mohou neptizniveé ovliviiovat ¢innost
a pozornost déti [4].

Typické vyuziti v potravinarském primyslu jsou nealkoholické ndpoje, konzervované
vyrobky, dezerty, nakladané okurky, suSené ovoce, rozpustné napoje a koteni [4,8,10]. Lze

nahradit pouzitim riboflavinu, kurkuminu, chinolinové zluti nebo beta-karotenu [8].

1.5.2 Zlut’ SY

Zlut SY neboli Cl potravinaiska Zlut 3 je barvivo Zluto-oranzové barvy oznadované
Vv seznamu ,,é¢ek* kodem E 110.

Jedna se predevsim o disodnou sul kyseliny 6-hydroxy-5-[(4-sulfofenyl)-azo]-2-
naftalen-sulfonové [Obr. 6]. Jeji sumamni vzorec je CigHioN207S;Naz [7]. Radi se mezi

monoazobarviva [4].

Obrazek 6: Chemicky vzorec zluti SY
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Je rozpustna ve vod¢ a glycerolu a nerozpustna v ethanolu. V koncentrovaném roztoku ma
nacervenaly odstin, ktery fedénim zloutne. Barvivo je stabilni pfi teplotach extruze, pti pH 3-8
a V piitomnosti organickych kyselin a zasad pouzivanych pii vyrobé potravin, jako jsou
kyselina citronova nebo uhlicitan sodny [2]. Je nestabilni pii styku s NaOH, kyselinou
askorbovou a oxidem sifi¢itym [8].

Pouziva se ve form¢ hnédo-oranzového prasku nebo granuli, nebo ve formé nerozpustného
pigmentu aluminium lake [7]. Mén¢ se vyuziva ve formé draselné nebo vapenaté soli [8].

Maximalni absorbance dosahuje ve vodé pii vinové délce 485 nm [4].

ADI pro zlut' SY je 0-2,5mg/kg télesné hmotnosti. Nebylo prokazano, ze by toto barvivo
mélo karcinogenni nebo mutagenni ucinky. Miize vyvolavat alergické reakce u citlivych
jedinca [9]. Potraviny obsahujici toto barvivo musi byt oznaceny vétou ,,mohou nepfiznivé

ovlivitovat ¢innost a pozornost déti [4].
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Casto byva vyuzivano ve smési s tartrazinem jako barvivo do nizkotuénych pomazének.
Déle se pouziva k barveni pekatskych vyrobki, cukrovinek, zmrzliny, omacek, polévek
a napoju [2,4,8,10]. Lze nahradit v potravinach pouziti annatta, papriky, beta-karotenu nebo

kyseliny karminové [8].

1.5.3 Azorubin

Azorubin neboli Cl potravinaiska Cerven 3 je syntetické barvivo ¢erveno-modré barvy
oznacované v seznamu ,,é¢ek” kodem E 122. Je znamy také pod nazvem karmoisin.

Jedna se ptredevSim o smés 4-hydroxy-3-(4-sulfonato-1-naftylazo)-1-naftalensulfonatu
disodného a vedlejsich barvicich latek s chloridem sodnym a/nebo siranem sodnym jako
hlavnimi nebarevnymi slozkami [Obr. 7]. Jeho sumarni vzorec je CaoH12N2Na207S: [7]. Je

klasifikovan jako monoazobarvivo [4].

Obrazek 7: Chemicky vzorec azorubinu
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Je rozpustny ve vodé a v 5 % ethanolu. Je stabilni pfi vystaveni svétlu a pii teplotach do
105°C. Bledne pfii vystaveni oxidu sifi¢itému a v zasaditém prostiedi [8].

Maximalni absorbance dosahuje ve vodé pii vinové délce 516 nm [4].

Vyuziva se ve formé cerveno-hnédého prasku nebo granuli, nebo ve forme nerozpustného
pigmentu aluminium lake. Mtize byt také pouzit ve formé vapenaté nebo draselné soli [8].

ADI pro azorubin je 0-4 mg/kg télesné hmotnosti. Potraviny obsahujici toto barvivo musi
byt oznaceny vétou ,,mohou nepfizniveé ovliviiovat ¢innost a pozornost déti* [4].

Pouziva se k barveni pekatskych vyrobki, nealkoholickych napojii, konzervovaného ovoce

a zeleniny, zmrzlin, cukrovinek, dezerti a cerealnich vyrobku [4,8,10]. V potravinach lze
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nahradit pouzititm barviv karminu, ponceau 4R, Cervené allura, erythrosinu, betaninu nebo
antokyant v kyselém médiu [8].

V USA a Kanadg je jeho pouziti k barveni potravin zakazano [8].

1.5.4 Amarant

Amarant neboli Cl potravinaiska ¢erven 9 je syntetické barvivo ¢erveno modré barvy, které
je v seznamu ,,é¢ek* oznacovano kédem E 123. Ma mirn€ modiejsi odstin nez azorubin [4].

Jedna se predevsim o smés 3-hydroxy-4-(4-sulfonato-1-naftylazo)-2,7-naftalendisulfonatu
trisodného a vedlejsich barvicich latek s chloridem sodnym a/nebo siranem sodnym jako
hlavnimi nebarevnymi slozkami [Obr. 8]. Jeho sumarni vzorec je CaoH11N2NazO10Ss. Je

klasifikovan jako monoazobarvivo [7].

Obrazek 8: Chemicky vzorec amarantu
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Je rozpustny ve vode¢ a v 5 % ethanolu. Je stabilni vici pasobeni svétla a pii teplotach do
105°C. Bledne pfi vystaveni oxidu sifi¢itému a v zasaditém prostfedi. V zdsaditém prostiedi
ma intenzivn&j$i modry odstin [8].

Maximalni absorbance dosahuje ve vodé pfi vinové délce 520 nm [4].

Vyuziva se ve form¢ cerveno-hnédého prasku nebo granuli, nebo Vv nerozpustné formé
zvané aluminium lake. Kromé formy sodné soli se v mensi mife vyuziva i ve forme soli draselné

nebo vapenaté [8].
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ADI pro amarant je 0-0,015 mg/kg télesné vahy [4]. Bylo prokazano ze zplsobuje rist
nadort u krys. Nicméné¢ nebylo ani dokézano ani vyvraceno, ze by mél amarant stejny ucinek
na ¢lovéka [3].

