CH 11.4. Stanovenie parabénov v potravinach metodou HPLC

1. Povod metédy
Hewlett-Packard, Application note 12-5954-6267, metoda bola modifikovana pre potreby
SVU Kosice RNDr. Tkacikovou.

2. Princip metody

Vzorka sa zhomogenizuje. Kyseliny sorbova a benzoova sa zmenou pH roztoku na
hodnotu 8 prevedu do formy svojich soli a tym sa vyextrahuji do vodného roztoku.
Bielkoviny a tuky zo vzorky sa vyzrazaju siranom zino¢natym a hexakyanoZzeleznatanom
draselnym. Odfiltrovany roztok sa pouzije na HPLC stanovenie.

3. Pouzité pristroje a spotrebny material
polgul'ova banka 100 ml,

filtra¢ny lievik,

filtracny papier,

trepacka,

analytické vahy,

kvapalinovy chromatograf .

4. Zoznam chemikalii

Metanol g.g.

Redestilovand voda

5 mol.dm™ vodny roztok hydroxidu sodného
30% vodny roztok hydroxidu sodného

15% vodny roztok hydroxidu sodného

5. Priprava Standardov
Standardné roztoky
Zasobny roztok : 100 mg metylparabénu, 100mg etylparabénu, a 100 mg
propylparabénu a 100 mg butylparabénu sa rozpusti v 100 ml metanolu.
Pracovné roztoky: Zo zadsobného roztoku sa pripravia roztoky s vyslednou
koncentraciou 15 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l , 75 mg/l, 100 mg/1.
6. Priprava vzoriek
Postup 1:malinovky, sirupy, dzisy, kompoty, sterilizovana zelenina, ocot, alkoholy, bowle.
50 ml vzorky sa odplyni v ultrazvukovom kupeli, prefiltruje a riedi nasledovne:
malinovky a dzusy — 20 krat
vina, kompoty, sterilizovana zelenina, ocot bowle — 10 krat
sirupy — 30 krat
alkohol — 5 krat

7. Podmienky stanovenia

Koléna: Phenomenex Luna Su C8 (2), 150 x 4,6 mm
Mobilna faza: metanol : voda (70:30, v,v)

Prietok mobilnej fazy: 1 ml/min.

Detekcia: DAD 240,20(550, 50) 254,16(360, 100)
Teplota: 40°C

Injektovany objem: 20ul



CH 11.1,,11.4. 12.19. Stanovenie kofeinu, parabénov, kyseliny benzoovej a kyseliny
sorbovej metodou HPLC

1. Urcenie metody

Metoda je urcend na stanovenie kofeinu (ndpoje, kava, Caj), parabénov (pasStéty, mésové
vyrobky, cukrovinky, snacky na baze obilia a zemiakov), kyseliny benzoovej, a sorbovej
V napojoch a v potravinach rastlinného a zivo¢isneho povodu.

2. Princip metody

Pripravena vzorka sa deli na chromatografickej kolone a detekuje pri vlnovych dizkach
prislichajucich jednotlivym konzerva¢nym latkam a kofeinu.

3. Pomocky

3.1.  Pristroje a zariadenia

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

- ultrazvuk

- elektromagnetické mieSadlo

- pH meter

- vakuovy manifold pre SPE

- SPE kolony

- vodny kapel’ 100 °C

- zariadenie na odparovanie vzoriek v atmosfére dusika
- skimavkovy mixér

- kalibrované odmerné sklo

- skladany filtracny papier

- diskovy filter (0,45 um)

3.2. Chemikalie a roztoky

Pouzivaju sa len chemikalie Cistoty p.a. a HPLC.
- kyselina benzoova — Standard

- etyl 4-hydroxybenzoan - standard

- metyl 4-hydroxybenzoan - standard

- kyselina sorbova - Standard

- kofein - Standard

- acetonitril pre HPLC

- metanol pre HPLC

- redestilovana voda

- siran sodny bezvody p.a.



- oxid hlinity p.a.

- kyselina octova koncentrovana
- hydroxid sodny 0,1 mol/Il

- hydroxid sodny 10%

- kyselina sirova 20%

- siran zino¢naty 0,5 mol/l

- dietyléter p.a.

