1b-  Stanoveni konzervacnich latek metodou CE
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].

Kromé vysokoucinné kapalinové chromatografie, ktera je pro tyto analyzy rutinni, 1ze
pro stanoveni konzervacnich latek s uspéchem pouzit i kapilarni elektroforézu (CE). CE je
rychld separacni analytickd metoda, vyuZzivajici rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti
nabitych slozek analytu [3]. Vzorek je davkovan na zacatek separacni kapilary (davkovéani je
mozno provadét tlakem, elektrokineticky nebo vakuem vklddanym na opacny konec
kapilary). Separace probiha v tzv. zakladnim elektrolytu, obvykle pufru jehoz parametry jsou
optimalizovany pro danou separa¢ni ulohu (pH, slozeni a koncentrace elektolytu, pfidavek
organického modifikatoru nebo selektoru). Po separaci vstupuji slozky analytu do detektoru
(nejCastéji  spektrofotometrického v ultrafialové a viditelné oblasti spektra). Zaznam

z detektoru (tzv. elektroferogram) umozni vyhodnoceni analyzy.

Pristroje, pomiicky, chemikélie a roztoky

Ptistroj pro CE osazeny UV detektorem s proménnou vinovou délkou, separacni
kapilara (kifemenna bez vnitfniho pokryti 50 nebo 75 pum vnitiniho priméru), pocita¢ pro
vyhodnocovani analyz; laboratorni mixer; ultrazvukova lazen; sklddany filtr se stfedni
velikosti porti; mikrofiltr s membranou o porozité 0,45 um; injek¢ni stfikacka.

Deionizovana, resp. redestilovana voda, methanol (pro HPLC), roztok podle Carreze I:
150 g/l K4Fe(CN)g . 3H,0, roztok podle Carreze I1: 300 g/l ZnSO4 . 7H,0, kyselina sorbova,
p.a.; kyselina benzoové p.a., kyselina salicylova, p.a., kyselina borita p.a., 1 mol.l" vodny

roztok NaOH.



Pracovni postup

1. Piiprava zakladniho elektrolytu
Do kadinky o objemu 250 ml navazime mnozstvi kyseliny borité odpovidajici 0,05
mol. Pfidame 250 ml deionizované vody a pH vzniklé smési upravime na pH=9,5 roztokem

hydroxidu sodného. Elektrolyt pfevedeme do odmérné banky.

2. 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 banky a doplni se zdkladnim elektrolytem na 80 ml. Odmérna banka se
ponecha 10 min v ultrazvukové lazni pfi laboratorni teploté. Prida se 10 ml roztoku kyseliny
salicylové (c=1 mg/ml) jako interniho standardu a odmérnéd banka se doplni zakladnim
elektrolytem po znacku. Filtruje se ptes skladany filtr. Prvni podil filtratu se vylije. Nékolik
ml filtratu se dale filtruje pfes membranovy mikrofiltr.

Standardni roztoky obou stanovovanych kyselin (ve smési) se piipravuji
v koncentraénim rozsahu od 1 - 50 mg/l (5 koncentra¢nich urovni, 10 ml odmérné barky)
rozpusténim v zédkladnim elektrolytu (pouzije se definované tedéni roztokd o nejvyssi
koncentraci). Je diilezité do kazdého roztoku pridat 1 ml roztoku kyseliny salicylové,
jako interniho standardu (vysledna koncentrace kyseliny salicylové je tedy 0.1 mg/ml)!!!

Vzorek se analyzuje 3x, kazd4 koncentracni arovei standardu 2x.

1. CE analyza a zpracovani vysledku

Separacni napéti se nastavi na + 25 kV. Vlnova délka se nastavi na 235 nm pro
stanoveni kyseliny sorbové a benzoové nebo na 260 nm pro stanoveni p-hydroxybenzoant.

Vzorky se davkuji bud’ vakuové (vlozeni vakua po dobu 0.5 s, pfistroj
SpectraPHORESIS 100) nebo tlakem (davkovaci tlak a dobu davkovani je vhodné
optimalizovat pfedem, ptistroje Agilent nebo PrinCE 660).

Identifikace stanovovanych latek se provadi srovnanim migra¢nich ¢ast a jejich
poméri s migraénim Casem interniho standardu, resp. pfidavkem standardi ke vzorku.

Kvantifikace se provadi metodou absolutni kalibrace s vyuzitim kalibra¢ni kiivky (vynasi se



korigované plochy pikti (pomér ploch pikd slozky analytu a interniho standardu) proti

koncentraci dané slozky [4].

3. Zpracovani namérenych dat

Z chromatogramu ziskanych pfi analyze standardi v rliznych koncentracich se integraci
ziskaji plochy piki a provede se korekce na vliv nastfiku s vyuzitim interniho standardu (viz
vyse). Z opakovanych analyz pti kazdé koncentraci se vypocte primeér korigovanych ploch a
pramérné hodnoty se vynesou do kalibra¢niho grafu proti koncentracim. S vyuzitim regresni
rovnice kalibra¢ni zavislosti vypocteme obsahy obou kyselin ve vzorku. Pii vypoctu je tieba

uvazit faktor zfedéni, zohlediujici zpracovani vzorku.

4. Modelovy zavér

V ptedlozeném potravinovém vzorku byly analyzovany obsahy konzervacnich latek Vzorek
obsahoval x mg/l kyseliny benzoové a/nebo y mg/l kyseliny sorbové (xx mg/l benzoanu
sodného a/nebo yy mg/1 sorbanu draselného). Maximalni povoleny obsah pro danou komoditu

je xxx mg/l, vzorek proto vyhovuje/nevyhovuje pifedepsanym normam.
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