Jeho pouziti je povoleno pouze k barveni aperitivnich vin, alkoholickych napojt a rybich
jiker a mli¢i [4,8,10]. Lze nahradit pouzitim barviv karminu, ¢ervené allura AC, erythrosinu,
ponceau 4R, betanin nebo antokyant v kyselém médiu [8].

V USA je jeho pouziti v potravinach zakazano tGplné [4].

1.5.5 Ponceau 4R

Ponceau 4R neboli Cl potravinaiska Cerven je syntetické barvivo jasné ¢ervené barvy, které
je v seznamu ,,é¢ek* oznacovano kédem E 124.

Jedna se o smés 2-hydroxy-1-(4-sulfonato-1-naftylazo)-6,8-naftalendisulfonatu trisodny
a vedlejsich barevnych latek s chloridem sodnym a/nebo siranem sodnym jako hlavnimi
nebarevnymi slozkami [Obr. 9]. Jeho suméarni vzorec je CaoH11N2Nas010Ss-1,5 H20. Radi se

mezi monoazobarviva [7].

Obrdzek 9: Chemicky vzorec ponceau 4R
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Je rozpustny ve vode a mirné€ rozpustny v 5 % ethanolu. Ma dobrou stabilitu vii¢i piisobeni
svétla a teploty do 105 °C. Bledne v zasaditém prostiedi a pfi styku s kyselinou askorbovou

a oxidem sifi¢itym [8].
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Vyuziva se pro vytvoreni syté Cerveného odstinu typického pro potraviny s prichuti jahod,
tie$ni nebo Cerveného rybizu [4].

Maximalni absorbance dosahuje ve vodé pii vinové délce 505 nm [4].

Je dostupny ve formé Cerveno-hnédého prasku nebo granuli, nebo v nerozpustné formeé
zvané aluminium lake. Mize byt pouzit i ve formé draselné nebo vapenaté soli [8].

ADI pro ponceau 4R je 0-0,7 mg/kg télesné vahy. Potraviny, které toto barvivo obsahuji
musi byt oznacené vétou ,,mohou nepiiznivé ovliviiovat ¢innost a pozornost déti [4].

Pouziva se k barveni nealkoholickych napojti, dekoraci, dezert, konzervovanych kompott,
peciva, omacek, rybich vyrobkl a dalSich potravin [4,8,10]. Lze nahradit naptiklad pouzitim
karminu, karmoisinu, erythrosinu, betaninu nebo antokyanti v kyselém médiu [8].

V USA je jeho pouziti v potravinach zakazano [4].

1.5.6 Cervei Allura AC

Cerveii allura AC neboli Cl potravinafska Gerven 17 je syntetické barvivo ervené barvy,
Které je v seznamu ,,é¢ek* oznacovano kodem E 129.

Jedna se piedev§im o disodnou sul kyseliny 6-hydroxy-5-[(2-methoxy-5-metyl-4-
sulfofenyl)azo]-2-naftalensulfonové [Obr.10]. Sumarni vzorec cervené allura AC je

C18H14N208S2Nay. Je fazen mezi monoazobarviva [7].

Obrazek 10: Chemicky vzorec cervené allura AC
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Je rozpustny ve vode a v 5 % ethanolu. Je vysoce stabilni vii¢i pisobeni svétla a teploty [8].

V zésaditém prostiedi ziskava namodraly odstin. Ma nizkou stabilitu v pfitomnosti oxida¢nich

a redukénich ¢Cinidel [4]. Bledne ptisobenim kyseliny askorbové [8].
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Ma slabsi barvici ucinky nez jina barviva, a proto se musi pouzivat ve vét$i koncentraci pro
dosazeni pozadovaného odstinu [4].

Maximalni absorbance dosahuje ve vodé pii vinové délce 504 nm [4].

Vyuziva se ve formé tmaveé Cerveného prasku nebo granuli, nebo v nerozpustné formé
aluminium lake. Kromé formy sodné soli se v mensi mife vyuziva i ve formé soli draselné nebo
vapenaté [8].

ADI pro ¢erven allura AC je 0-7 mg/kg té€lesné vahy. Potraviny, které toto barvivo obsahuji
musi byt ozna¢ené vétou ,,mohou nepiiznivé ovliviiovat ¢innost a pozornost déti [4]. Jeden
z produktii degradace Cervené allura zptsobuje rakovinu mo¢ového méchyie u zvirat, kdyz je
piitomen ve velké koncentraci [3].

Pouziva se k barveni nealkoholickych i alkoholickych napoju, cukrovinek, konzervovanych
kompoti, dezerti, ofiSki, omacek a dalSich potravin [4,8,10]. Lze nahradit pouzitim barviv

karmoisinu, erythrosinu, ponceau 4R, betaninu nebo antokyani v kyselém médiu [8].

1.5.7 Cerii BN

Cerii BN neboli brilantni ¢erit BN je syntetické barvivo fialovo &erné barvy, které je
V seznamu ,,é¢ek* oznacovano kodem E 151.

Jedna se o smés 4-acetamido-5-hydroxy-6-({7-sulfonato-4-[(4-sulfonatofenyl)diazenyl]
naftalen-1-yl}diazenyl)naftalen-1,7-disulfonatu tetrasodného a vedlejSich barevnych latek
s chloridem sodnym a/nebo siranem sodnym jako hlavnimi nebarevnymi slozkami [Obr.11].

Jeji sumarni vzorec je C2gH17NsNasO14S4. Je klasifikovana jako bisazobarvivo [7].

Obrazek 11: Chemicky vzorec cerné BN

25



Je rozpustna ve vodé a 5 % ethanolu. Ma velmi dobrou stabilitu vii¢i ptisobeni svétla, ale je
nestabilni ve vysSich teplotach. Je pomérné rezistentni vici plsobeni kyselin obsazenych
V ovoci a zasaditym podminkam. V pfitomnosti oxidu sifi¢itého a kyseliny askorbové bledne
[8].

Sama o sobé ma Cerii BN fialovy az modro-erny odstin, ale je primarné uréena k michani
s jinymi barvivy k dosazeni odstinti fialovych a purpurovych [4].

Ma maximalni absorbanci ve vod¢ pii vinové délce 570 nm [4].

