CH 14.4. Stanovenie syntetickych sladidiel v potravinach a napojoch metédou HPLC
(‘acesulfam K, sacharin, aspartam)

1. Povod metody
Herrmann A., Damawandi E., Wagmann M.: J. Chrom., 280, 1983, 85-90.
Metoda bola modifikovand RNDr. Kutschyovou a RNDr. Tkagikovou v SVPU Kosice.

2. Princip metody
Vzorku zhomogenizovat. Sladidla sa vyluhuju do vody. Bielkoviny a tuky zo vzorky
savyzrazaji siranom zino¢natym a hexakyanozeleznatanom draselnym. Prefiltrovany

roztok sa pouzije na HPLC stanovenie.

3. Pouzité pristroje a spotrebny material
polgul'ova banka 250 ml

pipety

filtrac¢ny lievik

filtra¢ny papier

trepacka

analytické vahy

kvapalinovy chromatograf.

4. Zoznam chemikalii

metanol g.g.

15% vodny roztok hexahydratu hexakyanoZeleznatanu draselného (Carrez I)
30% vodny roztok heptahydratu siranu zino¢natého (Carrez 1)

0,0125 mol.dm™ KH,PO, pH=4,5

Standardy ( Cisté latky ): acesulfam K, sacharin Na, aspartam

5. Priprava Standardnych roztokov

Zasobné pracovné roztoky( acesulfam K, sacharin Na, aspartam): 0,5mg / ml (v metanole)
Zmes Standardov

Zo zasobnych pracovnych roztokov (acesulfam K, sacharin Na, aspartam) pripravit

roztoky s vyslednou koncentraciou pre kalibra¢nt krivku.



6. Priprava vzoriek

Postup 1: (malinovky, sirupy, dzsy, kompoty, sterilizovana zelenina, ocot, alkoholy,
bowle). 50ml vzorky odplynit’ v ultrazvukovom kupeli, prefiltrovat’, a riedit’ podl’a obsahu
pritomnych sladidiel vo vzorke.

Postup 2: Vzorku zhomogenizovat’. Do polgul'ovej banky navazit’ 10g vzorky. Pridat’ hortucu
(60°C) redestilovant vodu a zmes vytrepavat’ na trepacke 30 min. K zmesi pridat’ vodny
roztok siranu zino¢natého (Carrez II) a vodného roztoku hexakyanozeleznatanu
draselné¢ho(Carrez I). Vytrepavat 10 min. Vyzrazané bielkoviny a tuky odfiltrovat. Ak je
filtrat zakaleny, opdt’ pridat’ zrazacie Cinidla, a zmes vytrepavat’ na trepacke a prefiltrovat’.

Filtrat injektovat’ do HPLC systému v objeme 20ul.

7. Podmienky stanovenia

Kolona: Li ChroCART Purosphrer C-18, 125 x 4 mm, 5 um
Mobilna faza: metanol / fosfatovy pufer

Prietok mobilnej fazy: 1,2 ml/min

Detekcia: 220 a 217 nm

Teplota: laboratérna

Injektovany objem: 20 pl.

8. Kalibracia a vyhodnotenie
Koncentracia sladidiel vo vzorke sa vyhodnoti z plochy piku v chromatografickom zdzname
vzorky pomocou kalibra¢nej krivky. Pri napojoch sa pri vypocte berie do uvahy pouzité

riedenie, pri navazovanych vzorkach prepocitavaci faktor



CH 14.4.

STANOVENIE KONZERVACNYCH LATOK, KOFEINU A SLADIDIEL
METODOU HPLC/DAD

1 PRINCIP METODY

Vzorka sa po uprave davkuje na chromatograficku kolonu s chemicky viazanou nepolarnou
fazou C-18, kde sa latky separuju a deteguju detektorom s diddovym pol'om v intervale 190-
360 nm. Nasnimané spektra sa porovndvaju so spektrami kalibraénych roztokov.

2  POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodna na stanovenie kyseliny sorbovej, benzoovej, para-hydroxybenzoovej,
kofeinu, sacharinu, acesulfamu-K a aspartamu v tekutych, polotekutych a tuhych
pozivatinach.

