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ROZDZIELANIE BARWNIKÓW 'ŻYWNOŚCIOWYCH 
ORAZ ICH OZNACZANIE ZA POMOCĄ BEZPOŚREDNIEGO 

FOTOMETROW ANIA N A BIBULE 

Z Zakładu Badania Srodków Spożywczych Akademii Medycznej w Warszaw'ie 

Barwienie artykułów żywności barwnikami syntetycznymi, chociaż 
z punktu widzenia higieny nie jest wskazane, stosuje się jednak prawie 
we wszystkich krajach. Regulowane jest ono odpowiednimi przepisami, 
dopuszczającymi niektóre barwniki uznane w danym kraju za nieszkod
liwe. Ostatnio opracowany projekt polskiego rozporządzenia (7) dopusz
cza dziewięć barwnik.ów rozpuszczalnych w wodzie i dwa barwniki 
tłuszczowe (do barwienia ,skórek serów). Zagadnienie identyfikacji i iloś
ciowego oznaczania 1barwników w artykułach żywności, jak również 
w mieszankach barwników jest bardzo ważne. Projekt rozporządzenia 
nie podaje dopuszczalnych ilości barwników _ w artykułach żywności ze 
względu na brak zarówno metod oznaczania, jak i ścisłych danych doty
czących szkodliwości poszczególnych barwników. Pomimo tego istnieje 
obecnie konieczność zajęcia się ilościowym oznaczaniem barwników, na 
co zwracano już uwagę ( 4). 

Identyfikację barwników dokonuje się obecnie przeważnie po ich 
chromatograficznym rozdzieleniu na bibule przy użyciu różnych roz
puszczalników. W Polsce pierwsze badania nad rozdzielaniem chroma
tograficznym na bibule barwników przeprowadzała Siedlecka (6), po
sługując się metodą krążkową, opisaną przez Ruttera (5). 
Ilościowym oznaczaniem barwników :żywnościowych w mieszankach 

zajmowali się w Polsce Krauze i Piekarski (4, 1) uważając, że zagadnie
nie to dojrzało do tego, aby po opracowaniu znalazło wyraz w praktyce 
laboratoryjnej. 

CZĘSC DOSWIADCZALNA 

1. Rozdzielanie chromatograficzne barwników 
przy użyciu różnych rozpuszczalników 

Przeprowadzano rozdzielanie mieszaniny barwników złożonej z: szkar
łatu GN, azorubiny, kokcyny nowej, amarantu, żółcieni kwaśnej, indy
gotyny, żpłcieni pomarańczowej, tatrazyny, czerni brylantowej BN, 
stosując metodę chromatografii bibułowej wstępującej. · · 

1.1. Ro z p u s z c z a 1 n i k i: Do rozdzielania użyto następujących 
rozpuszczalników: 

a) 10/o-owy roztwór chlorku sodowego (6); 
b) alkohol n- butylowy, kwas octowy, woda (10: 2: 4), 
c) metyloetyloketon, woda (10 : 1), 
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Ryc. 1. Oznaczenie barwników: 1 - żółcień kwaśna, 2 - kokcyna nowa, 3 - szkar
la t GN, 4 - żółcień pomarańczowa, 5 - czerń brylantowa BN, 6 - amarant, 

7 - azorubina, 8 - indygotyna, 9 - tartrazyna 
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d) 1('/J/o-owy kwas solny (9), . 
e) 250/o-owy alkohol etylowy, 56/o-owy wodorotlenek amonowy' (1: 1), 
f) fenol wysycony wodą, . 
g) alkohol n- butylowy, 5'°/o-owy kwas octowy (10 : 1), 
h) alkohol n- butylowy, alkohol etylowy, woda (2 : 1 : 1) (2), 
i) 10/o-owy wodorotlenek amonowy wysycony alkoholem n- butylo

wym, 
j) alkohol n-butylowy, alkohol etylowy, woda, amoniak (200: 40: 

: 88: 2) (3), 
k) 1-n wodorotlenek amonowy (2), 
1) fenol, woda, alkohoi etylowy (40 : 40 : 25) (9), 
ł) alkohol n-butylowy, kwas octowy, woda (4: 1 : 5). 
1.2. Sposób przeprowadzenia chromatografii. Na 

arkusz bibuły Whatman Nr 4 o wymiarach 15 X 40 cm, nanoszono po 
0,005-0,01 ml roztworu mięszaniny wszystkich dziewięciu barwników 
oraz dziewięć roztworów pojedynczych barwników znajdujących się 
w mieszaninie. Następnie arkusz umieszczano w komorze, zanurzając . 
jego dolną część w rozpuszczalniku, znajdującym się w naczynku na 
dnie komory, na głębdkość ok. 0,5 cm. Po zakończonym rozdzielaniu 
arkusz wyjmowano z komory i suszono. 

