CH 10.2. STANOVENIE FARBIV METODOU HPLC/MS/MS

1 PRINCIP METODY

Na analyzu sa pouzije chromatograficka kolona s obratenymi fazami a po rozdeleni rezidui sa
tieto deteguji hmotnostnym detektorom pracujicim v rezime MS/MS. Ionizécia APCI a ESI.
Identifikacia latky je prevedend dvoma tranziciami (2 transitions) a kontrolou ich idénovych
pomerov (ion ratio). Kvantifikacia je prevedena metddou internej kalibracie.

2 POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodna na stanovenie sudanu I, sudanu II, sudénu III, sudanu IV, para redu,
rhodaminu B, dimethyl yellow, toluidine red, auramine O, sudanu 410, oil red vo vzorkach
korenin, ochucovadiel, omacok a olejov. A tiez na stanovenie Cervenej 2G, allury a ponceau
4R v mésovych vyrobkoch a koreniacich pripravkoch.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 SudanI (S1)

3.1.2 SudanII (S2)

3.1.3 Sudan III (S 3)

3.1.4 Sudan 1V (S 4)

3.1.5 Sudanred 7B (S 5)
3.1.6 Sudan 410 (S 6)

3.1.7 SudanI-D5 (S 7)
3.1.8 ParaRed (P)

3.1.9 Rhodamine B (R)
3.1.10 Orange Il sodium salt (O)
3.1.11 Dimethyl Yellow (DY)
3.1.12 Toluidine Red (TR)
3.1.13 Oil Red (OR)

3.1.14 Auramine (A)

3.1.15 red 2G (R2G)

3.1.16 allurared AC (AR)
3.1.17 ponceau 4R (P4R)
3.1.18 acetonitril gradient grade
3.1.19 metanol gradient grade
3.1.20 octan amonny

3.1.21 aceton p.a.



3.1.22 siran sodny bezvody p.a., vypaleny pri 500°C v muflovej peci /4 hod./

3.1.23 florisil, vypaleny v muflovej peci pri 650 °C 4 hod. prechovavat vtmeav
exsikatore. Takto aktivovany vydrzi najviac 4 dni.

3.1.24 Hydromatrix

3.1.25 morsky piesok, vypaleny pri 450°C v muflovej peci /5 hodin/

3.1.26 chloroform p.a.

3.1.27 petroléter p.a.

3.1.28 amoniak 25% p.a.

3.1.29 deionizovana voda

3.1.30 kyselina vinna p.a.

3.1.31 etanol 96% p.a.

3.2  Roztoky a reagencie

3.2.1 1M octan aménny

3.2.2 0,01 M octan aménny v acetonitrile

3.2.3 0,01 M octan amoénny

3.2.4 extrak¢na zmes: chloroform — acetén (2:1)
3.2.5 extrakénd zmes: petroléter — aceton (1:1)
3.2.6 extrak¢na zmes: metanol — amoniak (8:2)
3.2.7 10 % kyselina vinna

3.2.8 10 % amoniak

3.3  Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok Standardu sudan I (1000 mg/I v chloroforme) — (S 1)

Navazit® 25,8 mg Standardu suddn I (3.1.1) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku

chloroformom. (3.1.26).

3.3.1.2 Zasobny roztok Standardu sudan IT (1000 mg/1 v chloroforme) — (S 2)

Navazit 27,8 mg Standardu sudanu II (3.1.2) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku

chloroformom (3.1.26).

3.3.1.3 Zasobny roztok Standardu sudan IIT (1000 mg/l v chloroforme) — (S 3)

Navazit'® 26,0 mg Standardu sudanu III (3.1.3) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku

chloroformom (3.1.26).

3.3.1.4 Zasobny roztok Standardu sudan IV (1000 mg/I v chloroforme) — (S 4)

Navazit 28,1 mg Standardu sudanu IV (3.1.4) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku

chloroformom (3.1.26).

3.3.1.5 Zasobny roztok vnutorného Standardu sudan red 7B (1000 mg/I v chloroforme) —
(S95)

Navazit'® 26,3 mg Standardu sudanu red 7B (3.1.5) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po

znacku chloroformom (3.1.26).

