CH 14.3.

STANOVENIE CYKLAMATU METODOU HPLC / DAD

1 PRINCIP METODY

Vzorka sa po uprave davkuje na chromatograficki kolonu s chemicky viazanou nepolarnou
fazou C-18, kde sa latky separuju a deteguji DAD detektorom, za pouzitia nepriamej detekcie
pri 267 nm.

2 POUZITEENOST METODY
Metoda je vhodna na stanovenie cyklamatu v tekutych, polotekutych a tuhych potravinach .

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 kyselina chlorovodikova

3.1.2 metanol

3.1.3 tetrabutylamonium p-toluén sulfonat

3.1.4 glycin

3.1.5 ZnSO,4.7H,0

3.1.6 Ku[Fe(CN)g] . 3H0

3.1.7 kyselina cyklamova (N-cykloxexylsulfamic acid) — (CYKL)
3.1.8 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 ionparovy pufer: tetrabutyl amonium p-toluén sulfonat, glycinu (rozpustit
tetrabutylamonium p-toluén sulfonat (3.1.3) a glycin (3.1.4) v deionizovanej vody (3.1.8)
a pH upravit’s HCI (3.1.1)).

3.2.2 ionparovy pufer : metanol

3.2.3 Carez I (150 g K4[Fe(CN)g] . 3H,0 (3.1.6) rozpustit’ v 1 1 deionizovanej vody (3.1.8)).
3.2.4 Carez Il (300 g ZnSO, . 7H,0 (3.1.5) rozpustit’ v 1 | deionizovanej vody (3.1.8)).

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobny roztok Standardu kyseliny cyklamovej ZR (1000 mg/l vo vode)
50 mg kyseliny cyklamovej (3.1.7) navazit’ na analytickych vdhach do 50 ml odmernej banky
a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou (3.1.8).

3.3.2 Kalibra¢né roztoky
Napipetovat’ uvedené objemy v tabulke 1 do 25 ml odmernych baniek a doplnit’ po rysku
deionizovanou vodou (3.1.8).




Tabulka 1 Kalibra¢né roztoky Standardu kyseliny cyklamove;j

Koncentracia CYKL Oznacenie Pridavok zasobného
v roztoku (mg/l) roztoku roztoku ZR (ml)
50 C1 1,25
100 C2 2,5
200 C3 5
300 C4 7,5
400 C5 10

4 PRISTROJE A POMOCKY

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

4.3 analytické vahy

4.4  ultrazvukovy kapel

4.5 pH meter, homogenizator

4.6 laboratorne sklo

4.7 filtrany papier

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

Na pripravu vzoriek sa pouziju negativne matrice. Fortifikované vzorky sa fortifikuji na
urovni 500mg/kg kyseliny cykldmove;.

Navazit' 5 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ Standard kyseliny cyklamovej 0 koncentracii
1000mg/l (3.1.7) podla tabulky 2. Premiesat na Vortexe. Nechat postat 15 minit
a pokracovat’ podl'a bodov 5.2.1, 5.2.3 alebo 5.2.5.

Tabul'ka 2 Priprava negativnej a fortifikovanej vzorky pre stanovenie kyseliny cyklamove;j

Koncentracia kyseliny cyklamovej Pridavok roztoku
vo vzorke ( mg/kg) ZR (ml)
0 0
500 2,5

5.2 Priprava vzorky
5.2.1 Limonady, $tavy, likéry

Navazit 25g limonady alebo Stavy do 50ml odmernej banky, pridat’ deionizovanli vodu
(3.1.8), ak su zakalené vycirit s Carez | (3.2.2)a Carez II (3.2.3) roztokmi, doplnit
deionizovanou vodou (3.1.8), prefiltrovat’ a davkovat’ na chromatograficka kolonu.

5.2.2 Sirupy, Sumienky a napoje v prasku

Pripravit’ konzumna formu podl'a ndvodu na pripravu deklarovaného na obale a pokracovat
podl'a bodu 5.2.1



5.2.3 Polotekuté vzorky

Vzorku zhomogenizovat’, navazit' 5g do 50ml odmernej banky, pridat’ deionizovani vodu
(3.1.8), vlozit’ na 15 min. do ultrazvukového ktpela, vy¢irit’ pridanim Carez I (3.2.2) a Carez
II (3.2.3) roztoku, doplnit’ deionizovanou vodou (3.1.8), prefiltrovat’ a aplikovat’ na kolonu.

5.2.4 Pudingy v prasku, dehydratované polievky a podobné vyrobky

Pripravit’ konzumna formu podl'a navodu na pripravu deklarovaného na obale a pokrac¢ovat’
podla bodu 5.2.3

5.2.5 Tuhé materialy

Zhomogenizovat' na homogenizatore, navazit' 5g vzorky do 50ml odmernej banky a zaliat
hortcou deionizovanou vodou (3.1.8) a sonikovat’ 15 min. v ultrazvukovom kupeli. Vy¢irit
pridanim Carez | (3.2.2) a Carez II (3.2.3) roztoku, doplnit' deionizovanou vodou (3.1.8),
prefiltrovat’ a aplikovat’ na kolonu.

Poznamka 1: V pripade, ze sa vzorka koncentratne vymyka z rozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravend tak, aby koncentra¢ne spadala do kalibraéného
rozsahu.

5.3 Chromatograficka analyza

koldna : C-18 125 mm

mobilna fiza: ionpair pufer : MeOH
prietok MF: 1,2 ml/min.