Je dostupny ve formé ¢ern¢ho prasku, granuli nebo v nerozpustné forme¢ aluminium lake.
Kromé¢ sodné soli se vyuziva i ve form¢ soli draselné nebo vapenaté [4,8].

ADI pro ¢erit BN je 0-5 mg/kg télesné vahy [4]. Ve stievech muze byt bakteriemi pfeménén
na potencialné nebezpeéné latky [3].

V potravinaiském pramyslu se vyuziva kbarveni cukrovinek, nealkoholickych

I alkoholickych napojti, marmelad, zavarenin a kaviaru [4,8,10].

1.5.8 Hnéd’ HT

Hnéd’ HT neboli CI potravinaiska hnéd’ 3 je syntetické barvivo hnédocervené barvy, které
je v seznamu ,,é¢ek* oznacovano kédem E 155.

Jedna se o smés 4,4’-(2,4-dihydroxy-5-hydroxymethyl-1,3-fenylen-bisazo)di-1-
naftalen-sulfonatu disodného a vedlejsich barevnych latek s chloridem sodnym a/nebo siranem
sodnym jako hlavnimi nebarevnymi slozkami [Obr. 12]. Jeji sumarni vzorec je

C27H18N4Na20sS;. Radi se mezi bisazobarviva [7].

Obrazek 12: Chemicky vzorec hnedi HT
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Je rozpustna ve vodé a propylenglykolu a nerozpustna v ethanolu. Je vysoce stabilni vici

svétlu a teplu. Je stabilni do teploty 200 °C coz ji d¢la vhodnou pro pouziti do peenych
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vyrobku. Zkratka HT znaci ,,high temperature®. Je taktéz velmi stabilni v pfitomnosti ovocnych
kyselin a v zasaditém prostredi. Bledne ptisobenim oxidu sifi¢ité¢ho [4,8].

Maximalni absorbance dosahuje ve vodé pii vinové délce 460 nm.

Pouziva se ve form¢ Cerveno-hnédého prasku, granuli nebo v nerozpustné forme aluminium
lake. Lze pouzit i ve form¢ draselné nebo vapenaté soli [8].

ADI pro hnéd HT je 0-1,5 mg/ kg télesné vahy [4].

Pouziva se k barveni peciva, ¢okolad, dezertd, cukrovinek, dekoraci, polévek, omacek,
kofeni a rybich vyrobku [4,8,10]. V CR (a v celé EU) se smi pouzivat pouze k barveni rybich
vyrobku z koryst [10]. Lze nahradit v potravinach karamelem [8].

V USA a Kanadg je jeji pouziti zakazano tplné [8].

1.5.9 Litholrubin BK

Litholrubin BK je syntetické barvivo ¢ervené barvy oznacované Vv seznamu ,,é¢ek kodem
E 180.
Jedna se o 3-hydroxy-4-[(4-methyl-2-sulfofenyl)azo]-2-naftalenkarboxylat vapenaty

[Obr. 13]. Jeho sumarni vzorec je C18H12CaN206S [11]. Jedna se 0 monoazobarvivo.

Obrazek 13: Chemicky vzorec litholrubinu BK
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Vyskytuje se piirozen¢ v semenech vojtésky, palmovém oleji nebo v dynich [10].

Je nerozpustny ve vod¢ i v ethanolu, ale rozpustny v oleji a uhlovodikovych rozpoustédlech
[8].

Je dostupny ve formé ¢erveného prasku [8].

Maximalni absorbance dosahuje v dimethylformamidu pfi vinové délce 442 nm [4].
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V potravinaiském primyslu se vyuziva vyhradné k barveni kiry tvrdého syra. VEétsi vyuziti
nachazi v kosmetickém pramyslu [4].

V USA, Kanadé¢ a Australii je jeho pouziti v potravinach zcela zakazano [8].
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2. Experimentalni Cast

Ukolem experimentalni ¢asti bylo stanovit obsah azobarviv v napojich v niz jsou

deklarovana. Ke stanoveni byla vyuzita molekularni spektrofotometrie.

2.1 Instrumentace, pomiicky a chemikalie

Seznam pouzitych ptistroji:

Analytické vahy, pH metr, ultrazvukova lazen, UV/VIS spektrofotometr, pocitac se
softwarem UV Probe Version 2.70 (Shimadzu Corporation)

Pomicky:

Bézné laboratorni sklo, mikropipeta se Spickami, potfeby na vazeni, sttikackové filtry o
velikosti port 0,45 um, injekéni stiikacka, plastové kyvety, kapatka, filtracni papiry
Chemikalie:

Standardy tartrazinu (E 102), zluti SY (E 110), azorubinu (E 122) o neznamé ¢istoté, 0,2 M

hydroxid sodny, kyselina boritd, kyselina fosforecna, kyselina octova

2.2 Priprava pufri

Pufr neboli tlumivy roztok je definovan jako konjugovany par kyseliny (nebo zasady), ktery
je schopny udrZovat v jistém rozmezi stabilni pH i1 po pfidani silné kyseliny ¢i zdsady do
systému. Konjugovanym parem chapeme kyselinu (resp. zasadu) a jeji stl, ktera se vytvoti po
pridani zasady (resp. kyseliny) do systému. Jednéd se o dvojici latek, které prechazeji jedna
ve druhou piijmem/ztratou jednoho protonu [16].

Pii méfeni byl pouzit univerzalni Britton-Robinsontv pufr, ktery se sklada z 0,4 M kyseliny
borité, 0,4 M kyseliny fosfore¢né, 0,4 M kyseliny octové a 0,2 M hydroxidu sodného.

Do sklenénych zasobnich lahvi byly pfipraveny pufry o ptiblizném pH 3, 5, 7, 10 a 12
[Tab. 2]. Pomoci pH metru byly upraveny hodnoty pH piikapavanim hydroxidu sodného na
ptesné pH 3,5,7,10 a 12.
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Tabulka 2: Pomér kyseliny a zdasady pro pripravu Britton-Robinsonova pufru

pH Objem smesi kyselin [ml] Priblizny objem NaOH [ml]
3 40 7,8
5 40 15,2
7 40 21
10 40 31
12 40 40

2.3 Priprava standardnich roztoku barviv

Na analytickych vahach bylo navazeno piiblizné¢ 20 mg barviv tartrazinu (E 102), Zluti SY
(E 110) a azorubinu (E 122) v praskové formé o neznamé cCistoté [Tab. 3]. Prasky byly
kvantitativné pievedeny do 100 ml odmérnych ban¢k. Banky byly doplnény destilovanou

vodou po rysku a obsah fadn¢ promichan.