1.3. W y n i ki r o z dz i e 1 a n i a mies z a n i ny b ar w n i k ów. 
Chromatogramy z rozdzielonymi barwnikami przy zastosowaniu wszyst
kich wymienionych w p. 1.1. rozpuszczalników przedstawione są na 
ryc. 1. · 

Wartości Rf dla poszczególnych barwników i rozpuszczalników przed
stawione są w ta1beli 1. 

2. O z n ac z a n i e i 1 ości o w e 

Próby ilościowego oznaczania barwników przez bezpośrednie fotome
trowanie na bibule wykonano na przykładzie oznaczenia tartrazyny 
w mieszaninach złożonych z indygotyny i tartrazyny w stosunku 1: 9,16; 
1: 8,31; 1: 14,79. 

2.1. W z o r c e b ar w n i k ów. Przed przystąpieniem do oznacza
nia wykonano badania z wzorcami zarówno pojedynczych · barwników, 
jak i ich mieszanin. · 

Roztwory pojedynczych barwników zawierały w. 1 ml tartrazyny po 
3132 µ,g i 626,4 µ,g, indygotyny 27,6 µ,g. Oprócz powyższych trzech 
wzorców posługiwano się roztwor.ami mieszanin o następujących zawar- · 
tościach barwników: 

a) 192,80 µ,g tartrazyny i 23,20 µ,g indygcrtyny 
b) 199,25 „ 21,75 „ 
c) 578,40 „ 69,60 „ 
d) 797 ,00 „ 8 7 ,00 „ 
e) 1594,00 „ 174,00 „ 
f) 2249,00 „ 270,00 „ 
g) 3213,00 „ 386, 70 „ 
h) 4820,00 „ 580,00 „ 

2.2. Rozdz ie 1 a n ie chrom at ogr a fi cz n e roztworów 
wzorcowych. Na paski bibuły Whatman Nr 1 nanoszono po 
0,005-0,015 ml rożtworów . wzorcowych zawierających pojedyncze 
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barwniki jak i mieszaniny tartrazyny i indygotyny. Barwniki nanoszo
no w odległości 4 cm od siebie. Następnie paski bibuły umieszczano 
w komorze chromatograficznej i przeprowadzano rozdzielanie używając 
jako rozpuszczalnika 1 n- NH,OH. 1 n- wodorotlenek amonowy dawał 
w tym przypadku szybkie i pełne rozdzielenie w ciągu 45-50 minut. 
Po zakończonym rozdzi,elaniu bibułę suszono i cięto wzdłuż na paski 
szerokości 4 cm (tak aby plamy barwników znajdowały się w środku). 

2.3. Fo to m et r o w a n i e pasków b i bu ł y . z w z or c a mi. 
Paski bibuły z rozdzielonymi barwnikami anaUzowano w fotometrze 
Pulfricha z wstawką do bezpośredniego fotometrowania na bibule pro
dukowaną seryjnie przez f-mę C. Zeiss Jena przy użyciu filtru L-3 dla 
tatrazyny i K-57., dla indygotyny. 

Pasek bibuły przesuwano co 1 mm, notując odległość od miejsca star
tu i odczytując ekstynkcję. Dla każdego stężenia barwnika wykony
wano dwa chromatogramy, które analizowano w fotometrze, wykonu
jąc zawsze po cztery odczyty. 
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Ryc. 3 

Z otrzymanych wyników obliczano średnie. Zależności między od
ległościami od miejsca startu i odczytanymi wartościami ekstynkcji 
przedstawiono następnie w postaci wykresu, odkładając na osi x -
:xlległość , a na osi y ___;. ekstynkcję . .Otrzymana . w ten sposób krzywa 
:iła tartrazyny, przedstawiona jest na ryc. 2. Po skorygowaniu krzy
.vych, obliczano powierzchnie w mm2 zawarte między ramionami 
krzywej wykreślonej na papierze milimetrowym. Poszczególne po
Nierzchnie odpowiadały pojedynczym planom barwnika fotometrowa-
1ego na bibule. 