DAD detekcia: 267 nm

nastrek - 20 pl

retenény Cas: 12,8 min

Izokraticka eltucia

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je Uimerna hodnotam plochy pikov. Ich vyhodnotenie je vykonané
porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych v kalibra¢nych roztokoch.
Cy= Cs.R  (mg/kg)
Cy - koncentracia analytu v mg/kg
Cs - koncentracia analytu uréena z kalibra¢nej krivky (mg/l)
R - stupen riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - kvapalinovy chromatograf (kvapalinova chromatografia)
DAD - detektor dibdového pola



CH 14.3. Stanovenie syntetickych sladidiel v potravinach a napojoch metédou HPLC
(cyklamaty)
1 Pévod metody
Modifikacia Standardnej metody STN EN 12857
Metdda bola modifikovana RNDr.Kutschyovou a RNDr.Tkagikovou v SVPU Kosice.

2. Princip metody

Pre analyzu cyklamatov sa pouZzije izokratickd ionovoparova kvapalinova chromatografia na
reverznej stacionarnej faze C-18 v pritomnosti tetrabutylamoénia p- toluensulfonatu TBA,TS)
v mobilnej faze s nepriamou fotometrickou detekciou pri 260nm. Vzorka sa zhomogenizuje.
Sladidla sa vyluhuju do vody. Bielkoviny a tuky zo vzorky sa vyzrazaju siranom zino¢natym
(Carrez 1) a hexakyanozeleznatanom draselnym(Carrez I). Odfiltrovany roztok sa pouZije na
HPLC stanovenie.

3. Pouzité pristroje a spotrebny material

polgul'ova banka

pipety

filtrac¢ny lievik

filtracny papier

trepacka

analytické vahy

kvapalinovy chromatograf

4. Zoznam chemikalii

metanol g.g.

TBA,TS (tetrabutyl amonium p- toluensulfonat)

cyklamat sodny

15% vodny roztok hexahydratu hexakyanozeleznatanu draselného (Carrez I)

30% vodny roztok heptahydratu siranu zino¢naty (Carrez I1)

5. Priprava Standardov

Zasobny roztok : Img/ml cyklamatu sodného

Pracovné roztoky: Zo zasobného roztoku sa pripravia roztoky na zostrojenie kalibracnej
krivky.

6. Priprava vzoriek



Postup 1: (kvapalné vyrobky, ¢ire vyrobky, malinovky, sirupy, dzasy, kompoty, alkoholy):
50ml vzorky odplynit’ v ultrazvukovom kupeli, prefiltrovat a riedit podla obsahu
cyklamatov vo vzorke.

Postup 2: (polotuhé vyrobky:napr. mlie¢ne, keksy, husté §tavy, dzemy, marmelady):

Vzorku zhomogenizovat. Do polgul'ovej banky navazit' 10g vzorky. Pridat’ horticu (60°C)
redestilovanu vodu a zmes vytrepat’ na trepacke 30 min. K zmesi pridat’ vodny roztok siranu
zino¢natého a vodny roztok hexakyanozeleznatanu draselného. Vytrepavat' 10min. Vyzrazané
bielkoviny a tuky odfiltrovat. Ak je filtrat zakaleny, opat’ pridat’ zrézacie Cinidla, a zmes
vytrepat’ na trepacke a prefiltrovat. Filtrat injektovat’ do HPLC systému v objeme 20ul.
Postup 3: (Cokolada a pribuzné vyrobky):Do polgulovej banky navazit' 10g vzorky, pridat
horticu (60°C) redestilovanii vodu, pokial’ sa vzorka nerozpusti. Opatrne a pomaly pridat
petroleter, premiesat’, banku uzavriet’ a dat’ do ultrazvuku na pol minuty, a znova premiesat’.
Potom vzorku odstredit’ v uzavretej skimavke 10 minut pri 1400 ot/min. Petroléterovu vrstvu
dekantovat’ a extrakciu opakovat’ s petroléterom, pri¢om petroléterovi vrstvu opat'dekatovat’.
Zbytok petroléteru odparit’ umiestnenim skimavky na 15 minat Vo vodnej lazni o teplote
60°C a mieSanim. Potom pridat’ vodu a obsah skimavky dokladne premiesat’. Skiimavku dat’
na 5 minut do ultrazvuku. Roztok kvantitativne previest’ asi 40ml vody do odmernej banky na
100ml, pridat’ Carrez I, premiesat’ a pridat’ Carrezu II a opat’ premiesat. Roztok ochladit’ na

laboratornu teplotu a doplnit’ po rysku. Prefiltrovat’, pricom prvych 10 ml filtratu odstranit’.

7. Podmienky stanovenia
Koléna: LiChroCART Purosphrer C-18
Mobilna faza: 0,005 mol.dm™ TBA,TS v metanole A: 0,005 mol.dm® TBA,TS,B: metanol
g.9.
Prietok mobilnej fazy: 1 ml/min
Detekcia: 260 nm
Teplota: laboratorna
Injekovany objem: 20 ul.
8. Kalibracia a vyhodnotenie
Kedze sa jednd onepriamu detekciu, vyhodnocuje sa zaporny pik. Koncentracia c
analyzovanej latky (cyklamat) sa vyhodnoti z plochy piku v chromatografickom zézname
vzorky pomocou kalibra¢nej krivky a vypocita sa :
c=sV/n

¢ — koncentracia latky vo vzorke (mg/l)



V — zasobny roztok vzorky (ml)
s — koncentracia latky vypocitana z kalibra¢nej krivky (mg/l)

n — navazka vzorky (g)
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