CH 14.2.

STANOVENIE NEOHESPERIDINU DC METODOU HPLC / DAD

1 PRINCIP METODY

Neohesperidin DC sa extrahuje do N,N-Dimethylformamidu. Po zohriati a filtracii je nésledne
separovany na chromatografickej kolone so zakotvenou reverznou fazou a detegovany DAD
detektorom. Nasnimané chromatografické piky spolu s absorpénymi spektrami st
porovnavané so zaznamami kalibracnych roztokov. Kvantifikacia je vykonana pomocou
externej kalibrécie.

2  POUZITEENOST METODY

Metodou sa stanovuje neohesperidin DC v tekutych, polotekutych a tuhych potravinach.
3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 octan sodny trihydrat

3.1.2 kyselina octova

3.1.3 acetonitril

3.1.4 N,N-Dimethylformamide

3.1.5 monohydrat Stavelanu amoénneho

3.1.6 neohesperidin dihydrochalcone — (NEO)
3.1.7 Ku[Fe (CN)].3H,0

3.1.8 ZnS0O,.7H,0

3.1.9 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.21 1M octan sodny (navazit 136 g trihydratu octanu sodného(3.1.1), rozpustit’
Vv deionizovanej vode (3.1.9), preniest do 1 | odmernej banky a doplnit’ po rysku
deionizovanou vodou (3.1.9)).

3.2.2 octanovy pufer (40ml 1M octanu sodného (3.2.1) preniest do 21 odmernej banky,
doplnit po rysku deionizovanou vodou (3.1.9) apH wupravit pomocou kyseliny
octovej(3.1.2)).

3.2.3 0,01 M kyselina octova (0,57 ml 100% kyseliny octovej (3.1.2) preniest do 1 1
odmernej banky a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.10)).

3.2.4 0,025 M monohydrat §tavelanu améonneho (rozpustit’ 3,55 g (NHy4)2C,04.H,0 (3.1.5)
Vv deionizovanej vode (3.1.10), preniest do 11 odmernej banky a doplnit po rysku
deionizovanou vodou (3.1.10)).

3.2.5 acetonitril : octan sodny (70:30 v/v) (do 500 ml odmernej banky preniest’” 350 ml
acetonitrilu isocratic grade (3.1.3) a doplnit’ po rysku 0,02 M octanovym pufrom (3.2.2)).

3.3 Standardné roztoky




3.3.1 Zasobny roztok Standardu ZR (100 mg/l v 0,01 M kyselina octovej a N,N-
dimethylformamide (8:2 v/v))

Rozpustit’ 10 mg Standardu NEO (3.1.6) v 20 ml N,N-Dimethylformamidu (3.1.4) v 100 ml
odmernej banke. Po rozpusteni doplnit’ odmernu banku po rysku 0,01 M roztokom kyseliny
octovej (3.2.3).

3.3.2 Kalibra¢né roztoky Standardu

Napipetovat' objemy uvedené v tabul’ke 1 do 25 ml odmernych baniek a doplnit’ po rysku
zmesou 0,01 M kyselina octova : N,N-Dimethylformamid (8:2 v/v)(3.2.6).

Tabulka 1 Kalibra¢né roztoky standardu neohesperidinu DC

Pridavok zo
Koncentracia NEO Oznacenie L .
v roztoku (mg/l) roztoku ZaSObneh(znZ?)Z toku ZR
2 N2 0,5
4 N3 1,0
6 N4 15
8 N5 2,0
10 N6 2,5

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf AGILENT s DAD detektorom:
4.2 koldna C-18, 125 mm

4.3 laboratérna trepacka

4.4  analytické vahy

4.5 vodny kapel

4.6 filtrany papier

4.7 striekackovy mikrofilter

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Priprava vzoriek pre kontrolu kvality merania
5.1.1 Priprava negativnej a fortifikovanej vzorky

Na pripravu vzoriek sa pouziji negativne matrice. Fortifikované vzorky sa fortifikuji na
urovni 50mg/kg neohesperidinu DC.

Navazit' 5 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ Standard neohesperidinu DC 0 koncentracii
100mg/l (3.1.7) podla tabulky 2. Premiesat na Vortexe. Nechat postat 15 minut
a pokracovat’ podl'a procedury 5.2.1 alebo 5.2.3.

Tabul’ka 2 Priprava negativnej a fortifikovanej vzorky pre stanovenie neohesperidinu DC

Koncentracia neohesperidinu DC Pridavok roztoku
vo vzorke ( mg/kg) ZR (ml)
0 0
50 2,5




5.2 Priprava vzorky
5.2.1 Priprava tekutych vzoriek

Vzorky sytenych napojov a piva odplynit’. Navazit' 10g vzorky do 50 ml odmernej banky.
Pridat’ 10 ml roztoku 0,025M S$tavelanu amoénneho (3.2.4) a 10ml N,N-Dimethylformamidu
(3.1.4). Vzorku dokladne premiesat’, dat' do ultrazvukovej lazne a doplnit’ deionizovanou
vodou (3.1.9) na objem 50 ml a prefiltrovat’ cez filtraény papier. Ziskany filtrat je pripraveny
K nastreku na chromatograficki koléonu. Vzhl'adom na obmedzent stabilitu vzoriek je
potrebné skusku ukoncit’ do 24 hodin.