3.3.1.6 Zasobny roztok vnutorného Standardu sudan 410 (1000 mg/l v chloroforme) — (S 6)

Navazit® 25 mg standardu sudanu 410 (3.1.6) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku

chloroformom (3.1.26).

3.3.1.7 Zasobny roztok vnutorného Standardu sudan I-D5 (100 mg/l v chloroforme) — (S 7)

Navazit' 5 mg Standardu sudanu I-D5 (3.1.7) do 50 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku

chloroformom (3.1.26).



3.3.1.8 Zasobny roztok Standardu para red (1000 mg/l v chloroforme) — (P)

Navazit 26,3 mg Standardu para red (3.1.8) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku
chloroformom. (3.1.26).

3.3.1.9 Zasobny roztok Standardu rhodamine B (1000 mg/l v chloroforme) — (R)

Navazit 26,3 mg Standardu rhodamine B (3.1.9) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku chloroformom. (3.1.26).

3.3.1.10 Zasobny roztok Standardu orange II (1000 mg/l v chloroforme) — (O)

Navazit' 26,9 mg Standardu orange 11 sodium salt (3.1.10) do 25 ml odmernej banky a doplnit
po znacku chloroformom. (3.1.26).

3.3.1.11 Zasobny roztok Standardu dimethyl yellow (1000 mg/1 v chloroforme) — (DY)
Navazit' 25,5 mg Standardu dimethyl yellow (3.1.11) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku chloroformom. (3.1.26).

3.3.1.12 Zasobny roztok Standardu toluidine red (1000 mg/I v chloroforme) — (TR)

Navazit' 27,8 mg Standardu toluidine red (3.1.12) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku chloroformom. (3.1.26).

3.3.1.13 Zasobny roztok Standardu oil red (1000 mg/1 v chloroforme) — (OR)

Navazit 25 mg Standardu oil red(3.1.13) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku
chloroformom. (3.1.26).

3.3.1.14 Zasobny roztok Standardu auramine O (1000 mg/I v chloroforme) — (A)

Navazit'® 30,5 mg standardu auramine O (3.1.14) do 25 ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku chloroformom. (3.1.26).

3.3.1.15 Zasobny roztok Standardu red 2G (1000 mg/l v metanole) — (R2G)

Do 50 ml odmernej banky navazit' 61,9 mg R2G (3.1.15), rozpustit' v malom mnoZstve
metanolu a doplnit’ po rysku metanolom (3.1.19)

3.3.1.16 Zasobny roztok Standardu allura red (1000 mg/l v metanole) — (AR)

Do 50 ml odmernej banky navazit' 57,9 mg AR (3.1.16), rozpustit v malom mnoZstve
metanolu a doplnit’ po rysku metanolom (3.1.19)

3.3.1.17 Zasobny roztok Standardu ponceau 4R (1000 mg/l v metanole) — (P4R)

Do 50 ml odmernej banky navazit' 59,5 mg P4R (3.1.17), rozpustit v malom mnoZstve
metanolu a doplnit’ po rysku metanolom (3.1.19)

Poznamka: Zasobné roztoky Standardov je potrebné uchovavat na tmavom mieste
Vv chladnic¢ke do 10°C. Doba expiracie je 6 mesiacov.

3.3.2 Zakladné roztoky Standardov

3.3.2.1 Zakladny zmesny roztok Standardov (S 1, S2, S3, S4, P, R, O) (100 mg/l v
metanole) FC

Zobrat 1 ml zo zasobnych roztokov Standardov (S 1, S2, S3, S4, P, R, O) (3.3.1.1 —

3.3.1.4,3.1.8.-3.1.10.) do 10 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.16).

3.3.2.2 Zakladny roztok vnutorného Standardu sudan red 7B (S 5) (100 mg/l v metanole)ISR

Zobrat 1 ml zo zasobného roztoku Standardu (S 5) (3.3.1.5) do 10 ml odmernej banky

a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.16).



