
УПРАВЛЕНИЕ КАЧЕСТВОМ
ac

ad
em

qu
al

ity
.r

u,
 q

l-
jo

ur
na

l.r
u

72

Опыт хроматографического разделения 
синтетических красителей в составе 
матриксов молочных продуктов

Аннотация. Изучено влияние матриксов молочных про-
дуктов на хроматографическое разделение синтетических 
красителей азо-, трифенилметанового и индигоидного ряда, 
разрешенных в настоящее время к применению в пищевой 
промышленности РФ. Проанализированы факторы, оказы-
вающие влияние на полноту и селективность сорбции кра-
сителей из молочных продуктов. Приведены научные дан-
ные о конфигурации и конформации белковых матриксов, 
факторах их стабилизации в растворе и способах их осаж-
дения. Раскрыты основные трудности выделения красителей 
из сложных белковых матриксов. Полученные результаты 
открывают новые перспективы в области внедрения и ис-
пользования методов оперативного контроля синтетических 
красителей в продуктах питания.

Ключевые слова: пищевые синтетические красители, 
молочные продукты, белки, фальсификация пищевых про-
дуктов.

ВВЕДЕНИЕ
Широкое применение пищевых синтетичес-

ких красителей в производстве продуктов пита-
ния привело к необходимости разработки совре-
менных и оперативных методов их качественного 
и количественного контроля [1].

Синтетические красители отнюдь не безвред-
ны. В определенных концентрациях они могут 
оказывать негативное влияние на здоровье чело-
века, в частности, вызвать различные аллергичес-
кие реакции и гиперактивность у детей [2].

Несмотря на регламентирование применения 
синтетических пищевых красителей в пищевой 
продукции, в ряде случаев имеет место их бес-
контрольное использование, это приводит к пре-
вышению их допустимого содержания и фаль-
сификации продуктов. Необходим оперативный 
контроль содержания синтетических пищевых 

красителей в различных продуктах питания, что 
является сложной задачей, связанной, прежде 
всего, с трудностью их извлечения из сложных 
пищевых матриксов.

Нормативные документы для определения 
синтетических пищевых красителей в пищевой 
продукции начали разрабатываться с 1992 г. 
в связи со значительным притоком импортных 
товаров на российский рынок. Настоящим про-
рывом в этом направлении следует, по-видимому, 
считать период 1999–2002 гг., когда был разрабо-
тан способ, основанный на сорбции красителей 
из пищевых продуктов на окись алюминия с по-
следующим хроматографическим разделением 
и денситометрическим измерением содержания 
красителей [3–6]. Позже стали прорабатываться 
и другие альтернативные подходы, связанные, 
главным образом, с привлечением высокоанали-
тических средств измерений [5, 7].

В данной работе я хотел бы отдельно остано-
виться на разработанном еще в 2009 г. норматив-
ном документе [7], регламентирующем методику 
измерения содержания красителей в молочных 
продуктах при помощи высокоэффективной 
жидкостной хроматографии. И этому есть се-
рьезные причины.

Уже при беглом взгляде на данный текст хо-
рошо заметны его очевидные недостатки:

• неудовлетворительные метрологические 
характеристики результатов измерений: грани-
цы относительной погрешности от 45% до 57%;

• объектов измерений (красителей) выбра-
но всего пять из большого многообразия ис-
кусственных ингредиентов, используемых в на-
стоящее время для придания цвета пищевым 
продуктам;

• детектирование проводится на разных дли-
нах волн, сообразно максимумам светопоглоще-
ния каждого красителя, что значительно услож-
няет и замедляет анализ.

ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
На сегодняшний день многие натуральные 

источники энергии людей в значительной сте-
пени замещены идентичными натуральным или 
искусственными ингредиентами. Сказанное 
в полной мере относится к жирам и углеводам, 
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но не к белкам, что объясняется сложностью 
их состава и незаменимостью функций амино-
кислотных звеньев для жизнедеятельности че-
ловека.

