CH 3.4. STANOVENIE KUMARINU METODOU HPLC

1. URCENIE METODY

Kumarin (benzo-alfa-pyron) je prirodzene vyskytujuca sa latka v roznych rastlinach, napr.
v Skorici, levanduli a v mite a pouziva sa ako vonna prisada do réznych produktov. Kvoli
potencialnym hepatotoxickym uc¢inkom pre cloveka obmedzila Eurdpska komisia jeho
pouzivanie ako aditivnu latku do potravin.

Metdda HPLC je urcena na stanovenie kumarinu v Skorici a v potravinach s obsahom Skorice.

2. PRINCIP METODY

Po extrakcii zhomogenizovanej vzorky organickym rozpustadlom a naslednej centrifugacii sa

prefiltrovany extrakt vzorky stanovuje metddou HPLC s DAD detekciou.

3. POMOCKY

3.1. PRISTROJE ZARIADENIA

3.1.1 Ultra Turrax

3.1.2 Centriftiga

3.1.3 Vortex

3.1.4 Milli-Q-Plus, systém na precist'ovanie destilovanej vody, Millipore

3.1.5 LC-MS/MS systém (Agilent) = kvapalinovy chromatograf 1100 s DAD detektorom
3.1.6 Automatické pipety

3.1.7 Multipette Plus (Eppendorf)

3.1.8 Ultrazvukovy kapel

3.1.9 Zymark (systém na odparovanie pod prudom dusika)

3.1.10 Analyticka kolona Purospher 250-4 100 RP-18 endcapped (Sum)

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.2.1 Etanol, absolut
3.2.2 Metanol pre HPLC
3.2.3 Acetonitril pre HPLC



3.2.4 Octan amoénny, p.a.
3.25 HPLC-grade H,0, ziskana precistenim destilovanej vody v zariadeni Milli-Q-Plus
3.2.6 RM Kumarin (Sigma)

Pufor:
Acetatovy pufor 0,02 mol/l

4. BEZPECNOST PRI PRACI

Dodrziavat’ zasady pre bezpe¢nu pracu v chemickych laboratoriach podl’a STN 018003.

5. PRACOVNY POSTUP
Extrakcia vzorky:

Skorica a ostatné potraviny s obsahom $korice

Analyzovana vzorka sa dokonale zhomogenizuje v porcelanovej miske. Do polypropylénovej
skaimavky sa odvazi 100 mg priemernej vzorky skorice a 2,5 g ostatnych potravin, zaleje sa
metanolom avzorka sa intenzivne extrahuje. Premiesa sa na Vortexe avlozi sa do
ultrazvukového kupel'a. Centrifuguje sa pri 10°C a 1000 ot/min. Ciri extrakt sa prenesie do
odmernej banky. Extrakcia sa opakuje s metanolu, nasleduje Vortex, ultrazvukovy kupel
a centrifugacia pri 3000 ot/min a 10 °C. Ciri extrakt sa prida odmernej banky a doplni sa
metanolom.
5.2. PRIPRAVA MERANIA

LC podmienky:
Mobilna faza: A = acetatovy pufor
B = acetonitril

Gradientova elticia podl'a gradientového programu:

Cas (min) A % B %
0 80 20
3 80 20
9 55 45
14 55 45
20 80 20
Post time 2 min 80 20




Prietok: 1,0 ml/min

Nastrek: 10 pl
Teplota kolony: 30°C
Celkovy ¢as: 22 min

Analyticka kolona Purospher RP 18, 250 x 4.6 mm, 5um s predkolonou
Detekcia DAD pri 274 nm

5.3. MERANIE

Pristroj Agilent 1100 s DAD detekciou

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Vyhodnocovanie nameranych udajov prebieha v programe
Data analysis — na identifikaciu aj kvantifikaciu kumarinu (moznost’ sledovat’ chromatogram

alebo UV spektrum, pripadne praca s vlastnou kniznicou spektier)

Prepocet latkovej koncentracie na hmotnostnu:

hodnotu vysledku vyjadrujeme v mg/kg vzorky podl'a nasledujiceho vzorca:

m=

n

m = hmotnost’ v mg/kg

¢ = namerana koncentracia analytu v mg/I
V = objem v ml

n =névazka vzorky v g

r = zried’ovaci faktor
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CH 3.4.
STANOVENIE KUMARINU METODOU UPLC/MS/MS A HPLC/DAD