Tabulka 3: Presné navaizky a koncentrace standardnich roztokit barviv

Barvivo Navadzka [mg] Koncentrace [mg/l]
E 102 ‘ 20,4 204
E 110 ‘ 20,7 207

E 122 ‘ 20,7 207

2.4 Méreni zavislosti absorbance na pH

2.4.1 Zavislost absorbance na pH pro tartrazin

Do péti 10 ml odmérnych ban¢k bylo mikropipetou odpipetovano po 200 pl zasobniho
roztoku E 102 o koncentraci 204 mg/l a kazda z nich byla doplnéna jednim z pufri o pH 3, 5,
7,10 a 12 po rysku.

U kazdého zroztoku byla proméfena pomoci spektrofotometru absorbance v rozmezi

vinovych délek 350-800 nm [Graf 1]. Jako srovnavaci roztok byla pouzita destilovana voda.
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Graf 1: Zavislost absorbance na pH u tartrazinu (E 102) p7i koncentraci 204 mg/I
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Graf 2: Zavislost absorbance na pH u tartrazinu (E 102) p7i koncentraci 204 mg/l - detail vrcholu
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Tatrazin je stabilni pfi kyselém az neutralnim pH, pfi¢emz nejvyssi absorbance dosahuje pii
pH 3 [Graf 1,2]. V zasaditém prostiedi dochazi k ubytku absorbance a posunu maxima
absorbance k mensim vinovym délkam. Absorp¢niho maxima dosahuje roztok tartrazinu pti

vinové délce 427 nm [Graf 2].
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2.4.2 Zavislost absorbance na pH pro zlut’ SY

Do péti 10 ml odmérnych ban¢k bylo mikropipetou odpipetovano po 200 ul zasobniho
roztoku E 110 o koncentraci 207 mg/l a kazda z nich byla dopInéna jednim z pufri po rysku.
U kazdého zroztoku byla proméiena pomoci spektrofotometru absorbance v rozmezi

vlnovych délek 350-800 nm [Graf 3]. Jako srovnavaci roztok byla pouzita destilovana voda.

Graf 3: Zavislost absorbance na pH u zluti SY (E 110) pri koncentraci 207 mg/l
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Graf 4: Zavislost absorbance na pH u zluti SY (E 110) pri koncentraci 207 mg/l — detail vrcholu
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Zlut’ SY je opét stabilni v kyselém az neutralnim pH a nejvyssi absorbance dosahuje pii
pH 7 [Graf 3,4]. Se stoupajicim pH dochazi k rapidnimu ubytku absorbance a posunu
absorpéniho maxima k men$im vlnovym délkam. Pii méfeni byla stanovena vinova délka

absorpéniho maxima 481-483 nm [Graf 4].

2.4.3 Zavislost absorbance na pH pro azorubin

Do péti 10 ml odmérnych ban€k bylo mikropipetou odpipetovano po 200 ul zasobniho
roztoku E 122 o koncentraci 207 mg/l a kazda z nich byla doplnéna jednim z pufri po rysku.
U kazdého z roztoku byla proméfena pomoci spektrofotometru absorbance v rozmezi vinovych

délek 350-800 nm [Graf 5]. Jako srovnavaci roztok byla pouzita destilovana voda.
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Graf 5: Zavislost absorbance na pH u azorubinu (E 122) pri koncentraci 207 mg/I
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Graf 6: Zavislost absorbance na pH u azorubinu (E 122) pri koncentraci 207 mg/l - detail vrcholu
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Azorubin je stabilni pfi kyselém az neutralnim pH a nejvyssi absorbanci ma pii pH 5
[Graf 5,6]. Oproti pfedchozim dvéma barviviim je relativné stabilni i v zasaditém prostiedi, kdy
dochdzi k mnohem mens$imu ubytku absorbance a posunu vinové délky absorpcniho maxima.

Maximalni absorbance dosahuje roztok azorubinu pti vinové délce 516 nm [Graf 6].
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2.4.4 Vyhodnoceni

Vsechny 3 standardni roztoky vykazovaly vysokou stabilitu pti kyselém az neutralnim pH,
pti¢emz hodnota absorbanci pii pH 5 odpovida priméru pro vSechny 3 barviva, a proto byla

veskera nasledujici méfeni provedena v prostiedi pufru o pH 5.

2.5 Stanoveni obsahu azobarviv v sycené malinové limonadé

Ukolem bylo stanovit spektrofotometricky obsah azobarviv v sycené malinové limonadé
znaéky aro (vyrobce FONTEA as., Veseli nad Luznici, Ceska republika), ve které je

deklarovano barvivo azorubin (E 122). Stanoveni jsem provedla metodou kalibra¢ni kiivky.

2.5.1 Uprava vzorku

Prtahledny vzorek ¢ervené barvy byl prelit do kadinky a odplynén na ultrazvukové lazni.
Poté bylo pfikapavanim NaOH za soucasného méteni pH metrem upraveno pH vzorku na
hodnotu 5.

2.5.2 Absorp¢ni spektrum limonady

Prométila jsem absorbanci vzorku vrozmezi vlnovych délek 350-650 nm. Protoze
maximalni hodnota absorbance dosahovala mnohem vysSich hodnot nez absorbance
standardniho roztoku [Graf 7], zfedila jsem vzorek 5x pufrem a opét zméfila absorpéni

spektrum ve stejném rozmezi vinovych délek.
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Graf 7: Absorpcni spektrum vzorku limonddy a standardniho roztoku azorubinu o koncentraci 207 mg/I
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2.5.3 Piiprava roztoki kalibra¢ni kiivky a vzorku

Do 10 ml odmérnych ban€k bylo odpipetovano 200, 300, 400, 500 a 600 ul zasobniho
roztoku azorubinu o koncentraci 207 mg/l a v§echny byly doplnény pufrem o pH 5. Do 25 ml

odmérné banky bylo napipetovano 5 ml vzorku a barnka byla doplnéna pufrem.