4, Pracovny postup

4.1.  Priprava vzorky

4.1.1 Kyselina benzoova, kyselina sorbova, kofein: ndpoje, polotekuté a tuhé potraviny
Navazi sa 10 g zhomogenizovanej vzorky (v pripade napojov sa vzorka odplyni), zriedi sa
vodou (cca na 30 g), pridd sa 6 ml roztoku siranu zino¢natého a 2 ml roztoku hydroxidu
sodného. Vodou sa dovazi na hmotnost 100 g. Zmes sa mieSa pri teplote (50°C) na
elektromagnetickom miesadle 15 minut. Prefiltruje sa, podla potreby sa nariedi a nastrekne na
chromatograficku kolonu. V pripade kofeinu sa napipetuje 10 ml vzorky do 100 ml odmerne;j
banky a doplni sa redestilovanou vodou po znacku.

4.1.2 Kyselina benzoova, kyselina sorbova: stuzené tuky

Navazi sa 10 g homogénnej vzorky. Rozpusti sa v dietyléteri za sucasného pridania kvapky
kyseliny octovej. Vzorka sa kvantitativne preleje do deliaceho lievika. Extrahuje sa s 50 ml
0,1 mol/l roztoku hydroxidu sodného. Vodna vrstva sa oddeli do 100 ml odmernej banky,
zneutralizuje sa 1 ml 20% roztoku kyseliny sirovej a doplni po znacku vodou. Prefiltruje sa,
podla potreby nariedi a nastrekne na chromatograficka kolénu.

4.1.3 Kofein: kava, caj

Navazi sa 1 g zhomogenizovanej vzorky. Zaleje sa 150 ml vriacej vody, zamieSa, prikryje
hodinovym sklom anecha sa stat’ 10 minat na vriacom vodnom kupeli. Kvantitativne sa
preleje do 200 ml odmernej banky a po vytemperovani sa odmerka doplni destilovanou
vodou. Prefiltruje sa, podl'a potreby nariedi (100x) a nastrekne na chromatografickt kolonu.

4.1.4 Parabény: napoje, polotekuté a tuhé potraviny

V pripade napojov sa na analyzu pouzije filtrat vzorky ziskany postupom 5.1.1.

SPE kolonka sa pripoji na vakuovy manifold pre SPE. Kondicionizuje sa 2 ml 50% metanolu.
Nésledne sa na kolonku napipetuju 2 ml filtratu vzorky ziskan¢ho postupom 5.1.1. a nechd sa
pretiect’ cez kolonku pri ustdlenom prietoku 1 aZ 2 kvapky za sekundu Kolonka sa premyje 2
ml 5% roztoku metanolu.

Z kolonky sa parabény vyeuluji 5 ml 100% metanolu. Eluat sa odpari do sucha pod pridom
dusika. Odparok sa rozpusti v 2 ml vody a premiesa sa v skimavkovom mixéri.

Takto pripravené vzorky sa nasledne nastreknli na chromatograficku kolonu.

Spolu s kazdou sériou vzoriek sa pripravi rovnakym sposobom tzv. slepy pokus, ktory sa pri
kone¢nom spracovani vysledkov zohl'adni. Takto pripravend vzorka sa nastrekne na kolonu.



4.2. Priprava merania

Referencné roztoky sa pripravia navazenim Standardu do kalibrovanych odmernych baniek.
Koncentracia Standardov sa pohybuje v rozsahu 1000 — 2000 mg/I.

Kalibracné roztoky
Zo standardnych zasobnych roztokov sa pripravia pracovné kalibracné roztoky.

4.3. Meranie

Po overeni spravnosti merania pristroja Standardom sa pripravené vzorky kvantifikuju
vysokoucinnym kvapalinovym chromatografom.

Vzorky sa analyzuju po ustdleni HPLC systému. Pred analyzou vzoriek sa nastrekuju roztoky
Standardov za uc¢elom kontroly HPLC systému.

d. Vyhodnotenie nameranych udajov

Mnozstvo jednotlivych aditivnych latok sa vypocita podl'a nasledujuceho vztahu:

s.Apv
-F alebo x=c-F
A

ps

X =

X - obsah analytu vo vzorke v mg/kg

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

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

Aps - plocha piku Standardu

F - zried'ovaci faktor.

Hodnota vysledku je vyjadrena v mg/kg, alebo v mg/I.

Tabul’ka &3 - Prepocitavacie koeficienty na kyselinu parahydroxybenzoovi

Pri prepocitavani sa vysledky ndsobia

Etyl 4 hydroxybenzoan koeficient 1,203
Metyl 4 hydroxybenzoan koeficient 1,102
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