3.3.3 Zriedené roztoky zakladnych Standardov

3.3.3.1 Zmesny roztok Standardov (S1,S2,S3,S4,P,0, R, OR, ADY,TR,S6)

(10 mg/l v metanole) SM1
Zobrat' 1 ml zo zakladnych roztokov standardov (S 1, S2, S 3, S4, P, O, R, ORADY,TR,
S6) do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.16).
3.3.3.2 Zmesny roztok Standardov (S1,S2,S3,S4,P,0, R, OR, ADY,TR,S6)

(1 mg/l v metanole) SM2
Zobrat’ 1 ml zo zmesného roztoku Standardov SM3 (S1,S 2,S 3,54, P, O, R, OR,ADY,TR,
S6) do 10 ml odmernej banky a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.16).
3.3.3.3 Zriedeny roztok vnatorného Standardu (S 5) (10 mg/l v metanole) ISR1
Zobrat’ 1 ml zo zakladného roztoku Standardu (S 5) ISR (3.3.2.2), do 10 ml odmernej banky
a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.12).
3.3.3.4 Zriedeny roztok vnatorného Standardu (S 5) (1 mg/l v metanole) ISR 2
Zobrat’ 0,1 ml zo zakladného roztoku Standardu (S 5) ISR (3.3.2.2), do 10 ml odmernej banky
a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.12).
3.3.3.5 Zriedeny roztok vnatorného S$tandardu (S 7) (1 mg/l v metanole) ISD
Zobrat’ 0,1 ml zo zadsobného roztoku Standardu (S 7) (3.3.1.7), do 10 ml odmernej banky
a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.12).
3.3.3.6 Zmesny roztok standardov (R2G, AR, P4R) (10 mg/l vo vode) SS1
Zobrat’ 1 ml zo zasobnych roztokov §tandardov (R2G)(3.3.1.15), (AR)(3.3.1.16),
(P4R)(3.3.1.17) do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou.
3.3.3.7 Zmesny roztok standardov (AR, P4R) (10 mg/l vo vode) SS2
Zobrat’ 1 ml zo zasobnych roztokov §tandardov ( AR)(3.3.1.16), (P4R)(3.3.1.17) do 100 ml
odmernej banky a doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou.
3.3.3.8 Zriedeny roztok standardu (R2G) (10 mg/l vo vode) SS3
Zobrat’ 1 ml zo zasobného roztoku standardu ( R2G)(3.3.1.15) do 100 ml odmernej banky
a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.
3.3.3.9 Zmesny roztok Standardov (S1, S2, S3, S4, S5, S7, P) (Lmg/I chloroforme) SC
Zobrat’ 0,1ml zo zakladnych roztokov S1(3.3.1.1.), S2(3.3.1.2.), S3(3.3.1.3.), S4(3.3.1.4.),
S5(3.3.1.5.), S7(3.3.1.7.), P (3.3.1.8.), preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po rysku
chloroformom.
3.3.3.10 Roztok standardu Sudan Red 7B(S5) (Img/1 v chloroforme) ISR3
Zobrat’ 0,1ml zo zakladného roztoku Standardu S5(3.3.1.5.), preniest’ do 100 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po rysku chloroformom.
3.3.3.11 Roztok standardu Sudan I D5 (S7) (1mg/l v chloroforme) 1ISD3
Zobrat’ 0,1ml zo zakladného roztoku Standardu S7(3.3.1.7.), preniest’ do 100 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po rysku chloroformom.
3.3.3.12 Zriedeny roztok standardu (R2G) (1 mg/l vo vode) SS4
Zobrat’ 0,1 ml zo zasobného roztoku Standardu ( R2G)(3.3.1.15) do 100 ml odmernej banky
a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.
3.3.3.13 Zriedeny roztok Standardu (AR) (10 mg/l vo vode ) SS5
Zobrat’ 1 ml zo zasobného roztoku Standardu ( AR)(3.3.1.16) do 100 ml odmernej banky
a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.



3.3.4 Pracovné roztoky Standardov

3.3.4.1 Zmesny roztok Standardov (S 1,S2,S3,S4,S5,S7,0,P,R,S6, ORADY,TR)
(10 pg/l v metanole) SW1

Zobrat 0,1 ml zo zmesného roztoku Standardov (S 1, S2, S3, S4, O, R, P, S6,

OR,ADY,TR) SM4 (3.3.3.4), 0,1 ml zo zriedeného roztoku (S 5) ISR2 (3.3.3.6) a 0,1 ml zo

zriedeného roztoku (S 7) ISD (3.3.3.8) do 10 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku

metanolom (3.1.16).