1 PRINCIP METODY

Kumarin je aromatickd zluCenina, ktord sa vel'mi cCasto objavuje v rade rastlin (mrkva,
vanilka, jahody, marhule, tomka vonna, koriander, tabak, Skorica, sladké drievko, bizénia
trava), kde funguje ako ochranna latka proti hmyzu a ¢iasto¢ne i proti hlodavcom. Vyznacuje
sa typickou vonou po skosenej trave alebo sena. Pouziva sa v medicine ako zaklad pre
vyrobu antikoagulantov, napriklad Warfarinu. Samotny funguje len slabo protizraZanlivo.
Kumarin sa l'ahko zlucuje na dikumarol, ktory blokuje v tele tvorbu vitaminu K, ktory je
dolezity pre zradzanlivost' krvi. Pdsobi teda ako antikoagulant. Na analyzu sa pouZije
chromatografickd koléna s obratenymi fiazami a po rozdeleni rezidui sa tieto deteguju
hmotnostnym detektorom pracujucim v reZime MS/MS v pozitivnom modde. Ionizacia ESI.
Identifikacia latky je prevedend dvoma tranziciami (2 transitions) a kontrolou ich idnovych
pomerov (ion ratio). Kvantifikécia je prevedena metddou externej kalibracie.

2  POUZITEENOST METODY

Metdéda UPLC MS/MS je vhodné na stanovenie kumarinu v potravinich napr. mlie¢na ryza,
cukrovinky, jemné pecivo, cerealie s obsahom Skorice. Metoda HPLC DAD je vhodna na
stanovenie kumarinu v $korici.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Kumarin (CM)

3.1.2 acetonitril gradient grade
3.1.3 aceton p.a.

3.1.4 chloroform p.a.

3.1.5 kyselina mravcia

3.1.6 hydromatrix

3.1.7 morsky piesok vypaleny pri 450°C v muflovej peci /5 hodin/
3.1.8 metanol gradient grade
3.1.9 deionizovana voda
3.1.10 etanol 96%

3.1.11 K4[Fe (CN)g].3H0
3.1.12 ZnSO, .7H,0

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 0,1 % kyselina mravcia v acetonitrile
3.2.2 0,1 % kyselina mravc¢ia vo vode
3.2.3 Zmesny roztok 0,1 % kys. mravéia v acetonitrile/ 0,1 % kys.mrav¢ia vo vode (1:1)



3.2.4 Zmesny roztok metanol - voda (1:1)
3.2.5 Extrak¢ny roztok etanol — voda (7:3)
3.2.6 Carrez |
3.2.7 Carrez Il

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok standardu kumarinu (1000 mg/l v metanole)
Navazit' 25 mg kumarinu (3.1.1) do 25 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom mnoZzstve
metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.8).

3.3.1.2 Zasobny roztok Standardu kumarinu (100 mg/1 v metanole)
Navazit’ 10 mg kumarinu (3.1.1) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom mnozstve
metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.8).

3.3.1.3 Zasobny roztok standardu kumarinu (100 mg/l v chloroforme)
Navazit’ 10 mg kumarinu (3.1.1) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom mnoZstve
chloroformu a doplnit’ po znac¢ku chloroformom. (3.1.4).

Poznédmka: Doba pouzitel'nosti zasobnych Standardnych roztokov je 3 mesiace od pripravenia.
Zasobné Standardné roztoky uchovavat’ v tme pri teplote 4 — 8 °C.

3.3.2 Zriedené roztoky zakladnych Standardov

3.3.2.1 Zriedeny roztok Standardu kumarinu ZC1 (10 mg/l v chloroforme)
Zobrat' 1 ml zésobného roztoku Standardu kumarinu. (3.3.1.3) Preniest’ do 10 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po znac¢ku chloroformom (3.1.4)

3.3.2.2 Zriedeny roztok Standardu kumarinu ZC2 (100 pg/l v chloroforme)
Zobrat' 1 ml zriedeného roztoku Standardu kumarinu. (3.3.2.1) Preniest’ do 100 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po znac¢ku chloroformom (3.1.4)

3.3.2.3 Zriedeny roztok Standardu kumarinu ZC3 (10 mg/l v metanole)

Zobrat' 1 ml z&sobného roztoku Standardu kumarinu. (3.3.1.2) Preniest’ do 10 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.8)

3.3.3 Pracovné roztoky Standardov

3.3.3.1 Pracovny roztok Standardu kumarinu WS1 (100 ug/l v zmesi 0,1% kys. mravéia
Vv acetonitrile/ 0,1 % kys. mravcia vo vode 1/1)

Zobrat’ 1 ml zrieden¢ho roztoku Standardu kumarinu. (3.3.2.3) Preniest’ do 100 ml odmerne;j

banky a doplnit’ po znacku zmesou 0,1% kys.mravcia v acetonitrile/ 0,1 % kys. mrav¢ia vo

vode 1/1 (3.2.3)

3.3.3.2 Pracovny roztok Standardu kumarinu WS2 (100 pg/l v zmesi metanol-voda (1:1))
Zobrat' 1 ml zriedeného roztoku Standardu kumarinu. (3.3.2.3) Preniest’ do 100 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po zna¢ku zmesou metanol — voda (1:1) (3.2.4)