Использование пищевых синтетических кра-
сителей для придания необходимой цветовой 
гаммы молочной продукции с химической точки 
зрения тесно связано с взаимодействием суль-
фонатриевых групп, входящих в состав всех, раз-
решенных в настоящее время для использования 
в пищевой промышленности, синтетических 
красителей [3] с радикалами аминокислот.

Изначально предполагалось, что красители 
должны быть отделены от белковой матрицы 
либо в процессе проведения подготовки проб, 
либо, если не удастся подобрать условия для ко-
личественного извлечения, непосредственно на 
колонке. Основное преимущество последнего 
подхода в ускорении анализа в целом; основные 
недостатки: частая смена предколонок и нали-
чие неинформативных пиков, затрудняющих об-
работку хроматографических данных. Впрочем, 
если бы удалось установить, что наличие таких 
пиков не будет препятствовать чтению хрома-
тограмм, то подход, по-видимому, следовало бы 
признать приемлемым.

Имеющиеся научные данные о конфигурации 
и конформации белковых матриксов, факторах 
их стабилизации в растворе и способах их осаж-
дения в свете интересующей нас темы представ-
лены ниже.

В основе каждого белка лежит полипептид-
ная цепь. Она не просто вытянута в простран-
стве, а организована в трехмерную структуру. 
Особое взаимное расположение в пространстве 
спиралеобразных, складчатых и нерегулярных 
участков полипептидной цепи формирует тре-
тичную структуру белка, в которой участвуют 
дисульфидные и все слабые типы связей.

Выделяют два общих типа третичной струк-
туры: фибриллярную (имеющую вытянутую 
форму и образующую волокнистую структуру 
тканей) и глобулярную, молекулы которых име-
ют форму шара или эллипса.

В глобулярных белках всегда есть нерегуляр-
ные участки, β-складчатые структуры и α-спира-
ли. Также известно [8], что в глобулярных белках 
гидрофобные участки молекулы находятся в глу-
бине молекулы. Соединяясь между собой, гидро-
фобные радикалы образуют кластеры (центры). 
Формирование гидрофобного кластера вынуждает 
молекулу соответствующим образом изгибаться в 
пространстве. Обычно в молекуле глобулярного 
белка бывает несколько гидрофобных кластеров в 
глубине молекулы. Это проявление двойственно-

сти свойств белковой молекулы: на поверхности 
молекулы – гидрофильные группировки, поэтому 
молекула в целом гидрофильная, а в глубине мо-
лекулы спрятаны гидрофобные радикалы. Взаи-
модействие белка с ингредиентами пищевых про-
дуктов часто приводит к сорбции молекулы этих 
веществ молекулами белка. Обратный процесс 
освобождения инородных молекул из белковой 
матрицы называется десорбцией.

В молоке содержится в среднем около 3,2% 
белков. Основным белком молока является казе-
ин, содержание которого в молоке составляет от 
2,3% до 2,9%.

По пространственному расположению по-
липептидных цепей белки молока относятся 
к глобулярным белкам. Изучение их вторичной 
и третичной структур показало, что казеин почти 
не содержит α-спиралей и занимает, как считают, 
промежуточное положение между компактной 
структурой глобулы и структурой беспорядоч-
ного клубка, которая обычно наблюдается при 
денатурации глобулярных белков [9].

Помимо казеина в молоке присутствуют сы-
вороточные белки: β-лактоглобулин, α-лакталь-
бумин, иммуноглобулин и альбумин сыворотки 
крови и некоторые другие, так называемые ми-
норные, белки. При нагревании молока до тем-
пературы 30 °С β-лактоглобулин распадается на 
мономеры. Альбумин сыворотки крови содер-
жится в молоке в незначительном количестве 
и не имеет практического значения. 

К третьей группе относят белки оболочек 
жировых шариков, составляющие всего около 
1% всех белков молока [9].