2.5.4 Méreni a vysledky

Byly zméfeny absorbance vsech roztoku kalibra¢ni kiivky a 5x ztedéného vzorku pti vinové
délce 516 nm, pii které dosahuje azorubin absorp¢niho maxima [Graf 6]. Meteni bylo
opakovano u kalibra¢nich roztokl 2x a u vzorku 3X. Naméfené hodnoty byly vyneseny do grafu
[Graf 8] a z rovnice regrese byl vypocitan obsah azorubinu ve vzorku. Nameétené hodnoty jsou

uvedeny v Tab. 4. Tab. 5 obsahuje hodnoty naméiené pro ziedény vzorek.
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Tabulka 4. Hodnoty absorbance kalibracnich roztokii standardu azorubinu o koncentraci 207 mg/I

Objem standardniho ~ Presna koncentrace Absorbance 1l Absorbance 2

roztoku [ml] [mg/1]
0,2 4,14 0,186 0,185
0,3 6,21 0,273 0,272
0,4 8,28 0,36 0,36
0,5 10,35 0,432 0,447
0,6 12,42 0,532 0,526

Graf 8: Kalibracni kifivka standardniho roztoku azorubinu o koncentraci 207 mg/I
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Tabulka 5: Absorbance vzorku 5x ziredéného

Absorbance 1 Absorbance 2 Absorbance 3
Vzorek 0,192 0,198 0,198

Vypocet:
y = 0,0412x + 0,0157
Abs = 0,0412 c + 0,0157

Abs — 0,0157
€= —ooa1z )7
0,192 — 0,0157
c = 0.0412 -5 =121,396 mg/l
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0,198 —-0,0157

cy = 0.0412 5=122,124mg/l
_0198-00157 ...
= 700412 =22124mg/

®c=21881mg/l

Ve vzorku byl metodou kalibra¢ni fady stanoven obsah azorubinu 21,881 mg/Il. Podle EFSA
spada azorubin do skupiny 3 neboli potravinaiskych barviv s kombinovanym maximalnim
limitem. Tento maximalni limit odpovida v nealkoholickych napojich koncentraci 100 mg/kg
vSech barviv ztéto skupiny vjednom vyrobku [17]. Vzhledem ktomu, Ze analyzovana

limondda zadné jiné barvivo neobsahuje, spliiuje tento limit stanoveny EFSA.

2.6 Stanoveni obsahu azobarviv v nutri¢nim napoji

Dalsi stanoveni bylo provedeno v ananasovém nutriénim napoji CARNITINE znacky
NUTREND (vyrobce NUTREND D.S., Olomouc, Ceska republika), ve kterém jsou
deklarovana barviva tartrazin (E 102) a zlut' SY (E 110). Stanoveni bylo provedeno metodou

vicenasobného standardniho ptidavku.

2.6.1 Uprava vzorku

Mirn¢ zakaleny vzorek zluté barvy byl pielit do kadinky a odplynén na ultrazvukové lazni.
Poté bylo piikapavanim NaOH za soucasného méfeni pH metrem upraveno pH vzorku na
hodnotu 5. Takto upraveny vzorek byl prefiltrovan pies stiikackovy filtr, aby byly odstranény

pfipadné nerozpusténé Castice, které by mohly rusit stanoveni.

2.6.2 Absorpéni spektrum nutri¢niho napoje

Byla proméfena absorbance vzorku vrozmezi vinovych délek 350-650 nm. Protoze
maximalni hodnota absorbance dosahovala mnohem vysSich hodnot nez absorbance
standardnich roztoku [Graf 9], vzorek byl ziedén 10x pufrem a opét bylo zméfeno absorpcni

spektrum ve stejném rozmezi vinovych délek.
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Graf 9: Absorpcni spektrum vzorku nutricnim napoji a standardnich roztoki tartrazinu o koncentraci
204 mg/l a zluti SY o koncentraci 204 mg/I
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Vzorek dosahuje absorpéniho maxima pii stejné vinové délce jako standardni roztok
tartrazinu [Graf 9]. Z toho Ize soudit, Ze obsah barviva tartrazinu je ve vzorku mnohonasobné
vetsi nez obsah zluti SY. Vzhledem k malému rozdilu mezi vinovymi délkami absorp¢nich
maxim obou barviv nebylo mozné stanovit tyto barviva vedle sebe, a proto bylo dale stanoveno
jen majoritni barvivo vzorku tartrazin. Ke stanoveni obou barviv by musela byt pouzita

separacni metoda — napt. HPLC.

2.6.3 Priprava roztoki se standardnimi piidavky

Do 25 ml odmérnych banék bylo odpipetovano po 2,5 ml upraveného vzorku. Do prvni
odmeérné banky nebyl pfidan standardni roztok, ale pouze byla doplnéna pufrem. Do dalSich
4 ban¢k bylo ptidano 0,5; 0,75; 1 a 1,25 ml standardniho roztoku tartrazinu o koncentraci

207 mg/l a v§echny byly doplnény pufrem po znacku.
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2.6.4 Méfeni a vysledky

Byly zméfeny absorbance vzorku a roztoku se standardnim piidavky pii vinové délce
427 nm, pti které dosahuje tartrazin absorpéniho maxima [Graf 2]. M¢éfeni bylo opakovano u
vSech roztoki 3x. Naméfené hodnoty byly vyneseny do grafu [Graf 10] a z rovnice regrese byl

vypocitan obsah tartrazinu ve vzorku. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 6.

Tabulka 6: Absorbance vzorku nutricniho ndpoje a roztoku se standardnimi pridavky tartrazinu o
koncentraci 204 mg/l

Objem standardniho  Presna koncentrace Abs 1 Abs 2 Abs 3
pridavku [ml] [mg/1]

0 0 0,055 0,056 0,055
0,5 4,08 0,214 0,214 0,213
0,75 6,12 0,287 0,287 0,287
1 8,16 0,367 0,367 0,367
1,25 10,2 0,439 0,440 0,441

Graf 10: Zavislost absorbance na koncentraci standardniho pridavku tartrazinu o koncentraci 204 mg/I
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Vypocet:

y = 0,0378x + 0,0569

Abs = 0,0378 ¢ + 0,0569
Abs

Abs=k-c—>c=T

40



0,055

c = 0,0378 =1,455mg/l
0,056

Cy = 0.0378 = 1,481 mg/l
0,055

c3 = 0,0378 = 1,455mg/l

@c=1464mg/l
cx=0@c-fr=1464 10 = 14,64 mg/l

Ve vzorku byl metodou vicenasobného standardniho pridavku stanoven obsah tartrazinu
14,64 mg/l. Podle EFSA spada tartrazin opét do skupiny 3 neboli potravinafskych barviv
S kombinovanym maximalnim limitem. Tento maximalni limit odpovida v nealkoholickych
napojich koncentraci 100 mg/kg vSech barviv z této skupiny v jednom vyrobku. Ov§em Zlut' SY
se do této skupiny nefadi a je pro n¢j stanoveny zvlast’ maximalni limit 20 mg/l. Z téchto tdaji
vidime, Ze maximalni limit obsahu zluti SY je 5x mensi nez limit pro tartrazin [17]. Z toho lze
soudit, ze vyrobek musi skutecné obsahovat minimum zluti SY oproti tartrazinu a lze tudiz toto

barvivo zanedbat.