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, że istnieje za
_eżność między zawartością barwnika w plamie, a otrzymaną w wyniku 
:otoinetrowania tej r,lamy powierzchnią (ryc. 3). Było to podstawą do 
)znaczania ilościowego barwników w mieszaninie, w naszym przypad
m, jak już wspomniano, tartrazyny: 

2.4. Wykonanie ilościowego oznaczenia tartr.a
~yny w mieszaninie tartrazyny i indygotyny. 
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Z mieszaniny indygotyny i tartrazyny przygotowano roztwory o na
. stępującej zawarlości poszczególnych barwników w 1 ml: 

.,, tartrazyna indygotyna 
199,25 µg 21,75 µg 
192,80 „ 23,20 „ 
343,12 „ 23,20 „ 

W mieszankach tych oznaczano ilości tartrazyny na podstawie oznaczeń 
przeprowadzonych pdprzednio z roztworami wzorcowymi tych dwóch 
barwników. Badania mieszaniny tartrazyny i indygotyny przeprowa
dżano, jak w p. · 2.2 i 2.3, 

Z otrzymanych powierzchni dla tartrazyny obliczano na podstawie 
powierzchni barwników wzorcowych ilości tartrazyny w mieszankach, 
przepr_owadzając wyliczenia z prostej zależności . liniowej . Oznaczenia 
przeprowadzano dla ilości 15 do 39 µg tartrazyny w plamie, gdyż jak 
wynika z wykresu umieszczonego na ryc. 3 tylko w powyższych grani
cach zawartości barwnika w plamie istniała ścisła zależność liniowa po
między powierzchnią otrzymaną w wyniku fotometrowania a ilością 
tartrazyny. 

Np. powierzchnia obliczona dla oznaczanej tartrazyny wyngsi 
2242 mm2, powierzchnia dpliczorta dla znanej ilości tatrazyny (18,79 µ,g) 
wynosi ·- 1772 mm2 • Ilość tartrazyny w plamie barwnej fotometrowanej 
na bibule po rozdzieleniu chromatograficznym wynosi: 

2242 · 18,79 
X = ----- = 23,78 !Lg 

1772 

Na podstawie oznaczonej ilości tartrazyny w plamie, po uwzględnieniu 
ml roztworu mieszaniny barwników wziętych do badania oraz zawar
tości mieszaniny w roztworze, obliczano procentową zawartość tartra
zyny w mieszance. 

DYSKUSJA WYNIKÓW 

Przeprowadzone rozdzielanie chromatograficzne barwników na · bi
bułę metodą wstępującą jest procesem na ogół dl-J1,ższym niż stosowa
ne przez Siedlecką (6) ro~dzielanie na krążkach. Zaletą jednak rozdzie
lania na· paskach jest możność za$ł;osowania otrzymanego chromatogra
mu do oznaczania ilościowego barwników przez bezpośrednie fotonie
trowanie na bibule. 

Pełnego rozdzielenia mieszaniny dziewięciu barwników nie udaje się 
uzyskać przy zastosowaniu wyłącznie jednego z trzynastu rozpuszczal
ników użytych w pracy. Zupełnie nie nadawały się do · chromatografii 
ze wżgiędu na zbyt małą szybkość wędrówki barwników rozpuszczalni
ki takie, jak metyloetyloketon + woda (10+1), ,ri- butanol+ 5-0/-o--0wy 
kwas octowy (10: 1), niekorzystne wyniki otrzymano stosując n-butanol, 
kwas octowy, wodę (4: 1: 5). Pozostałe ' rozpuszczalniki' mogą być sto
sowane z mniejszym lub' wi~kszym powodzeniem, w zależności od skład
ników rozdzielanej mieszaniny: W praktyce najczę'ściej stosowane są do 
barwienia artykułów żywności · miesza:pki _złożone z 2-4 pojedynczych 
barwników, których rozdzielanie jest możliwe przy zastosowaąiu irjedne
go z użytych rożpuszczalników, dobranych na podstawie •~yriików 
przedstawionych na ryc. ' l i w tabeli 1. : - · 
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Ilościowe oznaczanie barwników przez bezpośrednie fotometrowanie, 
wykonane w naszym przykładzie dla tartrazyny, jest metodą niewątpli
wie szybszą i mniej kłopotliwą niż oznaczanie barwników po eluacji (4). 
Przy metodzie bezpośredniego fotometrowania unika się całego szeregu 
kłopotliwych czynności dokonywanych po rozdzieleniu barwników na 
bibule, jak wycinanie bi:buły pokrytej barwnikiem oraz eluacja barwni
ka z bibuły. Wadą metody ,bezpośredniego fotometrowania jest wąski 
zakres ·zawartości barwnika w plamie, przy którym można prowadzić 
oznaczenia. Z przeprowadzonych badań wynika, że najkorzystniejsze 
warunki oznaczania tartrazyny zawierają się w wąskich granicach za
wartości barwnika w plamie, gdyż tylko w zakresie 15 do 30 µg tartra
zyny stwierdzono zależność liniową pomiędzy ilością barwnika w pla
mie a powierzchnią otrzymaną w wyniku bezpośredniego fotometrowa
nia tego barwnika na bibule. 