Rozsah metody pre jednotlivé parametre je uvedeny vo validacnom liste.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 acesulfam-K (ACEK)

3.1.2 sacharin (SACH)

3.1.3 kyselina para-hydroxybenzoova (PARAH)
3.1.4 kyselina benzoova (BENZ)
3.1.5 kofein (KOF)

3.1.6 kyselina sorbovéa (SORB)
3.1.7 aspartam (ASP)

3.1.8 dietyléter

3.1.9 hydroxid sodny

3.1.10 1M kyselina sirova

3.1.11 acetonitril

3.1.12 kyselina octova

3.1.13 octan sodny trihydrat
3.1.14 K4[Fe (CN)g].3H0

3.1.15 ZnS0O, .7TH,0

3.1.16 metanol

3.1.17 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 1M octan sodny (navazit 136g octanu sodného trihydratu (3.1.13), preniest’ do 11
odmernej banky a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.17)).

3.2.2 octanovy pufer (napipetovat’ 40ml 1M octanu sodného (3.2.1) do 21 odmernej banky,
doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.17), pricom hodnota pH sa upravi s kyselinou
octovou (3.1.12)).

3.2.3 10 % hydroxid sodny (navazit 50 g NaOH (3.1.9), rozpustit v malom mnozstve
deionizovanou vodou (3.1.17), preniest do 500ml odmernej banky a doplnit’ po rysku
deionizovanou vodou (3.1.17)).



3.2.4 Carez I (navazit’ 150 g K4[Fe (CN)g].3H,0 (3.1.14), preniest’ do 11 odmernej banky a
doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.17)).
3.25 Carez II (navazit 300 g ZnSO, .7H,0 (3.1.15) preniest do 11 odmernej banky a
doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.17)).

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok Standardu acesulfam K ZR1 (1000 mg/l v metanole)
Navazit 25 mg Standardu acesulfam K (3.1.1) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku
metanolom (3.1.16).

3.3.1.2 Zasobny roztok Standardu sacharin ZR2 (1000 mg/l v metanole)
Navazit 25 mg Standardu sacharinu (3.1.2) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku
metanolom (3.1.16).

3.3.1.3 Zasobny roztok Standardu kyseliny para-hydroxybenzoovej ZR3 (1000 mg/l v
metanole)

Navazit' 25 mg standardu kyseliny para-hydroxybenzoovej (3.1.3) do 25 ml odmernej banky
a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.16).

3.3.1.4 Zasobny roztok Standardu kyselina benzoova ZR4 (1000 mg/l v metanole)
Navazit' 25 mg Standardu kyseliny benzoovej do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku
metanolom (3.1.16).

3.3.1.5 Zasobny roztok standardu kofein ZR5 (1000 mg/l v metanole)
Navazit'® 25 mg Standardu kofeinu do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku metanolom
(3.1.16).

3.3.1.6 Zasobny roztok standardu kyselina sorbova ZR6 (1000 mg/l v metanole)
Navazit 25 mg Standardu kyselina sorbovej do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku
metanolom (3.1.16).

3.3.1.7 Zasobny roztok standardu aspartam ZR7 (1000 mg/l vo vode)
Navazit' 25 mg aspartamu do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku deionizovanou
vodou (3.1.17).

3.3.1.8 Zakladny zmesny roztok ACEK, SACH, PARAH, BENZ, KOF a SORB ALC1 (100
mg/l v metanole)

Napipetovat’ po 10 ml zasobného roztoku standardov ACEK ZR1 (1000 mg/l) (3.3.1), SACH

ZR2 (1000mg/l) (3.3.2), PARAH ZR3 (1000 mg/l) (3.3.3), BENZ ZR4 (1000 mg/l) (3.3.4),

KOF ZR5 (1000mg/l) (3.3.5) a SORB ZR6 (1000mg/l) (3.3.6) do 100 ml odmernej banky

a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.2).

3.3.2 Kalibra¢né roztoky standardov
Do 50 ml odmernych baniek napipetovat’ objemy jednotlivych roztokov podla tabulky 1

a doplnit’ do 50 ml deionizovanou vodou (3.1.17).