К факторам стабилизации белка в растворе 
следует отнести:

• наличие гидратной оболочки – слоя моле-
кул воды, определенным образом ориентирован-
ных на поверхности белковой молекулы. Поверх-
ность белковых молекул заряжена отрицательно, 
и диполи молекул воды притягиваются к ней сво-
ими положительными полюсами. Вода гидратной 
оболочки обладает особым свойством: окружая 
молекулы белка, она не дает им сблизиться, со-
единиться и выпасть в осадок. Связанной ока-
зывается значительное количество воды – около 
3,7 г на 1 г белка;

• наличие свободных заряженных групп. 
Изоэлектрическая точка (ИЭТ), то есть кислот-
ность среды, при которой поверхность не несет 
электрического заряда, большинства белков на-
ходится в слабокислой среде. Для казеина она 
составляет 4,6, для β-лактоглобулина 5,1. Это 
означает, что кислотных групп в них больше, чем 
основных.
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Когда стоит задача осаждения белков из рас-
твора, то необходимо лишить его обоих факто-
ров стабилизации: и заряда, и гидратной оболоч-
ки. Для устранения гидратной оболочки широко 
применяют высаливание, то есть осаждение бел-
ков высокими концентрациями нейтральных 
солей щелочных и щелочноземельных металлов, 
поскольку такие соли очень гидрофильны и об-
ладают в высоких концентрациях водоотнимаю-
щими свойствами. По мере добавления к раство-
ру белка они сначала растворяются в свободной 
воде, а затем, при дальнейшем повышении кон-
центрации соли, конкурируют с белками за обла-
дание водой, которая входит в состав гидратных 
оболочек [9]. Тем не менее, в сильно кислой или 
в сильно щелочной средах молекулы белка в оса-
док не выпадают, потому что у них остается один 
из факторов стабилизации – заряд. Сохранение 
заряда не позволяет молекулам белка сблизиться 
друг с другом – агрегация полипептидных цепей 
не происходит. Заряд белковой молекулы устра-
няют, приблизив рН среды к ИЭТ.

Если бы удалось количественно перевести 
красители в надосадочную жидкость, то такой 
подход получил бы обоснование. В противном 
случае коагуляция белковых матриксов, несу-
щих значительную часть красителей, – это про-
цесс скорее нежелательный, ведущий к неприем-
лемым потерям при выделении анализируемых 
компонентов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ПРЕДВАРИТЕЛЬНЫХ 
ИСПЫТАНИЙ
Воспроизведена методика определения со-

держания красителей, изложенная в [7]. Уста-
новлено, что на стадии фильтрации пробы мо-
лочных продуктов через мембранный фильтр 
с диаметром пор 0,2 мкм имеет место значитель-
ная потеря красителей. То же самое наблюдалось 
при центрифугировании анализируемых проб. 
Промывка фильтра и осадка после центрифуги-
рования с последующим объединением проб си-
туации не изменяла. Использование физических 
факторов денатурации белков: ультразвукового 
воздействия рабочей частотой 40 кГц и нагрева-
ния до 60 °С также не принесли положительного 
эффекта.

При использовании химических факторов 
воздействия на белки с последующей фильтра-
цией было выявлено следующее: использование 
нейтральных солей (хлорида натрия и кальция) 
и органических растворителей (метанола, аце-
тона) не повлияло в значительной мере на сте-
пень извлечения красителей и лишь при добав-
лении 10% гидроксида натрия со сдвигом рН 

до (8,5…9,0) степень извлечения отдельных кра-
сителей (Е102, Е110, Е142) достигала приемлемых 
значений (более 85%), зато для другой группы 
красителей (Е122, Е131, Е132) составляла менее 
40%. Сдвиг же рН в кислую сторону до 3,0 при-
вело лишь к агломерации белков при хорошо 
заметном визуальном обесцвечивании исследу-
емого продукта.

