SEPARAREA COLORANTILOR ALIMENTARI PRIN
CROMATOGRAFIE iN STRAT SUBTIRE

Cromatografia este o tehnica de separare a componentelor unui amestec pe baza distributiei
lor selective intre doud faze: faza stationara si faza mobila. Faza mobila, dupd cum ii spune si
numele, este o fazd care se deplaseazd, ea poate fi lichidd sau gaz, in functie de tipul de
cromatografie. Faza stationara poate lichida sau solida. O separare eficientd a componentelor unui
amestec se realizeaza atunci cand acestea prezintd afinitdti diferite pentru faza mobila, respectiv
pentru faza stationard. Afinitatea unei subtstante pentru o anumita faza este influentatd de multi
factori, de exemplu polaritate, solubilitate, dimensiunea particulelor, sarcina electrica.

Cele mai importante metode cromatografice sunt:

- Cromatografia in strat subtite CSS (thin layer chromatography TLC),

- Cromatografia pe coloana,

- Cromatografia de gaze (gas chromatography GC),

- Cromatografia de lichide de inalta performanta (High-Performance Liquid Cromatography

HPLC).

Cromatografia in strat subtire este o tehnicd de separare simpla, rapida, ieftind, care
necesitd cantitdti mici de proba, de aceea este una dintre tehnicile cele mai des utilizate. Faza
stationard (adsorbant), solida, este depusa in strat subtire pe o banda sau pe o placa din plastic,
aluminiu sau sticla. Ca adsorbanti se folosesc cel mai adesea alumina (Al2Oz), silicagelul (SiO2)
si celuloza ((CeH100s)n). Faza mobila este lichida si se numeste eluent.

Etapele separdrii prin cromatografie in strat subtire

1. Alegerea fazei stationare (adsorbantul) si a fazei mobile (eluentul)

Alegerea fazei mobile este esentiald pentru o separare cromatografica eficienta. Un rol
important in alegerea eluentului este polaritatea. Astfel pentru a realiza o separare eficienta
eluentul ar trebui sa aiba o polaritate similara cu cea a componentelor de separat, iar adsorbantul
ar trebui sa aibd activitate redusa (putere de adsorbtie mica) pentru componente polare si activitate
mare (putere de adsorbtie ridicatd) in cazul componentelor nepolare.

2. Aplicarea probei

Amestecul care se doreste a fi separat se solubilizeaza intr-un solvent adecvat. Ca solventi
pentru solubilizarea probelor este de dorit sa se foloseasca solventi mai volatili (acetond, metanol,
etanol, acetat de etil etc) pentru a se evapora rapid de pe placuta cromatografica. Pentru aplicarea
probei se traseaza o linie de start cu un creion cu varf moale astfel incat sa nu se deterioreze stratul
de adsorbant. Spot-urile se aplica la distante suficient de mari (aprox 1-1,5 cm) atét intre ele, cat
si fatd de marginile placutei cromatografice astfel incat la migrare sd nu se intersecteze (Figura 1).
Aplicarea se realizeaza prin preluarea unei mici cantitati din solutia de proba cu un tub capilar
deschis la ambele capete si atingerea foarte fina a acestuia in locul marcat, perpendicular pe
placuta, astfel incat diametrul sa nu depasesca 3-4 mm. Dupa evaporarea solventului se mai poate
efectua o noud aplicare in acelasi loc in functie de cat de concentrata este solutia probei.



Figura 1. Placutd cromatograficd inainte de developare

3. Developarea

Developarea este procesul de eluare a fazei stationare de catre faza mobila si consta in
introducerea placutei cromatografice intr-o camera de developare care contine eluentul (solventul
de developare). Camera de developare trebuie sa fie saturata cu vaporii eluentului, iar nivelul de
lichid trebuie sa fie sub linia de start, in caz contrar componentele din spoturi sunt extrase direct
n solventul de developare (Figura 2). De asemenea este foarte important ca solventul in care s-a
solubilizat proba sd fie complet evaporat din spoturile aplicate inainte de a introduce plicuta
cromatografica in camera de developare. Dupa introducerea placutei cromatografice, camera de
developare se acopera si nu se mai miscd. Linia frontului solventului poate fi trasatd inainte de
introducerea placutei, caz in care cand solventul atinge nivelul trasat placuta este scoasd. Daca nu
a fost trasatd anterior, dupa ce solventul migreaza aprox. 85-95% din lungimea placutei, aceasta
se scoate din camera de developare si se traseaza linia frontului solventului in dreptul nivelului la
care a ajuns solventul.