Tabul'ka 1 Kalibracné roztoky Standardov



Koncentracia ACEK, | Koncentracia Oznacenie Pridavok Pridavok
SACH, PARAH, KOF, ASP roztoku ALC1 | roztoku ZR7
BENZ, SORB (mg/l) (mg/l) roztoku (ml) (ml)
2 10 K1 1,0 0,5
4 20 K2 2,0 1,0
6 30 K3 3,0 1,5
8 40 K4 4,0 2,0
10 50 K5 5,0 2,5

4 PRISTROJE A POMOCKY

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

4.3 analytické vahy

4.4  ultrazvukovy kapel

45 pH meter

4.6 homogenizator

4.7 laboratorne sklo

4.8 filtracny papier, celuldézovy strieckackovy mikrofilter

4.9 varic

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Priprava vzoriek pre kontrolu kvality merania

5.1.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanej vzorky

Na pripravu fortifikovanych vzoriek sa pouziji negativne matrice. Fortifikované vzorky sa
fortifikuji na irovni 100mg/kg. Navazit' 5 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ zo zdkladného
zmesného roztoku ALC1 a zasobného roztoku ZR7 podl'a tabulky 2. Premiesat’ na Vortexe.
Nechat’ postat’ 15 mintt a pokracovat’ podl'a bodov 5.2.1,5.2.3,5.2.5a5.2.6.

Tabul’ka 2
Koncentracia ACEK, SACH, Pridavok zo zakladného Pridavok zo zasobného
PARAH, KOF, BENZ, SORB, zmesného roztoku ALC1 roztoku ZR7
ASP vo vzorke (mg/kg) (ml) (ml)
0 0 0
100 5 0,5

5.2 Priprava vzorky

5.2.1 Vzorky limonéd a Stiav

Vzorku navazit do 100ml odmernej banky, nariedit’ s deionizovanou vodou (3.1.17), ak su
zakalené, vycirit pridanim Carez I (3.2.5) a Carez II (3.2.6) roztokov, doplnit’ deionizovanou
vodou (3.1.17) po rysku, prefiltrovat’ a davkovat’ na chromatografickt kolonu.

5.2.2 Sirupy, Sumienky, napoje v prasku a podobné vyrobky
Pripravit konzumnu formu podl’a navodu na pripravu deklarovaného na obale a pokracovat’
podla bodu 5.2.1




5.2.3 Polotekuté vzorky

Vzorku navazit do 100ml odmernej banky, nariedit s deionizovanou vodou (3.1.17),
sonikovat’ 15 min. v ultrazvukovom kupeli, vy¢irit’ pridanim Carez | (3.2.5) a Carez 1l (3.2.6),
doplnit’ deionizovanou vodou (3.1.17) po rysku, prefiltrovat’ a aplikovat’ na kolonu.

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

5.2.5 Tuh¢é materidly

Vzorky zhomogenizovat na homogenizatore, navazit 10g do banky, zaliat horicou
deionizovanou vodou (3.1.17), sonikovat’ 15 min. v ultrazvukovom kupeli, preliat’ do 100 ml
odmernej banky, vyc¢irit pridanim Carez 1 (3.2.5) Carez II (3.2.6) roztokov, doplnit
deionizovanou vodou (3.1.17) po rysku, prefiltrovat’ a aplikovat’ na kolonu.

5.2.6 Stuzené tuky, maslo, oleje

Navazit 10 g vzorky, rozpustit v 50 ml dietyléteru (3.1.8) a preniest’ do oddel'ovacieho
lievika. Pridat’ 30 ml roztoku hydroxidu sodného (3.2.3) a extrahovat’ intenzivnym trepanim
po dobu 2min. Odobrat’ spodnu vrstvu a s vrchnou vrstvou opakovat extrakciu s 50ml
dietyléteru (3.1.8) eSte raz. Spojené extrakty zneutralizovat’, kvantitativne preniest’ do 100 ml
odmernej banky a objem doplnit’ deionizovanou vodou (3.1.17). Po prefiltrovani je extrakt
pripraveny k analyze.

5.2.7 Priprava vzoriek kav pri stanoveni kofeinu

Navazit’ 1g zhomogenizovanej vzorky kavy do banky. Zaliat’ horGicou deionizovanou vodou

(3.1.17). Banku vlozit’ na 5 min. do ultrazvukového kapela. Zohrievat' 15 min. vo vodnom

kupeli. Pridat’ Carez I (3.2.4) a Carez II (3.2.5) roztokov, pretrepat’ a obsah doplnit’ po rysku

s deionizovanou vodou (3.1.17). Prefiltrovat’ asi 5 ml ¢ireho extraktu. Extrakt sa podla

povahy kavy nariedi nasledovne:

1. 100 % kava 25 x (napipetovat’ 1ml prefiltrovan¢ho extraktu do 25 ml odmernej banky
a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.17))

2. kapuccino 5 x (napipetovat Sml prefiltrovaného extraktu do 25 ml odmernej banky
a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.17))

3. bezkofeinova kéava sa uz neriedi

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

5.3 Chromatograficka analyza
LC-podmienky:

kvapalinovy chromatograf AGILENT s DAD detektorom
koléna :C-18, 125 mm

prietok: 1 ml/min.

