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ROZDZIELANIE BARWNIKOW ZYWNOSCIOWYCH
ORAZ ICH OZNACZANIE ZA POMOCA BEZPOSREDNIEGO
FOTOMETROWANIA NA BIBULE -

Z Zakladu Badania Srodkéw Spozywczych Akademii Medycznej w Warszawie

Barwienie artykutéw. zywnosSci barwnikami syntetycznymi, chociaz
z punktu widzenia higieny nie jest wskazane, stosuje sie jednak prawie
we wszystkich krajach. Regulowane jest ono odpowiednimi przepisami,
dopuszczajgcymi niektére barwniki uznane w danym kraju za nieszkod-
liwe. Ostatnio opracowany projekt polskiego rozporzadzenia (7) dopusz-
cza dziewie¢ barwnikow rozpuszczalnych w wodzie i dwa barwniki
tluszczowe (do barwienia skorek seréw). Zagadnienie identyfikacji i ilo$-
ciowego oznaczania barwnikéw w artykulach zywnosci, jak réwniez
w mieszankach barwnikéw jest bardzo wazne. Projekt rozporzadzenia
nie podaje dopuszczalnych iloSci barwnikéw w artykulach zywnosei ze
wzgledu na brak zaréwno metod oznaczania, jak i $cistych danych doty-
czacych szkodliwosci poszczegélnych barwnikoéw. Pomimo tego istnieje
obecnie konieczno$¢ zajecia sie iloSciowym oznaczaniem barwnikéw, na
co zwracano juz uwage (4).

Identyfikacje barwnikow dokonuje sie obecnie przewaznie po ich
chromatograficznym rozdzieleniu na bibule przy uzyciu réznych roz-
puszczalnikow. W Polsce pierwsze badania nad rozdzielaniem chroma-
tograficznym na bibule barwnikéw przeprowadzata Siedlecka (6), po-
stugujgac sie metoda krgzkowa, opisang przez Ruttera (5).

Ilosciowym oznaczaniem barwnikéw zywnoSciowych w mieszankach
zajmowali sie w Polsce Krauze i Piekarski (4, 1) uwazajgc, ze zagadnie-
nie to dojrzalo do tego, aby po opracowaniu znalazlo wyraz w praktyce
laboratoryjnej.

-

CZESC DOSWIADCZALNA

1. Rozdzielanie chromatograficzne barwnikéw
przy uzyciu rézinych rozpuszczalnikow

Przeprowadzano rozdzielanie mieszaniny barwnikéw zlozonej z: szkar-
latu GN, azorubiny, kokcyny nowej, amarantu, zélcieni kwasnej, indy-
gotyny, zoOlcieni pomaranczowej, tatrazyny, czerni brylantowej BN,
stosujagc metode chromatografii bibulowej wstepujacej. ‘

1.1. Rozpuszczalniki: Do rozdzielania uzyto nastepujgcych
rozpuszczalnikow:

a) 1%-owy roztwoér chlorku sodowego (6);

b) alkohol n- butylowy, kwas octowy, woda (10:2:4),

c) metyloetyloketon, woda (10 : 1),
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amarant,

6

1 — zélcien kwasna, 2 — kokcyna nowa, 3 — szkar-
, 5 — czern brylantowa BN,

N pomaranczowa

.

7 — azorubina, 8 — indygotyna, 9 — tartrazyna

Ryc. 1. Oznaczenie barwnikéw:

tat GN, 4 — zolcie
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d) 10%-owy kwas solny (9),

e) 25%-owy alkohol etylowy, 5%e-owy wodorotlenek amonowy (1:1),

f) fenol wysycony woda,

g) alkohol n- butylowy, 5%-owy kwas octowy (10: 1),

h) alkohol n- butylowy, alkohol etylowy, woda (2:1:1) (2),

i) 1%,-owy wodorotlenek amonowy wysycony &lkoholem n- butylo-
wym,

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

: 88:2) (3), :

k) l-n wodorotlenek amonowy (2),

1) fenol, woda, alkohol etylowy (40 : 40 : 25) (9),

1) alkohol n—butylowy, kwas octowy, woda (4:1:5).

1.2. Sposdéb przeprowadzenia chromatografii. Na
arkusz bibuty Whatman Nr 4 o wymiarach 15 X 40 cm, nanoszono po
0,005—0,01 ml roztworu mieszaniny wszystkich dziewieciu barwnikéw
oraz dziewie¢ roztworéw pojedynczych barwnikéw znajdujacych sie
w mieszaninie. Nastepnie arkusz umieszczano w komorze, zanurzajac
jego dolna cze$¢ w rozpuszczalniku, znajdujacym sie w naczynku na
dnie komory, na gleboko$¢ ok. 0,5 cm. Po zakonczonym rozdzielaniu
arkusz wyjmowano z komory i suszono.