Учитывая полученные результаты, было 
принято решение отказаться от проведения 
многостадийной подготовки пробы, ограничив-
шись лишь подщелачиванием анализируемых 
образцов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемые образцы: пастеризованное 

молоко, биокефир и йогурт, в состав которых 
вводился сложный комплекс синтетических 
красителей: «тартразин» Е102, «солнечный за-
кат» Е110, «кармуазин» Е122, «амарант» Е123, 
«понсо 4R» Е124, «очаровательный красный» 
Е129, «патентованный синий» Е131, «индигокар-
мин» Е132 и «зеленый S» Е142 с концентрацией 
10 ppm каждый.

Для проведения эксперимента использова-
лось следующее оборудование:

• жидкостной хроматограф Shimadzu LC-20 
Prominence с автосамплером (рис. 1), который 
представляет собой систему из следующих ком-
понентов для высокоэффективных хроматогра-
фов: системного контроллера CBM-20A, поточно-
го дегазатора DGU-20A5R, автосамплера SIL-20A, 
модуля подачи растворителя LC-20AD, отсека 
для сосудов Reser voir tray, колоночного термо-
стата CTO-20AC, спектрометрического детекто-
ра SPD-20A. Обработка полученных результатов 
проводилась посредством пакета прикладных 
программ к хроматографическому оборудова-
нию Shimadzu LCsolution;

• ультразвуковая ванна Branson;
• виалы с герметично закрывающимися 

крышками вместимостью 1 мл Macherey-Nagel 
CmbH Co. KG.

Результаты анализа считались достоверными, 
если выполнялись требования теста «проверка 
пригодности хроматографической системы».

Для проверки пригодности уравновешивали 
хроматографическую систему до стабилизации 
базовой линии.

Хроматографировали раствор для оценки 
чувствительности, для приготовления которого 
по 1 мл красителей «тартразин» Е102 и «патен-
тованный синий» Е131 растворяли дистилли-
рованной водой в колбе (V = 500 мл). Хромато-
графическая система считалась пригодной, если 
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отношение «сигнал–шум» для пиков красителей 
было не менее 10.

Последовательно хроматографировали рас-
твор для проверки пригодности хроматогра-
фической системы не менее пяти раз. Хромато-
графическая система считалась пригодной, если 
выполнялись следующие условия:

Рис. 1. Хроматограф LC-20 prominence 
с автосамплером
Реагенты: ацетонитрил, ос. ч., «криохром», сорт 0; 
натрия ацетат, Sigma
1 – отсек для сосудов Reservoir tray; 
2 – системный контроллер CBM-20A;
3 – модуль подачи растворителя LC-20AD;
4 – поточный дегазатор DGU-20A5R;
5 – автосамплер SIL-20A;
6 – спектрометрический детектор SPD-20A;
7 – колоночный термостат CTO-20AC

Хроматографические условия:

Колонка

(250 × 4,6) мм, 
октадецилсиликагель, 

5 мкм, Inertsil C18 (2) 150А, 
Phenomenex с предколонкой 

KJO-4282

ПФ

0,02 М раствор натрия ацетата – 
ацетонитрил с программно 

изменяемым градиентом состава 
подвижной фазы: от (95 : 5) 

до соотношения компонентов 
(60 : 40) в течение первых трех 

минут и далее двенадцать минут 
при соотношении (60 : 40)

Скорость потока 1,0 мл/мин 
Температура 

колонки 25 °С

Детектор 280 нм и 370 нм
Объем пробы 82 мкл

Время хромато-
графирования 15 мин

Время 
удерживания показаны на рис. 2

Рис. 2. Хроматограммы окрашенных 
растворов:
а – хроматограмма раствора 
сравнения, содержащего комплекс 
пищевых синтетических красителей 
в деионизированной воде; 
б – хроматограмма раствора того 
же комплекса красителей, в той же 
концентрации, в матриксе биокефира

• эффективность хроматографической ко-
лонки, рассчитанная по пикам красителей, не ме-
нее 5000 теоретических тарелок;

• фактор асимметрии пиков красителей не 
более 2,0;

• относительное стандартное отклонение 
площадей и времен удерживания пиков красите-

лей не более 5,0%.