3.3.3.3 Pracovny roztok Standardu kumarinu WS3 (10 mg/l v zmesi metanol/voda 1:1) pre
HPLC DAD stanovenie

Zobrat’ 1 ml zadsobného roztoku Standardu kumarinu (3.3.1.1). Preniest’ do 100 ml odmernej

banky a doplnit’ po zna¢ku zmesou metanol : voda (1:1). (3.2.4)

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom
Micromass Quattro Premier XE

4.2 kvapalinovy chromatograf Agilent s DAD detektorom

4.3 chromatografickd kolona : UPLC C18

4.4  chromatograficka kolona: C18

4.5 extrakény pristroj ASE- 200 DIONEX

4.6 zariadenie na SPE ASPEC XL GILSON

4.7 gélova permeacnd kolona TESSEK stainless steel column 8 x 500 mm plnena BIO
BEADS S-X3 200-400 mesh, mobile phase: chloroform

4.8 analytickd vaha HELAGO HM 200

4.9 minishaker Vortex

4.10 ultrazvukovy kupel’ (TESON 10)

4.11 rotacna vakuova odparka BUCHI R144 - RVO

4.12 skleneny lievik

4.13 nerezova lyzica dizka 180 mm

4.14 trecia miska

4.15 Erlenmayerova banka 100 ml zo zdbrusom

4.16 laboratorne odmerné sklo: 10 a 100 ml odmerna banka, 1,10 ml pipety

4.17 striekacky Hamilton

4.18 filtraény papier (e.g. Whatman 5)

4.19 sklend vata

4.20 striekackovy mikrofilter

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek

5.1.1 Vzorkasa dobre zhomogenizuje.

5.2 Priprava vzoriek pre kontrolu kvality, matricova kalibracia

5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek pre extrakciu s ASE 200.

Na pripravu vzoriek sa pouziju negativne matrice. Vzorky sa fortifikuji na drovniach:
0 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 5 mg/kg.

Navazit' 2 g homogenizovanej vzorky. Pridat’ jednotlivé roztoky Standardov podl'a tabul’ky 1.
Vzorku zmiesat so 4 g Hydromatrixu (3.1.6) v trecej miske tak, aby bola zmes sypka. Zmes
kvantitativne preniest’ do 22 ml extrak¢nej cely. Nechat’ postat’ 15 min. Objem cely vyplnit
dosypanim morského piesku (3.1.7) . Extrakénu celu vlozit’ do extraktora ASE 200. Extrakciu
vykonat’ podl'a bodu 5.3.1.1



Tabulka 1 Priprava fortifikovanych vzoriek

Koncentracia kumarinu vo Pridavok roztoku ZC1
vzorke (mg/kg) (ul)
0 0
0,5 100
1 200
2 400
5 1000

5.2.2 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek pre extrakciu s etanol — voda
(7:3)

Na pripravu vzoriek sa pouziji negativne matrice. Vzorky sa fortifikuju na urovniach:

0 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 5 mg/kg.

Navazit' 5 g homogenizovanej vzorky do 100 ml odmernej banky. Pridat’ jednotlivé roztoky
Standardov podl’a tabulky 2. Nechat postat’ 15 min. Extrakciu vykonat’ podl'a bodu 5.3.1.2.

Tabul’ka 2 Priprava fortifikovanych vzoriek

Koncentracia kumarinu vo Pridavok roztoku ZC3
vzorke (mg/kg) (ul)
0 0
0,5 250
1 500
2 1000
5 2500

5.3 Priprava vzorky
5.3.1 UPLC MS/MS stanovenie
5.3.1.1 Priprava vzoriek — extrakcia ASE 200 (accelerated solvent extraction)

Tabulka 3 Pracovné podmienky extraktora ASE 200

Tlak systému 1500 PSI
teplota pece 100 0C
Oven Heat-up Time 5 min.
Static Time 5 min.
Solvent chloroform /aceton /2:1/
Flush Volume 60 % of extraction cell volume
Nitrogen Purge 150 PSI 90 sekiand
Pocet cyklov 2

Extrakt v Erlenmayerovej banke odfikat na RVO do sucha. Do banky pridat pomocou
pipety 2 ml chloroformu (3.1.4). Extrakt preniest pomocou lievika do pracovnej vialky na



gélovi chromatografiu. Extrakt precistit na gélovej permeacnej kolone. Eluat odfukat’
dusikom arezidua rozpustit v 10 ml zmesi 0,1 % kys. mravcia v acetonitrile/ 0,1 %
kys.mrav¢ia vo vode 1/1. (3.2.3). Umiestnit’ na ultrazvuk na 2 min. Preniest’ do vialiek,
napichnut’ na chromatograficka kolonu.