Figura 2. Placuta cromatografica intr-o camera de developare

4. Vizualizarea si analiza

Spoturile colorate pot fi vizualizate direct, cu ochiul liber. Tn caz contrar pentru a putea
vizualiza spoturile este necesara alegerea unei placute cromatografice care sd contind indicatori
fosforescenti (UV2s45au Fass) sau fluorescenti distribuiti uniform pe placuta, astfel incét la iradiere
cu radiatie din domeniul UV (254 nm sau 366 nm) spoturile apar sub forma unor zone inchise la



culoare, in timp ce restul placutei este fosforescenta. Spoturile se incercuiesc cu un creion pentru
a ramane marcate si in absenta radiatiei UV.
Existd multe alte metode de vizualizare a spoturilor 1n functie de tipul de compus separat,
dintre care cele mai cunoscute sunt
- prin introducerea intr-o cuva acoperita saturata cu vapori de iod, cand se obtin spoturi de
culoare galben-maro ca urmare a formarii de complecsi cu iod a majoritatii compusilor
organici. Spoturile dispar rapid in timp din cauza sublimarii iodului.
- prin aplicare unor reactivi de vizualizare direct pe suprafata placii cromatografice ( prin
pulverizare sau prin imersie), urmata de obicei de incélzirea placutei
- prin stropire cu acid sulfuric, urmata de incilzire la temperaturi inalte astfel incat are loc
carbonizarea compusilor separati rezultand spoturi negre-cenusii.
Cel mai important parametru care se poate calcula dupa vizualizarea spoturilor este factorul de
retentie Ry, definit ca raportul dintre distanta parcursa de fiecare component masurata in centrul
spotului corespunzator si distanta parcursa de solvent (Figura 3).

Da

Dg

Figura 3. Exemplu de calcul al factorilor de retentie pentru componentele A si B

— Ds — DBa
Ryp = 2 Rpa = 2
Unde Dg este dintre distanta parcursd de componentul B, Da este dintre distanta parcursa de

componentul A si Ds este dintre distanta parcursa de solvent.

Coloranti alimentari
Colorantii utilizati in industria alimentara pot fi naturali (Figura 4) sau sintetici (Figura 5).
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Figura 5. Coloranti sintetici utilizati in industria alimentara

In functie de culoare se pot clasifica astfel:

- galbeni: curcumina (E 110), riboflavina (E 101), tartrazina (E 102), galben de quinoleind
(E 104);

- oranj si rosi: galben oranj (E 110), cosenila-acid carminic (E 120), azorubina (E 122),
amarant (E 123), panceau 4R (E 124), eritrozina (E 127), rosu allura AC (E 129);

- albastri: bleu patent V (E 131), indigotina (E 132);



- verzi: clorofile, clorofile si complexe cuprice (E 140 si E 141); verde acid briliant (E 142);

- bruni si negrii: caramel (E 150); brun FK (E 154), carbune vegetal (E 153), negru brillant
BN (E 151);

- de nuante diverse: corotenoide (E 160), xantofile (E 161), rosu de sfecla (E 162),
antocianine (E 163).

Spectrele UV-Vis ale unor coloranti alimentari sunt prezentate in figurile 6 si 7.
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Figura 6. Spectrele UV-Vis ale unor coloranti alimentari sintetici

Tabel 1. Maximele de absortie ale unor coloranti alimentari sintetici

Colorant alimentar Cod Maxim de absorbtie (nm) (EU)
Allura Red E129 504
Amaranth E123 520
Azorubine E122 510

Brilliant Black PN E151 570
Brilliant Blue FCF E133 630
Brown HT E155 460
Erythrosine E127 526
Fast Green FCF E143 625
Green S E142 632
Indigotine E132 610
Patent Blue V E131 638
Ponceau 4R E124 505
Quinoline Yellow E104 415
Red 2G E128 532

Sunsent Yellow FCF E110 485
Tartrazine E102 426




Figura 7. Spectrele UV-Vis ale unor coloranti alimentari naturali

In cadrul lucrarii se vor realiza:

extragerea colorantilor alimentari din bomboane glazurate (de tipul M&Ms sau Skittles)
utilizand un solvent potrivit.

separarea acestora prin cromatografie in strat subtire, calcularea coeficientilor de retentie.
testarea a diferite sisteme de elutie astfel incat sa se obtind o separare eficienta.

analize pe baza separarii cromatografice astfel incat sa se aprecieze daca pentru culorile
portocaliu si verde s-au utilizat combinatii de coloranti sau culoarea este data de un singur
colorant, iar pentru culoarea mov se vor separa colorantii care sunt responsabili pentru
culoare.

inregistrari ale spectrelor UV-Vis ale colorantilor extrasi din bomboane si se va incerca
identificarea acestora pe baza maximelor de absorbtie obtinute (comparandu-le cu cele
existente in literatura). Se va verifica daca rezultatele obtinute corespund cu datele regasite
n lista de ingrediente.