2.7 Stanoveni obsahu azobarviv v 1é¢ivém pripravku

Poslednim vzorkem ke stanoveni byl 1é¢ivy ptipravek Coldrex Max Grip s ptichuti lesni
ovoce (vyrobce SmithKline Beecham, S.A., Madrid, Spanélsko) v némz jsou deklarovana
barviva zlut SY (E 110) a azorubin (E 122). Stanoveni bylo opét provedeno metodou

vicenasobného standardniho ptidavku.

2.7.1 Uprava vzorku

Vzorek v praskové formé o hmotnosti 7,6 g byl rozpustén ve 140 ml destilované vody
a odplynén v ultrazvukové lazni. Piikapavanim 0,2 M NaOH bylo upraveno pH vzorku na
hodnotu 5. Byl prefiltrovan pies sttikackovy filtr, aby byly odstranény nerozpusténé Castice,

které by mohly rusit stanoveni.
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2.7.2 Absorpcni spektrum lé¢ivého pripravku

Byla proméiena absorbance vzorku vrozmezi vinovych délek 350-650 nm. Protoze
maximalni hodnota absorbance dosahovala mnohem vysSich hodnot nez absorbance
standardnich roztoku [Graf 11], vzorek byl zfedén 10x pufrem a opét bylo zmé&feno absorpéni

spektrum ve stejném rozmezi vinovych délek.

Graf 11: Absorpcni spektrum vzorku lécivého pripravku a standardnich roztokii zluti SY o koncentraci

207 mg/l a azorubinu o koncentraci 207 mg/I
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Vzorek dosahoval absorpcniho maxima pii stejné vinové délce jako standardni roztok
azorubinu [Graf 11]. Z toho Ize soudit, Ze obsah barviva azorubinu je ve vzorku mnohonasobné
vet$i nez obsah zluti SY. Vzhledem k malému rozdilu mezi vinovymi délkami absorp¢nich
maxim obou barviv nebylo mozné stanovit ob¢ barviva vedle sebe, a proto bylo dale stanoveno

jen barvivo, kterého vzorek obsahoval vice, a to byl azorubin.

2.7.3 Priprava roztoki se standardnimi pridavky

Do 25 ml odmérnych ban€k bylo odpipetovano po 2,5 ml upraveného vzorku. Do prvni

odmérné banky nebyl pfidan standardni roztok, ale pouze byla doplnéna pufrem. Do dalSich
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4 ban¢k Dbylo piidano 0,5; 0,75; 1 a 1,25 ml standardniho roztoku azorubinu o
koncentraci 207 mg/l a vSechny byly doplnény pufrem po znacku.

2.7.4 Méreni a vysledky

Byla zméfena absorbance vzorku a roztokd se standardnim piidavky pii vinové délce
516 nm, pii které dosahuje azorubin absorpéniho maxima [Graf 6]. Méfeni bylo opakovano
u vSech roztokti 3x. Namétfené hodnoty byly vyneseny do grafu a z rovnice regrese byl

vypocitan obsah azorubinu ve vzorku. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 7.

Tabulka 7: Absorbance vzorku lécivého pripravku a roztokii se standardnimi pridavky azorubinu o
koncentraci 207 mg/l

Objem standardniko Presna koncentrace Abs 1 Abs 2 Abs 3
pridavku [ml] [mo/1]

0 0 0,073 0,074 0,073
0,5 4,14 0,250 0,249 0,248
0,75 6,21 0,338 0,340 0,339
1 8,28 0,432 0,434 0,434
1,25 10,35 0,508 0,510 0,508

Graf 12: Zavislost absorbance na koncentraci standardniho pridavku azorubinu o koncentraci 207 mg/I
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Abs = 0,0425 c + 0,0743

Abs
Abs =k c—>c=—
k
0,073
c = 0,0425 = 1,718 mg/l
0,074
Cy = 0.0425 =1,741mg/l
0,073
c3 = 0,0425 = 1,718 mg/l

@c=1,726mg/l

140
e = Dc-frr = 1,464 x 10 * 1000

= 2,05 mg/tableta

Ve vzorku byl metodou vicendsobného standardniho piidavku stanoven obsah azorubinu
2,05 mg na tabletu o hmotnosti 7,6 g. Pokud budeme brat Coldrex Max Grip jako nealkoholicky
napoj, bude spliiovat limity dané EFSA pro obsah azobarviv v potravinach.
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Z.avér

Ukolem bakalaiské prace bylo vyhledat azobarviva, ktera se v aktualni dob& vyuzivaji
v potravinach. S vyuzitim literatury a internetovych databazi byla charakterizovana konkrétni
azobarviva, ktera soucasna legislativa povoluje pro pouziti v potravinaiském prumyslu. Byla
popséna jsem jejich zdravotni rizika a metody jejich stanoveni v potravinach.

Béhem terénniho prizkumu bylo zjisténo, ze vyrobci znaéné€ omezili v poslednich letech
pfidavani azobarviv do svych vyrobkl, pravdépodobné kvali odporu konzumenti
k syntetickym barviviim a kvili jejich moznym $patnym G¢inkiim na chovani déti.

Nejpouzivangjsi azobarviva jsou tartrazin (E 102), zlut SY (E 110), azorubin (E 122) a
ponceau 4R (E 124). V soucasné dobé& nalézaji nejvétsi vyuziti K barveni alkoholickych a
v menSim mnozstvi nealkoholickych napojt, rybich vyrobki, omacek, kompotl a bonbonii.