5.3.1.2 Priprava vzoriek — extrakcia s etanol — voda (7:3)

Ku vzorke pridat’ 50 ml extrakéného roztoku etanol — voda (7:3) (3.2.5). Odmernt banku
vlozitna trepa¢ku na 30min. pri teplote 30°C. Pridat’ 2ml roztoku Carrez 1(3.2.6) a2ml
roztoku Carrez Il (3.2.7). Doplnit’ po rysku odmernej banky na objem 100ml s etanol-voda
(7:3). Premiesat’ a vycireny extrakt prefiltrovat’ cez strickackovy filter (4.20). Extrakt nariedit’
100 pl extraktu nariedit’ na objem 1ml s metanol — voda (1:1). Preniest’ do vialiek, napichntat’
na chromatograficku kolonu.

5.3.2 HPLC/DAD stanovenie

Navazit' 1 g homogenizovanej vzorky skorice. Pridat’ 100 ml metanolu (3.1.8). Umiestnit’ na
ultrazvuk. Prefiltrovat’ cez filtraény papier. Vyluh nariedit’ vodou v pomere 1:1. Preniest’ do
vialiek, napichnut’ na chromatografickt kolénu.

Poznamka: V pripade, ze sa vzorka koncentraéne vymyka zrozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravend tak, aby koncentra¢ne spadala do kalibraéného
rozsahu.

5.4 Chromatograficka analyza
54.1 UPLC MS/MS stanovenie

LC-podmienky:

chromatograficka kolona: UPLC C18

teplota: 30 °C

prietok: 0,3 ml/min.

eluent: mobilna faza A: 0,1 % kys. mrav¢ia vo vode (3.2.2.)
mobilna faza B: 0,1 % kys. mrav¢ia v acetonitrile (3.2.1.)

nastrek: 10 pl

izokraticka elucia: 50 % A : 50 % B

dizka analyzy: 3 min.

MS podmienky:
Ioniza¢ny mod: ESI pozitivna
Detekény mod: MRM

Voltages: Analyser:

Capillary (kV) : 2,8 LM Resolution 1: 13,5
Extractor (V): 4 HM Resolution 1: 13,5
RF Lens (V): 0 lon Energy 1: 1
Temperatures: Entrance: 0

Source Temp (°C): 120 Exit: 1

Desolvation Temp (°C): 400 LM Resolution 2: 13,5

Gas Flow: HM Resolution 2: 13,5



Desolvation (I/hr): 600 lon Energy 2: 0,5
Cone (I/hr): 60

Tabul’ka 4 Nastavenie podmienok MS/MS detekcie

Name RT Precursor Product Cone Collision
min. m/z m/z V eV
, 91,0 24
kumarin 1,36 146,9 103.0 35 17

5.4.2 HPLC DAD stanovenie

LC-podmienky:

chromatograficka kolona: C18

teplota: 30 °C

prietok: 1 ml/min.

eluent: mobilna faza A: voda
mobilna faza B: acetonitril

nastrek: 20 pl

izokraticka eltcia: 50 % A : 50 % B

dizka analyzy: 7 min.

Tabul’ka 5 DAD podmienky

snimany L. ]
i | L | o
(min)
kumarin 0-7 41 575

5.4.3 Iniciacny test

Nainjektovat’ na chromatograficki kolonu UPLC roztok WS1. V pripade priamej extrakcie
setanol-voda (7:3) nainjektovat’ roztok WS2. Skontrolovat pomer signalu ku Sumu
produkovanych i6nov. Pomer by mal byt’ vyssi ako 6.

Nainjektovat’ na chromatograficki kolonu C18 roztok WS2. Skontrolovat’ pomer signalu ku
Sumu produkovanych i6nov. Pomer by mal byt’ vyssi ako 6.



6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Kvantifikacia — metoda externej kalibracie

Koncentracia zlozky je umernd hodnotdm plochy pikov. Koncentraciu zlozky mozno

vypocitat dosadenim plochy piku zlozky do rovnice kalibrac¢nej krivky pre dané stanovenie .

_A-b
a

c A —plocha piku

s

b — usek z rovnice kalibracnej krivky
a — smernica z rovnice kalibra¢nej krivky

Cy= Cs.R  (mg/kg)

Cy - koncentracia analytu v mg/kg
Cs - koncentracia analytu uréena z kal.krivky (mg/l)

R - stupen riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

UPLC - kvapalinovy chromatograf / kvapalinova chromatografia
MS/MS- hmotnostna detekcia s minimalne dvoma tranziciami
EIC- extracted ion chromatogram

HPLC — vysokoucinna kvapalinova chromatografia

DAD - detekcia diddového pol'a

LOD - limit detekcie

LOQ - limit kvantifikacie

SD - vyberova smerodajna odchylka

10



	CH 3.4. kumarin HPLC.pdf
	CH 3.4.kumarin HPLC-MS-MS.pdf