DAD detekcia: 212, 225, 255 nm

nastrek : 20 ul

mobilna faza:

A - acetonitril (3.1.11)



B - octanovy pufer (3.2.2)
Izokraticka elucia

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Nasniman¢ spektra sa porovnavaju so spektrami kalibraénych roztokov. Spektra kalibraénych
roztokov st ulozené v kniznici spektier.
Koncentracia zlozky je umernd hodnotam plochy pikov. Ich vyhodnotenie je vykonané
porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych v kalibraénych roztokoch.
Cy= Cs.R  (mg/kg)
Cy - koncentracia analytu v mg/kg
Cs - koncentracia analytu ur¢ena z kal.krivky (mg/l)

R - stupeni riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - vysokou¢inna kvapalinova chromatografa
DAD - detekcia s diodovym pol'om



CH 14.4. Stanovenie syntetickych sladidiel metédou HPLC

1. Urcenie metody

Metoda je urena na stanovenie syntetickych sladidiel (acesulfam-K, sacharin, kyselina
cyklamova. aspartdm, neohesperidin-DC): napoje (ochutené mineralne vody, nealkoholické
napoje a koncentraty na ich pripravu, pivo, vino, mieSané alkohol. népoje), kompoty, ovocné
a zeleninové vyrobky, mlie¢ne vyrobky, cukrovinky a pekarske vyrobky.

2. Princip metody

Pripravena vzorka sa deli na chromatografickej kolone a detekuje pri vlnovych dizkach
prisluchajtcich jednotlivym syntetickym sladidlam.

3. Pomocky

3.1. Pristroje a zariadenia

- HPLC zariadenie s UV detektorom alebo detektorom s diddovym polom
- analytické vdhy

- laboratorna trepacka

- elektromagnetické miesadlo

- Milli-Q-Plus, systém na precistenie destilovanej vody

- odstredivka

- pH meter

- vékuova rotacna odparka

3.2. Chemikalie a roztoky

Acesulfam-K, sacharin

- redestilovanéa voda

- acesulfam-K, Standard

- sacharin, Standard

- metanol pre HPLC

- dietyléter p.a.

- siran sodny bezvody

- hydroxid sodny 10 % roztok

- hydroxid sodny 0,1 mol/l

- kyselina sirova 10 % roztok

- siran zino¢naty, ¢ (Zn SO4) = 0,5 mol/l
- Carrezov roztok ¢. |

- Carrezov roztok ¢. 1l

- tlmivy roztok: 2,7 g KH,PO4 rozpustime vo vode a doplnime na objem 1000 ml

Kyselina cyklamova, aspartam

- kyselina cyklamova, Standard

- aspartam, Standard

- redestilovana voda

- dihydrogénfosfore¢nan draselny ¢ (KH,PO,4) = 0,0125 mol/I




- metanol pre HPLC analyzu

- kyselina fosfore¢na

- Carrezov roztok €. |

- Carrezov roztok ¢. Il

- tlmivy roztok: 1,7 g KH,PO,4 rozpustime vo vode a doplnime na objem 1000 ml. Kyselinou
fosfore¢nou sa pH upravi na 3,4.

Neohesperidin DC

- neohesperidin DC, Standard

- redestilovana voda

- kyselina octova koncentrovana p.a.

- kyselina octova p.a, ¢ (CH3COOH) = 0,01 mol/I

- acetonitril s ¢istotou pre HPLC

- monohydrat §t'avelanu amonneho, c( (NHy),C,04.H,0 ) = 0,025 mol/I
- dimetylformamid p.a.

4. Pracovny postup
4.1. Priprava vzorky

Acesulfam-K,sacharin, kyselina cyklamova, aspartam

Navazime 10 g zhomogenizovanej vzorky, zriedime ju priblizne s 50 ml vody. Cirime s 2 ml
Carrez I, sucasne priddme 2 ml Carrez Il a dovazime do hmotnosti 100g redestilovanou
vodou. Syntetické¢ sladidla vyextrahujeme pouzitim elektromagnetického miesadla a
zahrievania na teplotu 40°C po dobu 15 minat. Vzorku prefiltrujeme, alebo odstredime a
prefiltrujeme. Po vytemperovani vzorky ju nastrekujeme na chromatografick kolonu.