V praktické ¢asti byl spektrofotometricky stanoven obsah azobarviv ve 3 nealkoholickych
napojich: malinové limonadé Aro, ananasovém nutri¢nim népoji Carnitine znacky NUTREND
a v 1é¢ivém pripravku s ptichuti lesniho ovoce Coldrex Max Grip.

V malinové limonadé znac¢ky Aro byl metodou kalibra¢ni kiivky stanoven obsah azorubinu
21,881 mg/l. V nutriénim napoji spolecnosti NUTREND byl metodou vicenasobného
standardniho ptidavku stanoven obsah tartrazinu 14,64 mg/l. V 1é¢ivém piipravku Coldrex Max
Grip byl metodou vicenasobného standardniho ptidavku stanoven obsah azorubinu 2,05 mg na
tabletu o hmotnosti 7,6 g.

Ve vSech tech vzorcich spliioval obsah azobarviv limit dany EFSA.

45



Seznam obrazkii, tabulek a grafu:

Obrazek 1: Diazotace a KOPUIACE [21] .uvvieriieiiiiiiiieeeieeesiee sttt st ste e st sbe e sba e e iae e saeeesareesaes 14
Obrazek 2: SChéma HPLC [22]...uuiiiiiiiiiieiiee et eriee et esteesiee s site s sieessiae e sate e saeessabeesbaesssseesssneesaseesnnes 15
Obrazek 3: Schéma kapilarni elektroforézy [23] .....ccveceerireeninieeerineere et 17
Obrazek 4: Schéma speKtrofotOmMEtIT [24] ...coocviiiiiiiiiieriie ettt saee e sareesnees 18
Obrazek 5: ChemicKy VZOTEC tartraZinU........cccvvreereerierienienieesienieeeesresieesresreese st esee e sreeeesreseesresreennens 19
Obrazek 6: Chemicky VZOTEC ZIULE STY ...eoiviiieiiiieiiiieiere ettt 20
Obrazek 7: Chemicky VZOTreC aZoTubINU .......ccceeiveeriiriiiieiieerieeste ettt 21
Obrazek 8: ChemicCKy VZOTEC AMATANTU ......c.cervireerierrerieniesteente st et st siee st sreese st ssee s seeesesresaeesresreeanens 22
Obrazek 9: Chemicky vzorec ponceau 4R ........cooeoiiiiiiiiiiiiie e e 23
Obrazek 10: Chemicky vzorec Cervene allura AC .........coceoiiiiieiiiiiineeeeeeeeee e e 24
Obrazek 11: Chemicky vzorec Cerné BN .......ccooieiiiiiieniiiesieneeesestese ettt 25
Obrazek 12: Chemicky vzorec hnedi HT .......ocooiiiiiiiiiiieeeee e e e e 26
Obrazek 13: Chemicky vzorec 1itholrubinu BK.........ccoooiiiiiiiiee e 27

Pozn.: Vsechny vzorce byly kresleny v aplikaci ACD/ChemSketch 12.01, Advanced chemistry
development, Inc.

Tabulka 1: Potravinaiska azobarviva povolena v EU .........cccccuviririnenienienieiececsese e 18
Tabulka 2: Pomér kyseliny a zasady pro piipravu Britton-Robinsonova pufru............cceccvveveeineneennnne 30
Tabulka 3: Pfesné navazky a koncentrace standardnich roztokll barviv.........cccccevveeriiiiinninncnicneene 30
Tabulka 4: Hodnoty absorbance kalibra¢nich roztokt standardu azorubinu o koncentraci 207 mg/l ...37
Tabulka 5: Absorbance vzorku 5X ZFedENEhO ........c.coeriiiiriiiinieieeeeee et 37
Tabulka 6: Absorbance vzorku nutriéniho napoje a roztoki se standardnimi pridavky tartrazinu o
KONCENIIACT 204 MG/ ..ottt et e aa et e s be e b e sbeebaenbesteensesbesasansesaeennees 40
Tabulka 7: Absorbance vzorku 1é¢ivého piipravku a roztoku se standardnimi ptidavky azorubinu o
KONCENIIACT 207 MG/ L....vieeieieceeeeeee ettt ettt st e e e te et e s beesaesteebaenbesteensesbesasansesreensenes 43
Graf 1: Zavislost absorbance na pH u tartrazinu (E 102) pti koncentraci 204 mg/l ........ccoceevververnnnn 31
Graf 2: Zavislost absorbance na pH u tartrazinu (E 102) pfi koncentraci 204 mg/1 - detail vrcholu.....31
Graf 3: Zavislost absorbance na pH u zluti SY (E 110) pii koncentraci 207 mg/1 .......ccceveerverrernnnnn 32
Graf 4: Zavislost absorbance na pH u zluti SY (E 110) pii koncentraci 207 mg/1 — detail vrcholu ......33
Graf 5: Zavislost absorbance na pH u azorubinu (E 122) pfi koncentraci 207 mg/l.......c.cccoeevervreennene 34

Graf 6: Zavislost absorbance na pH u azorubinu (E 122) pii koncentraci 207 mg/1 - detail vrcholu ....34
Graf 7: Absorp¢ni spektrum vzorku limonady a standardniho roztoku azorubinu o koncentraci 207

0T PSSR 36
Graf 8: Kalibracni kiivka standardniho roztoku azorubinu o koncentraci 207 mg/l.......ccccovevirvreennnne 37
Graf 9: Absorp¢ni spektrum vzorku nutri¢nim napoji a standardnich roztoka tartrazinu o koncentraci

204 mg/l a zluti SY 0 koncentraci 204 M@/ .....coceeviiiiiiiiiinieeiee et seeseesee e esieeseeeseeesenesene 39
Graf 10: Zavislost absorbance na koncentraci standardniho pfidavku tartrazinu o koncentraci 204 mg/1
................................................................................................................................................................ 40
Graf 11: Absorp¢ni spektrum vzorku 1é¢ivého ptipravku a standardnich roztokd Zluti SY o koncentraci
207 mg/l a azorubinu 0 koncentraci 207 MG/L.......c.ooueeieriieieeeeee e e 42
Graf 12: Zavislost absorbance na koncentraci standardniho pfidavku azorubinu o koncentraci 207 mg/1
................................................................................................................................................................ 43

46



Seznam literatury

[1] NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (ES) ¢. 1333/2008 ze dne 16.
prosince 2008 o potravinatskych piidatnych latkach

[2] INTERNATIONAL FOOD INFORMATION SERVICE. (2009). Dictionary of Food
Science and Technology (2nd Edition). International Food Information Service (IFIS
Publishing). ISBN 978-1-4051-8740-4.