WNIOSKI 

1. Z trzynastu rozpuszczalników zastosowanych do rozdzielania mie
szanin złożonych z barwników umieszczonych w projekcie rozporządze
nia o barwieniu artykułów żywności nie nadawały się do tego celu me
tyloetyloketon z wodą (10 : 1), n-butanol z 51l/o-owym kwasem octowym 
(10: 1) oraz bardzo słabe zdolności rozdzielcze wykazywał rozpuszczal-
nik złożony z n-butanolu, kwasu octowego i wody (4: 1: 5). . 1 

2. Pełne rozdzielenie każdej 2-4 składnikowej mieszaniny j'est mo
żliwe przy zastosowaniu jednego z dziesięciu rozpuszczalników opisa
nych w pracy. 

3. Oznaczanie ilościowe barwników za pomocą bezpośredniego. foto
metrowania na bibule przy użyciu specjalnej wstawki do fotometru 
Pulfricha jest metodą mniej kłopotliwą niż metoda eluacji. Jednak 
możność oznaczania jest ograniczona do bardzo wąskiego zakresu za
wartości barwnika w plamie uzyskanej po chromatograficznym roz
dzieleniu. 

C. K p a y 3 3, Jl. TT e K a p C K li, T. 8 Jl O /1. a p 11 li K 

PA3}J.EJIEHHE HCKYCCTBEHHbIX KPACOK YTIOTPESJ15IEMbIX 
B nmu,EBbIX ITPOJJ.YKTAX H OTIPEJJ.EJIEHHE HX T1PH T10MOIUH 

HETIOCPEJJ.CTBEHHOfO <l>OTOMETPHPOBAHH5I 

Co,nep2KaHlie 

.•.. B npe,nJI02KeHHOM 'I'py.n:e npliMeHeHO rpliHa,nuarb pa3JI!i'IHbIX paCTBO,P,liTeJieii: C ueJiblO 

l,"pa3/J.eJieHliH cMecli oocraBJieF!Hoii: H3 .!l:eBHTH Kpacmn.Hx aemecra npe)lJl02KeHHhix /1.JI!I 

t-0Kparn111BaHH!I ITTHII(eBb!X rrpO/l.YKTOB no ,rrpoeKTy ITTOJibCKOro pacnopl!2KeHH!I. 

'f ,U-ecllTb ·H3 'llpHMeHlleMb!X paicrnopwreJieii: npnrO,!liHbl /l.Jlll paa.n:eJieHHll CMeCH 2 - 4 aJI•e-

:~B. 

':i,' npe/1.IIPHH!ITO rnpo6bl onpe,!\eJieHHll Kpa,c!III.l;HX Be!I(eCTB rrpu UOMOII(H Henocpe.n:crBeHHOro 

roMe11pHpoaattuS1 Ha 6yMaro ynorpeÓJI!lll <poroMeTp TiyJihq>pHxa. Pa:6oTa npH rrp:.i

H/l.eT óbrcrpo, uo oHa 'MeHee ro111HaS1 He2KeTT11 Mero.n: aJI1oarurn. 
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S. K r a u ze, · L; Pi eka r s ki, T. Wł od a r czy k 

SEPARATION OF FOOD DYES AND THEIR DIRECT PHOTOMETRIC 
DETERMINATION ON THE PAPER 

Summary 

Thirteen different solvents have been used to separate a mixture of nine dyes 
propounded for food coloring in the project of new Polish food-dyeing act. 

Ten of these solvents can be used to separate the mixtures of 2 to 4 ingredients. 
The method of photometric' determination of dyes on the paper has . been tested 

with the use of Pulfrich's photometer with a special -insertion. This method is 
quick but· less precise than the method of elution. 
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