CH 12.28. STANOVENIE SUKRALOZY METODOU HPLC/MS

1 PRINCIP METODY

Aditivne latky su latky, ktoré sa do potravin pridavaji Umyselne, aby sa zlepsili
technologické, organoleptické, pripadne vyzivové vlastnosti.

Sukraloza — umelé sladidlo, bola objavena v roku 1976. Vyraba sa z cukru. Je nekaloricka
(nulova kaloricka hodnota je dana najma vysokou sladivost'ou v pomere K pouzivanému
mnozstvu), neSkodi zubom a je vhodna pre diabetikov.

Tekuté vzorky s nizkym obsahom tukov sa pripravuju nariedenim. Vzorky s vyss§im obsahom
tukov sa odtu¢nia zmesou benzin: aceton. Na analyzu sa pouZzije chromatografickd kolona
S obratenymi fazami, pritomnost’ Sukralozy sa deteguje hmotnostnym detektorom Time of
flight. Pouzita ionizacia je ESI v negativnom mode. Identifikacia latky je prevedena z Full
Scan spectra Identifikacia hl'adanych m/z v spektre sa povazuje za kvalitativne potvrdenie
pritomnosti h'adaného analytu.

2 POUZITEENOST METODY

Metoda je pouzitelnd na stanovenie sukraldézy v potravinadch. Rozsah metddy je uvedeny vo
valida¢nom liste.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 sukraléza

3.1.2 metanol LC-MS CHROMASOLV
3.1.3 mrav€an amoénny puriss p.a.

3.1.4 kyselina mrav¢ia puriss p.a. pre LC-MS
3.1.5 2-propanol LC-MS CHROMASOLV
3.1.6 kyselina octova puriss p.a. pre LC-MS
3.1.7 hydroxid sodny purum p.a.

3.1.8 Dbenzin lekarensky

3.1.9 aceton p.a.

3.1.10 deionizovana voda



3.2 Roztoky a reagencie

3.21 0,1M mrav¢an amonny

3.2.2 1mM mrav¢an améonny +0,002% kyselina mrav¢ia vo vode (mobilna faza A1- TOF)

3.2.3 1mM mravcan aménny +0,002% kyselina mravéia v metanole (mobilné faza B1-
TOF)

3.24 1M hydroxid sodny

3.2.5 10mM mravcan-octan sodny (kalibra¢ny roztok TOF)

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok Standardu sukral6zy SC (1000 mg/l vo vode) SC 1000
Navazit' 100 mg cukralézy (SC) do 100ml odmernej banky, pridat’ deionizovani vodu a
doplnit’ po rysku deionizovanou vodou , premiesat’. Roztok pripravovat’ vzdy Cerstvy.

3.3.2 Pracovné roztoky Standardov

3.3.2.1 Pracovny roztok Standardu sukral6zy (1 mg/l) SC 1
Preniest’ 100 pl zasobného roztoku standardu sukraléozy SC 1000 do 100 ml odmernej banky,
doplnit’ po rysku deionizovanou vodou.

4 PRISTROJE A POMOCKY

Ovladanie pristrojov a zariadeni je uvedené v SPP ¢. 1.2.01. CH

4.1 kvapalinovy chromatograf Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom Time of Flight
Bruker (TOF)

4.2 chromatograficka kolona: UPLC C18

4.3 pumpa KNAUER

4.4 analytickd vdha HELAGO HM 200

4.5 ultrazvukovy kupel

4.6 trepacka Heidolph Unimax 1010

4.7 turbovap Il

4.8 suSiaren

4.9 laboratorne odmerné sklo

4.10 automatické pipety ECOMED 100 pl, 200 pl a 5 ml

4.11 striekaCkové mikrofiltre

4.12 filtra¢ny papier

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Priprava vzorky

5.1.1 Priprava vzoriek pre kontrolu kvality

Na pripravu vzoriek sa pouziji negativne matrice. Vzorky sa fortifikuji na vybranych
urovniach (Tabulka 1).