[3] Food-Info.net : Azo dyes . Food-Info [online]. Dostupné z: http://www.food-
info.net/uk/colour/azo.htm [cit. 18.4.2019]

[4] Essential Guide to Food Additives. 4th ed. Cambridge: The Royal Society of Chemistry,
2013. ISBN 978-1-84973-560-5.

[5] KLESCHT, V., HRNCIRIKOVA, I, MANDELOVA, L. Ecka v potravindch. Brmo:
Computer Press, 2006. Zdravi pro kazdého (Computer Press). ISBN 80-251-1292-6.

[6] BEYER, H., WALTER, W. Organic Chemistry - A Comprehensive Degree Text and Source
Book - 7.3.1.6 Pyrazole Azo-Dyestuffs. Woodhead Publishing. 1997, ISBN: 978-1-898563-37-
2

[7] THE UNITED STATES PHARMACOPEIAL CONVENTION. Food Chemicals Codex
(11th Edition), The United States Pharmacopeial Convention, 2018, ISBN: 978-1-936424-77-
1

[8] SMITH, J., HONG-SHUM, L. Food Additives Data Book (2nd Edition) — Ill. Colourings.
John Wiley & Sons, 2011, ISBN: 978-1-4051-9543-0

[9] MOTARJEMI, Y., MQOY, G., TODD, E. Encyclopedia of Food Safety. Elsevier, 2014,
ISBN: 978-0-12-378612-8

[10] Seznam éek. FER potravina [online]. Dostupné z: https://www.ferpotravina.cz/seznam-
ecek [cit. 10.5.2019]

[11] ASH, M., ASH, 1. Specialty Chemicals - Source Book (4th Edition) - Linoleamide MEA to
Liquid Crystal Polymer. Synapse Information Resources, Inc., 2009, str. 2755, ISBN: 978-1-
934764-37-4

[12] ROVINA, K., SIDDIQUEE, S., SHAARANI, S., A Review of Extraction and Analytical
Methods for the Determination of Tartrazine (E 102) in Foodstuffs. Critical Reviews in
Analytical Chemistry. 2016, 47(4), 309-324. ISSN 1040-8347.

47


http://www.food-info.net/uk/colour/azo.htm%20%5bcit.%2018.4.2019%5d
http://www.food-info.net/uk/colour/azo.htm%20%5bcit.%2018.4.2019%5d
https://www.ferpotravina.cz/seznam-ecek
https://www.ferpotravina.cz/seznam-ecek

[13] Kolektiv autori. Navody uloh z predmétu Laboratof z instrumentalnich metod
analytickych — HPLC

[14] Chromatografie na tenké vrstvé — Wikipedie. [online]. Dostupné z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Chromatografie_na_tenké vrstvé [cit. 16.5.2019]

[15] Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (LC-MS). Technické plyny,
prumyslové plyny - airproducts.cz [online]. Copyright © 1996 [cit. 16.05.2019]. Dostupné z:
http://www.airproducts.cz/industries/Analytical-Laboratories-liquid-chromatography-with-
mass-spectrometer-lc-ms

[16] Pufry — WikiSkripta. [online]. Dostupné z: https://www.wikiskripta.eu/w/Pufry [cit.
7.6.2019]

[17] FOODS SYSTEM. [online]. Copyright © DG SANTE 2019 Dostupné z:
https://webgate.ec.europa.eu/foods_system/main/?event=category.view&identifier=150 [cit.
10.06.2019]

[18] KOGAN, J. M. Chemie barviv. 1. Praha: SNTL-Statni nakladatelstvi technické literatury,
n. p., 1960. 103-144 s.

[19] GAS, B. Kapilarni elektroforéza: Separaéni analyticka metoda pro vék mikro&ipti. Vesmir.
Praha, 2001, 2001(7).

[20] Spektrofotometrie (2. LF UK) — WikiSkripta. [online]. Dostupné z:
https://www.wikiskripta.eu/w/Spektrofotometrie_(2. LF_UK) [cit. 14.6.2019]

[21] Kopulace (chemie) — Wikipedie. [online]. Dostupné z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kopulace (chemie) [cit. 14.6.2019]

[22] How Does High Performance Liquid Chromatography Work: Waters. [online]. Copyright
© 2019 Waters. All rights reserved. Dostupné z: https://www.waters.com/waters/en_US/How-
Does-High-Performance-Liquid-Chromatography-Work™ [cit. 14.06.2019]

[23] Biochemie.sweb.cz [online]. Dostupné z:
http://biochemie.sweb.cz/x/metody/elektroforeza.htm [cit. 14.6.2019]

[24] Spektrofotometrie — Wikipedie. [online]. Dostupné z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Spektrofotometrie [cit. 14.6.2019]

48


https://cs.wikipedia.org/wiki/Chromatografie_na_tenké_vrstvě
http://www.airproducts.cz/industries/Analytical-Laboratories/analytical-lab-applications/product-list/liquid-chromatography-with-mass-spectrometer-lc-ms-analytical-laboratories.aspx?itemId=BA1AEFB4DC584D8495B390A4877D0387
http://www.airproducts.cz/industries/Analytical-Laboratories/analytical-lab-applications/product-list/liquid-chromatography-with-mass-spectrometer-lc-ms-analytical-laboratories.aspx?itemId=BA1AEFB4DC584D8495B390A4877D0387
https://www.wikiskripta.eu/w/Pufry
https://webgate.ec.europa.eu/foods_system/main/?event=category.view&identifier=150
https://www.wikiskripta.eu/w/Spektrofotometrie_(2._LF_UK)
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kopulace_(chemie)
https://www.waters.com/waters/en_US/How-Does-High-Performance-Liquid-Chromatography-Work¨
https://www.waters.com/waters/en_US/How-Does-High-Performance-Liquid-Chromatography-Work¨
http://biochemie.sweb.cz/x/metody/elektroforeza.htm
https://cs.wikipedia.org/wiki/Spektrofotometrie