ПОЛУЧЕННЫЕ 
РЕЗУЛЬТАТЫ
Типовые хроматограммы рас-

твора сравнения, содержащего ком-
плекс синтетических красителей 
в деионизированной воде, и раство-
ра того же комплекса красителей, 
в той же концентрации, в матриксе 
образца молочной продукции пока-
заны на рис. 2.

а

б
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Полнота извлечения введенных в матриксы 
молочной продукции пищевых синтетических 
красителей определялась путем обработки дан-
ных хроматограмм раствора сравнения, содержа-
щего комплекс пищевых синтетических красите-
лей в деионизированной воде, и раствора того же 
комплекса красителей, в той же концентрации, 
в матриксе молочной продукции (табл. 1).

ВЫВОДЫ
Водные растворы пищевых синтетических 

красителей легко проходят через инертный 
фильтр, размеры пор которого на несколько 
порядков больше размера молекул любого из 
взятых на анализ образцов красителей, находя-
щихся в растворе. Для смывания остаточного 
количества красителей с фильтра обычно доста-
точно использовать слегка подщелоченную воду 
для предотвращения ионизации сульфонатри-
евых групп. Следовательно, потери на этой ста-
дии подготовки пробы могут быть объяснены 
только сорбционным удерживанием красителей 
матриксами белков молочных продуктов. То же 
самое, по-видимому, имеет место при центри-
фугировании. Таким образом, установлено, что 
методика измерения, изложенная в [7], является 
некорректной и требует скорейшей доработки.

Физические и химические пути воздействия, 
призванные усилить десорбцию красителей из 
белковых матриксов, должного воздействия не 
возымели, вследствие чего было принято реше-
ние отказаться от проведения многостадийной 
подготовки пробы, ограничившись лишь подще-
лачиванием анализируемых образцов.

Показана эффективность метода ВЭЖХ для иден-
тификации и определения содержания в молочных 
продуктах пищевых синтетических красителей азо-, 
трифенилметанового и индигоидного ряда, разре-
шенных к применению в пищевой промышленно-
сти. Степень извлечения красителей, определяемая 
путем расчета площадей пиков анализируемых об-
разцов и образцов сравнения, составила 74,7…99,2% 
для всех видов исследуемых молочных продуктов. 
При этом времена удерживания красителей и пло-
щади их пиков полностью совпали.
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Таблица 1.
Полнота извлечения пищевых 

синтетических красителей из матриксов 
молочной продукции

Краси-
тель

Время 
удержи-
вания

Полнота извлечения 
из продукта при 370 нм, %

Молоко Био-
кефир Йогурт

Е102 6,080 91,3 90,3 98,3
Е123 8,854 76,9 74,7 72,1
Е132 9,102 90,7 86,5 88,8
Е124 9,771 86,8 86,5 85,3
Е110 9,987 90,7 97,6 93,9
Е129 10,262 99,2 93,7 91,1
Е122 11,063 91,1 92,3 92,7
Е142 11,664 91,1 88,1 86,2
Е131 13,154 98,1 92,1 95,3
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Influence of matrices of dairy products, on 
chromatografic separation of synthetic dyes azo-, a 
trifenilmetanovy and indigoidny row, allowed now for use 
in the food industry of the Russian Federation is studied. 
The factors exerting impact on completeness and selectivity 
of sorption of dyes from dairy products are analysed. The 
available scientific data on a configuration and conformation 
of proteinaceous matrices, factors of their stabilization  in 
solution and methods of their sedimentation are provided. 
The main difficulties of release of dyes from difficult 
proteinaceous matriks are disclosed. The received results 
open new prospects before the specialists who are engaged 
in implementation and use of methods of operating control 
of synthetic dyes in food.
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