1.3. Wyniki rozdzielania mieszaniny barwnikow.
Chromatogramy z rozdzielonymi barwnikami przy zastosowaniu wszyst-
kich wymienionych w p. 1.1. rozpuszczalnikéw przedstawione sg na
rye. 1.

Wartosci Rf dla poszczegélnych barwnikéw i rozpuszezalnikéw przed-
stawione s w tabeli 1.

2. Oznaczanie ilosciowe

- Pr6by ilosciowego oznaczania barwnikéw przez bezposrednie fotome-
trowanie na bibule wykonano na przykladzie oznaczenia tartrazyny
w mieszaninach zlozonych z indygotyny i tartrazyny w stosunku 1 :9,16;
1:8,31; 1:14,79.

21. Wzorce barwniko6w. Przed przystapieniem do oznacza-
nia Wykonano badania z wzorcami zaréwno pOJedynczych barwnikoéw,
jak i ich mieszanin.

Roztwory pojedynczych barwnikéw zawieraly w 1 ml tartrazyny po
3132 pg i 626,4 pg, indygotyny 27,6 pg. Oprécz powyzszych trzech
wzorcow postugiwano sie roztworami mieszanin o nastepujgcych zawar-
toSciach barwnikow:

a) 192,80 ug tartrazyny i 23,20 pg indygotyny

b) 199,25 R 21,75 A
c) 578,40 N 69,60 N
d) 797,00 . 87,00 "
e) 1594,00 y 174,00 N
£) 224900 N 270,00 ,
g) 3213,00 i 386,70 N
h) 4820,00 580,00

2.2. Rozdzielanie chromatograflczne roztworow
wzorcowych. Na paski bibuly Whatman Nr 1 nanoszono po
0,005—0,015 ml roztworéw wzorcowych zawierajacych pojedyncze
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barwniki jak i miészaniny tartrazyny i indygotyny. Barwniki nanoszo-
no w odlegloSci 4 cm od siebie. Nastepnie paski bibuly umieszczano
w komorze chromatograficznej i przeprowadzano rozdzielanie uzywajac
jako rozpuszczalnika 1 n- NH4OH. 1 n- wodorotlenek amonowy dawat
w tym przypadku szybkie i pelne rozdzielenie w ciggu 45—50 minut.
Po zakohczonym rozdzielaniu bibule suszono i cieto wzdluz na paski
szeroko$ci 4 cm (tak aby plamy barwnikéw znajdowaly sie w Srodku).

23. Fotometrowanie paskow bibuty z wzorcami
Paski bibuly z rozdzielonymi barwnikami analizowano w fotometrze
Pulfricha z wstawka do bezposredniego fotometrowania na bibule pro-
dukowang seryjnie przez f-me C. Zeiss Jena przy uzyciu filtru L-3 dla
tatrazyny i K-57 dla indygotyny. :

Pasek bibuly przesuwano co 1 mm, notujgc odlegloéé od miejsca star-
tu i odczytujac ekstynkcje. Dla kazdego stezenia barwnika wykony-
wano dwa chromatogramy, ktére analizowano w fotometrze, wykonu-
jac zawsze po cztery odczyty.

4
a5t \
04} ' - 3000}
N~
€
03} 5
% 2000
N
L0y
02 $
S
1000+
a1
- w2 a0 450
5 10°15 20 25 30 35 40 45/qm Mg tartrazyny w plamis
RyC. Zm . Rye. 3

Z otrzymanych wynikéw obliczano $rednie. Zalezno$ci miedzy od-
leglosciami od miejsca startu i odczytanymi wartoSciami ekstynkeji
przedstawiono nastepnie w postaci wykresu, odkladajac na osi x —
rdleglosé, a na osi y — ekstynkcje. Otrzymana w ten sposob krzywa
ila tartrazyny, przedstawiona jest na ryc. 2. Po skorygowaniu krzy-
wych, obliczano powierzchnie w mm? zawarte miedzy ramionami
xrzywej wykre§lonej na papierze milimetrowym. Poszczegélne po-
wvierzchnie odpowiadaly pojedynczym planom barwnika fotometrowa-
1ego na bibule. ~

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze istnieje za-
ezno$¢ miedzy zawartodcig barwnika w plamie, a otrzymang w wyniku
‘otometrowania tej plamy powierzchnig (ryc. 3). Bylo to podstawa do
»znaczania iloSciowego barwnikéw w mieszaninie, w naszym przypad-
tu, jak juz wspomniano, tartrazyny:

2.4, Wykonanie iloSciowego oznaczenia tfartra-
tyny w mieszaninie tartrazyny i indygotyny.
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Z mieszaniny indygotyny i tartrazyny przygotowano roztwory o na-
‘stepujacej zawarYosei poszczegolnych barwnikéw w 1 mbh

- tartrazyna - indygotyna
189,25 ug 21,75 ug
192,80 ,, 23,20 ,,
343,12 ,, 23,20 ,,

W' mieszankach tych oznaczano iloci tartrazyny na podstawie oznaczen
przeprowadzonych poprzedmo z roztworami wzorcowyml tych dwoéch
barwnik6w. Badania mieszaniny tartrazyny i indygotyny przeprowa-
dzano, jak w p. 2.2 i 2.3,

Z otrzymanych pow1erzchn1 dla tartrazyny obliczano na podstawie
powierzchni barwnikéw wzorcowych ilosci tartrazyny w mieszankach,
przeprowadzajac wyliczenia z prostej zaleznoSci .liniowej. Oznaczenia
przeprowadzano dla ilo$ci 15 do 39 ug tartrazyny w plamie, gdyz jak
wynika z wykresu umieszczonego na ryc. 3 tylko w powyzszych grani-
cach zawartosci barwnika w plamie istniala Scisla zalezno$é¢ liniowa po-
miedzy powierzchniag otrzymang w wyniku fotometrowania a iloécig
tartrazyny.

Np. powierzchnia obliczona dla oznaczanej tartrazyny wynosi
2242 mm?, powierzchnia obliczona dla znanej ilosci tatrazyny (18,79 ug)
wynosi - 1772 mm?, Ilos¢ tartrazyny w plamie barwneJ fotometrowanej
na bibule po rozdzieleniu chromatograficznym wyn051

2242 - 18,79
1772

Na podstawie oznaczonej iloSci tartrazyny w plamie, po uwzglednieniu

ml roztworu mieszaniny barwnikéw wzietych do badania oraz zawar-

toSci mieszaniny w roztworze, obliczano procentowsg zawartosé tartra-
Zyny w mieszance,

= 23,78 p.g

DYSKUSJA WYNIKOW

Przeprowadzone rozdzielanie chromatograficzne barwnikéw na bi-
bule metoda wstepujacg jest procesem na ogél diyzszym niz stosowa-
ne przez Siedleckq (6) rozdzielanie na krazkach. Zaleta jednak rozdzie-
lania na paskach jest moznoé¢ zastosowania otrzymanego chromatogra-
mu do oznaczania ilosciowego barwmkow przez bezposrednie fotome-
trowanie na bibule.

Pelego rozdzielenia mieszaniny dziewieciu barwnikéw nie udaje sie
- uzyskaé przy zastosowaniu wylgcznie jednego z trzynastu rozpuszezal-
nikdow uzytych w pracy. Zupeilnie nie nadawaly sie do chromatografi
ze wzgledu na zbyt malg szybko$¢ wedréwki barwnikow rozpuszczalni-
ki takie, jak metyloetyloketon + woda (10-<1), n~ butanol + 5%s-owy
kwas octowy (10 : 1), niekorzystne wyniki otrzymano stosiijgc n-butanol
kwas octowy, wode (4:1:5). Pozostate rozpuszczalniki moga by¢ sto-
sowane z mniejszym lub wiekszym powodzeniem, w zaleznosci od sklad-
nikéw rozdzielanej mieszaniny. W praktyce najczeSciej stosowane sg dc
barwienia artykuléw zywnosSci mieszanki zlozone z 2—4 pojedynczyct
barwnikéw, ktérych rozdzielanie jest mozliwe przy zastosoWamu“jedne
go z uzytych rozpuszczalmkéw dobranych na podstaW1e wymkov&
przedstaw1onych na ryc.’'li w tabeli 1. °
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Ilosciowe oznaczanie barwnikéw przez bezposrednie fotometrowanie,
wykonane w naszym przykladzie dla tartrazyny, jest metods niewatpli-
wie szybsza i mniej klopotliwg niz oznaczanie barwnikéw po eluacji (4).
Przy metodzie bezposredniego fotometrowania unika si¢ calego szeregu
klopotliwych czynnosci dokonywanych po rozdzieleniu barwnikéw na
bibule, jak wycinanie bibuly pokrytej barwnikiem oraz eluacja barwni-
ka z bibuly. Wadg metody bezpoSredniego fotometrowania jest waski
zakres -zawartosci barwnika w plamie, przy ktérym mozna prowadzic
oznaczenia. Z przeprowadzonych badan wynika, ze najkorzystniejsze
warunki oznaczania tartrazyny zawieraja sie w waskich granicach za-
wartosci barwnika w plamie, gdyz tylko w zakresie 15 do 30 ug tartra-
zyny stwierdzono zalezno$¢ liniowa pomiedzy iloScig barwnika w pla-
mie a powierzchnig otrzymana w wyniku bezposredniego fotometrowa-
nia tego barwnika na bibule.

