la-  Stanoveni konzervacnich litek metodou HPLC
Uvod

Konzervacni latky jsou vyznamnymi potravinovymi aditivy prodluzujicimi trvanlivost
potravin (zamezuji v potravinach rdstu mikroorganizmi). Na druhou stranu pfili§ vysoké
mnozstvi muze mit pro nckteré skupiny konzumenti vedlej$i ucinky. Proto je tieba
kontrolovat jestli jejich obsah nepiesahuje nejvyssi povolené mnozstvi (NPM) nebo neni
mensi nez nezbytn¢ nutné mnozstvi (NM). Tyto limity jsou deklarovany [1, 2].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) se stala pro tato stanoveni rutinni
analytickou metodou. HPLC je separa¢ni analyticka metoda, vyuzivajici rozdilné distribuce
sloZek analytu mezi staciondrni a mobilni fazi (v HPLC je mobilni faze kapalina). Vzorek je
davkovan do proudu mobilni faze, v kolon¢ je separovan na jednotlivé slozky, které vstupuji
do detektoru (nejcastéji spektrofotometrického v ultrafialové a viditelné oblasti spektra).
Zaznam z detektoru (tzv. chromatogram) umozni vyhodnoceni analyzy.

Nejcastéji se dnes pracuje v systému obracenych (reverznich) fazi, kde chemicky
vazané alkylové fetézce (nejCastéji C;gHi7) na silikagel slouzi jako stacionarni faze
(nepolarni) a voda s pfidavkem organickych rozpoustédel (methanol, acetonitril atd.) jako
faze mobilni (polarni) [3, 4, 5]. Metoda je pouzitelnd pro kyseliny sorbovou, benzoovou a

jejich sodné, draselné a vapenaté soli a dale pro estery a soli kyseliny p-hydroxybenzoové.

Piistroje, pomucky, chemikalie a roztoky

HPLC chromatograf sestavajici z pumpy, davkovaciho ventilu (davkovaci smycka
20ul) a UV detektoru s proménnou vinovou délkou; pocita¢ nebo jiné vyhodnocovaci
zafizeni; analytickd kolona Spherisorb-5-ODS 4,6 x 250 mm, zrnéni sorbentu 5 um
s ptedkolonkou 4,6 x 50 mm; laboratorni mixer; ultrazvukova lazein; skladany filtr se stfedni
velikosti port; mikrofiltr s membranou o porozité 0,45 pum; injekeni stiikacka.

Deionizovana, resp. redestilovana voda, methanol (pro HPLC), roztok podle Carreze I:
150 g/l K4Fe(CN)s . 3H,0, roztok podle Carreze II: 300 g/l ZnSO4 . 7H,0, zésobni roztok
acetatového pufru (0,2 M CH3;COONa . 3H,0; 0,2 M CH3COOH), pracovni roztok acet.
pufru (10 x fedény zasobni pufr deionizovanou vodou), mobilni faze — methanol : pracovni

roztok purfu 30:70 (objemov¢); kyselina sorbova, p.a.; kyselina benzoova p.a.



Pracovni postup

1. Priprava vzorku

Vzorek se zhomogenizuje laboratornim mixérem a 5 — 10 g se navazi s piesnosti na
0,01 g do 50 ml kadinky, ptida se 10 — 20 ml smési methanolu a vody (30:70) (tzv. extrakéni
smési) a homogenizuje se v ultrazvukové lazni. Suspenze se extrakéni smési vymyje do 100
ml banky a doplni se asi na 80 ml. V piipad¢ kapalného vzorku se ptimo pipetuje 20 ml do
100 ml odmérné baiiky a doplni se extrakéni smési na 80 ml. Odmérna baika se ponechd 10
min v ultrazvukové lazni pti teploté 70°C. K vyceteni se pouzije 1 ml roztoku podle Carreze
I, po promichani se ptfida roztok podle Carreze II a po opétovném promichéani a zchlazeni na
laboratorni teplotu se doplni extrakéni smési po znacku. Filtruje se pies skladany filtr. Prvni
podil filtratu se vylije. U Cirych roztokt 1ze ¢ifeni vynechat. Nékolik ml filtratu se déle filtruje
pfes membranovy mikrofiltr.

Standardni roztoky se ptipravuji v koncentraci 1 mg/ml rozpusténim v extrakéni smeési

a tyto se pro sestrojeni kalibracni zavislosti dale fedi extrak¢éni smési 10 - 100-krat.

2. HPLC analyza a zpracovani vysledkii

Pritok mobilni faze se nastavi na 1 ml/min. Vlnova délka se nastavi na 235 nm pro
stanoveni kyseliny sorbové a benzoové nebo na 260 nm pro stanoveni p-hydroxybenzoantl.
Vzorky se davkuji mikrostfikackou Hamilton 100 pl, davkovaci smycka (20 pl) je tedy
prepliovéna. Identifikace stanovovanych latek se provadi srovndnim reten¢nich ast, resp.
pridavkem standardi ke vzorku. Kvantifikace se provadi metodou vnéjsiho standardu
(absolutni kalibrace) s vyuzitim kalibra¢ni kiivky [3]. Piiklady HPLC analyz kyseliny

sorbové a benzoové jsou uvedeny na obrazku 1.
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3. Zpracovani namérenych dat

(zde je predvedeno modelové zpracovani namétenych vysledki)

1. Z chromatogramii ziskanych pfi analyze standardii v riznych koncentracich se
integraci ziskaji plochy pikl. Z opakovanych analyz pti kazdé koncentraci se vypocte prameér

a prumérné hodnoty s vynesou do kalibra¢niho grafu proti koncentracim (Graf 1. a 2.).
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2. S vyuZitim regresni rovnice kalibraéni zavislosti a plochy piku odectené

z chromatogramu vzorku vypocteme obsahy obou kyselin ve vzorku (Tabulka 1.). Pfi vypoctu

je tfeba uvazit faktor zfedéni, zohlediujici zpracovani vzorku.

Tabulka 1. Vypocty obsahli konzervaénich latek

druh konzervans regresni rovnice; R* obsah (mg/1)
vzorek 1 kyselina benzoova y=62,97.x-15,02; 0,9999 136,37
vzorek 1 kyselina sorbova y=132,07.x-129,46; 0,9999 115,23
vzorek 2 kyselina sorbova y=132,07.x-129,46; 0,9999 33,21
4. Modelovy zavér

Byly analyzovany obsahy konzerva¢nich latek v napojovém koncentratu (vzorek 1.) a
citronové S§tavé (vzorek 2.). Vzorek 1. obsahoval 136,37 mg/l kyseliny benzoové
a 115,23 mg/l kyseliny sorbové (160,93 mg/l benzoanu sodného a 154,37 mg/l sorbanu
draselné¢ho). Maximalni povoleny obsah na etiketé uvadi 300 mg/I pro benzoan sodny i sorban
draselny. Vzorek 2. obsahoval 33,21 mg/l kyseliny sorbové (44,49 mg/l sorbanu draselného).

Obsah konzervacnich latek nebyl u vzorku 2. deklarovén.
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