Tabulka 1

Koncentré\f;zf;éiralézy VO | pridavok roztoku
(mg/kg) SC 1000 (ul)
0 0
25 50
50 100
100 200
200 500

5.2 Priprava vzorky

Limonady, dobosky, ¢okolady:
Navazit’ 2 g zhomogenizovanej vzorky, pridat’ deionizovanti vodu . Zhomogenizovat’,
odstredit’ a prefiltrovat’ cez striekackovy mikrofilter.

Vzorky s vyssim obsahom tuku (majonéza, treska):

Navazit' 5 g vzorky. Zaliat zmesou benzin: aceton v erlenmayerovej banke. Extrahovat’
metanolom . Prefiltrovat’ cez filter a zahustit’ na turbovape, doplnit’ deionizovanou vodou.
Prefiltrovat’ cez striekackovy mikrofilter.

Poznamka: V pripade, Ze sa vzorka koncentratne vymyka zrozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentra¢ne spadala do kalibra¢ného
rozsahu.

5.3 Chromatograficka analyza
5.3.1 UPLC podmienky

chromatograficka kolona: UPLC C18

teplota: 30 °C

prietok: 0,2 ml/min

eluent : B1l: ImM mrav¢an amonny +0,002% kyselina mravc¢ia v metanole
Al: 1mM mrav€an aménny +0,002% kyselina mrav¢ia vo vode

Gradientova elucia

Naéstrek: 10 pl



5.3.2 MS podmienky TOF

ionizacia: ESI negativna
Mass Range: 100-1000m/z

Segmenty: 1. segment: 0,02 — 0,07 min. to Source
2. segment: 0,07 — 0,24 min. to Waste (kalibra¢ny)
3. segment: 0,24 — 14 min.  to Source (meraci)

Kalibracia:

kalibra¢ny roztok: 10mM NaFormate Acetate

Reference Mass List: NaFormiateAcetate Neg (90-1000) work
Calibration Mode: HPC calibration

Tabul'ka 5 Podmienky MS detekcie

RT Sledované EIC= 0,005
Name .
min. m/z
sukraloza 4.4 395,0061

5.3.3 Iniciacny test

Nainjektovat’ na chromatograficku koloénu roztok SC 1 . Skontrolovat’ pomer signalu ku Sumu
produkovanych i6nov. Pomer by mal byt vyssi ako 6.

Poznamka: Prili§ velké kolisanie teploty spdsobuje posuvanie retencnych casov pikov.
Povolena troven je: £2.5% relativnych (tzv.windows). Preto je vhodné dodrzat stalu teplotu
laboratodria kde sa meracie zariadenie nachadza. Kontrola teploty tohto priestoru sa pravidelne
vykonéava a zaznamenava v zdzname ¢.33/1.

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Z nameran¢ho Full Scan Spectra sa vyextrahuji sledované EIC s presnost'ou 0,005.
Pri identifikovani sledovanych m/z vo vzorke je vo vzorke potvrdena pritomnost’ sukral6zy.
Zhodnost’ spektra sa porovna so vzorkami pozitivnej a negativnej kontroly.



Kvantifik4cia — metdda externej kalibrécie

Koncentracia zlozky je umernd hodnotdm plochy pikov. Koncentraciu zlozky mozno

vypocitat dosadenim plochy piku zlozky do rovnice kalibrac¢nej krivky pre dané stanovenie .
o A-b

N

A —plocha piku
a

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

Cy= Cs.R  (mg/kg)

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

R - stupen riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

UPLC — ultravysokou¢innd kvapalinovéa chromatografia
MS/MS- hmotnostna detekcia s minimalne dvoma tranziciami
RT — retencny Cas

ESI — electrospray ionisation

MSn — single reaction monitoring

TOF — detektor Time of Flight

MSD Trap — hmotnostny detektor typu [6nova pasca
HPC — kalibra¢ny mod high precision calibration

DA — Data Analysis

EIC — extrahovany i6onovy chromatogram

e.g. - napriklad