Sytené limondady odplynime 15 minitovym trepanim na laboratornej trepacke, alebo
v ultrazvuku. Dali postup pripravy vzorky je zhodny s vyssie uvedenym.

Pri vzorkach, ktoré obsahujii maximalne 15 mg/kg sacharinu (postup vhodny aj pre vzorky
piva) sa postupuje nasledovne.

Navazime 5 az 10 g zhomogenizovanej vzorky. Kvantitativne ju prenesieme do 50 ml
kadicky. Zriedime vodou, ¢irime s 5 ml siranu zino¢natého s koncentraciou 0,5 mol/l. Sti¢asne
pridame 2 ml 10 % roztoku hydroxidu sodného. Sacharin vyextrahujeme pouzitim
elektromagnetického mieSadla a zahrievanim na teplotu 40°C po dobu 15 minut. Obsah
potom prenesieme kvantitativne do 100 ml odmernej banky a po vytemperovani vzorky na
laboratornu teplotu ju doplnime vodou po znacku. Potom vzorku odstredime a pipetujeme
presne 50 ml centrifugatu do 250 ml kadicky. Pomocou 10 % roztoku kyseliny sirovej (0,5
ml) upravime pH vzorky na 4. Zmes kvantitativne prenesieme do deliaceho lievika.
Extrahujeme 4-krat s 50 ml dietyléteru. Spojené dietyléterové extrakty prefiltrujeme cez
stipec bezvodného siranu sodného. Filtrat odparime dosucha na rotaénej vakuovej odparke.
Odparok rozpustime v 1 ml 0,1 mol/l NaOH a kvantitativne prenesieme do 10 ml odmernej
banky. Doplnime po znacku vodou a po filtracii vzorku nastrekujeme na kolonu.

Neohesperidin DC
Vzorku nealkoholického napoja a piva odplynime, sirup zriedime v zndmom pomere.




Navazime 10 g takto pripravenej vzorky do 50 ml odmernej banky. Priddme 10 ml roztoku
Stavelanu amoénneho (¢ = 0,025 mol.l'l) a 10 ml dimetylformamidu. Vzorku ddkladne
premiesame a doplnime vodou na objem 50 ml. Zohrievame ju 10 min vo vodnom kupeli
s teplotou 90°C. Pred HPLC analyzou vzorku ochladime na laboratornu teplotu, prefiltrujeme
a nastrekneme na kolonu.

4.2. Priprava merania

Priprava kalibracnej krivky

Acesulfam-K, sacharin, kyselina cyklamova, aspartam
Koncentrécia Standardnych zdsobnych roztokov je 1000 mg/1.
Neohesperidin DC

Koncentracia Standardného zadsobného roztoku je 1000 mg/1.

Kalibracné roztoky
Zo Standardnych zasobnych roztokov si pripravime pracovné kalibra¢né roztoky.

4.3. Meranie

Po overeni spravnosti merania pristroja Standardom, pripravené vzorky kvantifikujeme
vysokoucinnym kvapalinovym chromatografom.
Vzorky sa analyzuju po ustaleni HPLC systému.

5. Vyhodnotenie nameranych adajov

Mnozstvo acesulfamu-K, sacharinu, kyseliny cyklamovej, aspartdmu a neohesperidinu DC sa
vypocita podl'a nasledujicej rovnice:

s'Apv
X = -F alebho x=c-F

X - obsah analytu vo vzorke v mg/kg

Cs - koncentracia Standardu v mg/l, prip. mg/kg

¢ — koncentracia meraného roztoku v mg/l, prip. mg/kg
Ay - plocha piku vzorky

Aps - plocha piku Standardu

F — zried'ovaci faktor.

Vysledky pre acesulfdm-K, sacharin, kyselinu cyklamovu, aspartdm a neohesperidin DC sa
uvadzaji v mg/kg alebo mg/I.
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6. Literatura
e STN EN 12 856, modifik.SL (acesulfam-K, sacharin)
e STN EN 12 857, modifik.SL (kyselina cyklamova)
e STN EN 12 856, modifik. SL (aspartam)
e STN EN 12 148, modifik. SL (neohesperidin DC)
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