.

WNIOSKI

1. Z trzynastu rozpuszczalnikéw zastosowanych do rozdzielania mie-
szanin zlozonych z barwnikéw umieszezonych w projekcie rozporzadze-
nia o barwieniu artykuléw zywnosci nie nadawaly sie do tego celu me-
tyloetyloketon z wodg (10 : 1), n-butanol z 5%-owym kwasem octowym
(10 : 1) oraz bardzo stabe zdolnoéci rozdzielcze wykazywal rozpuszczal-
nik zlozony z n-butanolu, kwasu octowego i wody (4:1:5). '

2. Pelne rozdzielenie kazdej 2—4 skladnikowej mieszaniny jest mo-
zliwe przy zastosowaniu jednego z dziesieciu rozpuszczalnikéw opisa-
nych w pracy.

3. Oznaczanie iloSciowe barwnikéw za pomocg bezpoérednie'go‘ foto-
metrowania na bibule przy uzyciu specjalnej wstawki do fotometru
Pulfricha jest metoda mniej klopotliwa niz metoda eluacji. Jednak
mozno$¢ oznaczania jest ograniczona do bardzo waskiego zakresu za-
\ga:r‘cloéqi barwnika w plamie uzyskanej po chromatograficznym roz-

zieleniu.

C. Kpayss JL Mexapckuy T. Barongapuwuxk
PA3JIEJIEHUE WCKYCCTBEHHBIX KPACOK YITOTPEBJISEMBIX
B TIMUILEBBLIX [MPOOYKTAX W OIPEOEJIEHUE HMX TIPU TIOMOIUU
HEIOCPEJCTBEHHOIO ®OTOMETPHMPOBAHUS

Conepxanue

B npennoxennoM TPyle TNpUMeHEHO TPHHAANATh DAa3JUUHBIX PACTBOPHTENCH ¢ LEJbIO
pasjiefieHds CMeCH COCTaBJeHHOR N3 JMEeBATH KpACAIMX BeUleCTB NPELNOKEHHBIX Aasi
OKPAIIMBAHHSA MHUIIEBMX MPONYKTOB MO MHPOEKTY MOJNbCKOIO PACHOPSIKeHUS.

” JlecaTb M3 TPHMEHSIEMBIX DPACTBODUTENeH NPUrOAHB A8 PASTEJNCHHS CMecH 2 — 4 aje-

TlpeanpusnaTo npo6bl onpesieNeHHs KPacAIUX BEIIECTB NPH NOMOLUM HENOCPelCTBEHHOTO
TOMeTPHpOBaHUs Ha OyMaro ymorpebass dQotomerp Ilyabdpuxa. PaGora npm mpa-
HEHWH ITOTO METONA HAeT GBICTPO, HO OHA ‘MeHee TOYHAS HEXEeNH MEeTOol 3JI0alMH.
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S. Krauze,” L. Piekarski, T. Wtodarczyk

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.

PISMIENNICTWO

1. Krauze S., Piekarski L.: praca oddana do druku do Acta -Pol. Pharm. -~
2. Loest W.: J. Pharm. Belg., 8, 260, 1953 wg Anal. Abstr., 1, 988 1954. —
3. Panapoulos G., Megaldoikomos J.: Chem. Anal., 36, 68, 1954 wg Anal. Abstr,,
1. 1681, 1954, — 4. Piekarski L. Krauze S.: praca oddana do druku do Roczn.
PZH. —. 5. Rutter L.: Analyst, 75, 37, 1950.— 6. Siedlecka J.: Roczniki PZH, 2, 33,
1951. — 7. Siedlecka J.: Roczniki PZH, 8, 297, 1957. — 8. Siedlecka J., Gilewska C.:
Roczniki PZH, 4, 81, 1953. — 9. Yokio Ishida, Naoki Inagaki, Akihiko Shiota,
Reiko Watanable: J. Pharm. Soc. Jap., 73, 736 (1953) wg Chem, Abstr., 10141, 1953,