5.2.2 Sirupy, Sumienky a napoje v prasku

Pripravit’ konzumnu formu podl'a navodu na pripravu deklarovaného na obale a pokracovat
podla bodu 5.2.1

5.2.3 Priprava polotekutych a tuhych vzoriek

Vzorky dokladne zmixovat’, premiesat’, navazit' 5g vzorky do 50 ml odmernej banky. Pridat’
10 ml roztoku 0,025M stavelanu aménneho (3.2.4) a 10 ml N,N-Dimethylformamidu (3.1.4),
premieSat, dat’ do ultrazvukovej lazne na cca. 5 min a doplnit’ deionizovanou vodou (3.1.9)
po rysku. Zohrievat' 10 min. vo vodnom kupeli. Scentrifugovat’, prefiltrovat’ cez filtrany
papier a strieckackovy mikrofilter. Ziskany filtrat je pripraveny k nastreku na
chromatograficku kolénu. Vzhl'adom na obmedzenu stabilitu vzoriek je potrebné skusku
ukoncit’ do 24 hodin.

5.2.4 Pudingy v prasku, dehydratované polievky a podobné vyrobky

Pripravit’ konzumnu formu podla navodu na pripravu deklarovaného na obale a pokracovat’
podl'a bodu 5.2.3

Poznamka: V pripade, Ze sa vzorka koncentracne vymykéa zrozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentracne spadala do kalibraéného
rozsahu.

5.3 Chromatograficka analyza
LC-podmienky:

Chromatograficka koléna: C-18 125

Mobilna faza:

A - acetonitril : octanovy pufer (70:30 v/v)(3.2.5)
B - octanovy pufer (3.2.2)

Prietok mobilnej fazy : 1,0 ml /min

DAD detekcia : 280 nm

Nastrek: 20 pl

Izokraticka elucia

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je imernad hodnotam plochy pikov . Ich vyhodnotenie je vykonané



porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych v kalibracnych roztokoch .
Cv=Cs.R

Cv- koncentracia analytu v mg/kg

Cs- koncentracia vzorky ur¢ena z kalibra¢nej krivky v mg/kg

R — stupeii riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC — Vysokoucinny kvapalinovy chromatograf /kvapalinovad chromatografia
DAD — detektor diodového pol'a



CH 14.2. Stanovenie syntetickych sladidiel v potravinach a napojoch metédou HPLC
(neohesperidin)

1. Povod metody
STN EN 12148
Stanovenie mnozstva hesperidinu a naringinu v citrusovych stavach

Metoda bola modifikovand RNDr. Kutschyovou a RNDr. Tkéagikovou v SVPU Kosice.

2. Princip metody
Vzorka sa zhomogenizuje. Sladidlo pritomné vo vzorke sa extrahuje Stavelanom aménnym a

dimetylformamidom za tepla. Prefiltrovany roztok sa pouzije na HPLC stanovenie.

3. Pouzité pristroje a spotrebny material
polgul'ova banka

pipety

filtrac¢ny lievik

filtra¢ny papier

trepacka

analytické vahy

vodny kupel

kvapalinovy chromatograf.

ultrazvuk

membranovy filter

4. Zoznam chemikalii

acetonitril p.a

konc.kyselina octova

0,025M Stavelan amonny

N,N-dimetylformamid (g.g.)

Standard (Cista latka): neohesperidin dihydrochalcone

0,01M kyselina octova

5. Priprava Standardov



Zasobny roztok : 120mg neohesperidinu+20 ml dimetylformamidu, doplnit’ na objem 100ml
0,01M kyselinou octovou

Riediaci roztok: zmes 0,01M kyseliny octovej+dimetylformamid , v pomere 8:2

Priprava pracovnych roztokov: pracovné roztoky pripravit’ riedenim zasobného roztoku

na pripravu kalibra¢nej krivky

6. Priprava vzoriek

Postup 1:Bezné vzorky sa nemusia upravovat.(malinovky, sirupy, dzusy, kompoty,
sterilizovana zelenina, ocot, alkoholy, bowle):50ml vzorky odplynit’ v ultrazvukovom kupeli,
prefiltrovat’ a riedit’ podl'a obsahu pritomného sladidla vo vzorke.

Postup 2:Vzorku udrziavat' pri laboratérnej teplote. Pred otvorenim vzorku dokladne
premiesat.10ml (10g) vzorky alebo zriedenej koncentrovanej vzorky odpipetovat’ (navazit’)
do 50ml odmernej banky. Pridat 10ml 0,025M S$tavelanu amoénneho a 10ml
dimetylformamidu. Vzorku dokladne premiesat’ a doplnit’ vodou na objem 50ml. Vzorku
zohrievat' 10 minat vo vodnom kupeli pri teplote 90°C. Pred HPLC analyzou vzorku ochladit

na laboratornu teplotu a prefiltrovat’ cez membranovy filter.

7. Podmienky stanovenia

Kol6na: LiChroCART PurosphrerR 250 -4 ,SuperspherR 100, RP 18

Mobilna faza: 300ml acetonitril + 700ml redest. vody + 1ml konc. kyseliny octovej
Prietok mobilnej fazy: 1,1 ml/min

Detekcia: 280nm

Teplota: laboratorna

Injekovany objem: 20ul.

8. Kalibracia a vyhodnotenie
Koncentracia neohesperidinu vo vzorke sa vyhodnoti z plochy piku v chromatografickom

zazname vzorky pomocou kalibra¢nej krivky.
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