3.3.4.2 Zmesny roztok Standardov (R2G 0,1 mg/l, AR, P4R 1 mg/l vo vode) SW2

Zobrat’ 1 ml zriedeného roztoku Standardu R2G (3.3.3.8.) do 100 ml odmernej banky, pridat’

10 ml zmesného roztoku Standardov AR, P4R (3.3.3.7.) a doplnit’ po znacku deionizovanou

vodou.

3.3.4.3 Zmesny roztok Standardov (S 1,S2,S3,S4,S5, S7,P) (10 pg/l v chloroforme)
SW3

Zobrat’ Iml zo zmesného roztoku Standardov SC (1mg/l v chloroforme)(3.3.3.9.), preniest’ do

100 ml odmernej banky, doplnit’ po rysku chloroformom.

3.3.4.4 Roztok standardu Sudan Red 7B 100ug/1 v chloroforme SW4

Zobrat’ Iml roztoku Standardu Sudén Red 7B 1mg/1 v chloroforme (ISR3) (3.3.3.10), preniest’

do 10ml odmernej banky, doplnit’ po rysku chloroformom.

3.3.4.5 Roztok standardu Sudan I D5 100ug/I v chloroforme SW5

Zobrat’ 1ml roztoku Standardu Sudan | D5 1mg/l v chloroforme (ISD3) (3.3.3.10), preniest’ do

10ml odmernej banky, doplnit’ po rysku chloroformom

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1  kvapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series s hmotnostnym detektrorom — ion trap
Bruker-Gemini

4.2  kvapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC shmotnostnym detektorom
Micromass Quattro Premier XE

4.3  chromatograficka kolona: C 18

4.4  chromatograficka kolona: C18

4.5 chromatograficka kolona: UPLC C18

4.6  extrak¢ny pristroj ASE- 200

4.7  zariadenie na SPE ASPEC XL GILSON

4.8 gélova permeacna koléna TESSEK stainless steel column 8 x 500 mm plnena BIO
BEADS S-X3 200-400 mesh, mobile phase: chloroform

4.9 analyticka vaha HELAGO HM 200

4.10 ultrazvukovy kuapel

411 rotac¢né vakuova odparka BUCHI R144

4.12  minishaker (Vortex)

4.13 Hamilton striekacka 100 pl, 250 ul, 50 ul

4.14  sklenend kolona 400 x 15 mm

4.15 bunicita vata

416 sklena vata

417  Erlenmayerova banka 100 ml zo zdbrusom

4.18 sklenena tycinka

4.19 nerezova lyzica



4.20 filter sklenené vlakno

4.21 odmerné sklo-10 ml a 100 ml odmerna banka, 50 ml kadic¢ka, pipety 1 a 10 ml
4.22 HPLC pumpa pre GPC PU 4100 PHILIPS

4,23  zberac frakcii FOXY 200

4.24  SPE manifold

4.25 SPE kolonka

4.26 strickackovy mikrofilter

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek

Vzorky sa zhomogenizuju.

5.2

Priprava vzorky pre kontrolu kvality (aj matricova kalibracia)

5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

5.2.1.1 Stanovenie azo farbiv

5.2.1.1.1 Priprava vzoriek — extrakcia stipcovou chromatografiou

Vzorky obsahujiice malé mnozstvo tuku (omacky, keCupy, sypké vzorky — koreniny).

Navazit' 0,5 g homogenizovanej vzorky do 50 ml kadi¢ky. Pridat’ jednotlivé roztoky
Standardov podla tabulky 1. Pridat’ 2,5 lyzice bezvodého siranu sodného (3.1.20) a ty¢inkou
poriadne premiesat’. Nechat’ postat’ 10 minut a pokracovat’ podl'a procedary od bodu 5.3.2.2

5.2.1.1.2 Priprava vzoriek — extrakcia ASE 200 (accelerated solvent extraction)

Vzorky obsahujuce vicsie mnozstvo tuku.
Navazit’ 0,5 g homogenizovanej vzorky. Pridat’ jednotlivé roztoky Standardov podl'a tabulky
1. Vzorku zmiesat’ so 4 g Hydromatrixu (3.1.23) v trecej miske tak, aby bola zmes sypka.
Zmes kvantitativne preniest’ do 22 ml extrakénej cely. Nechat’ postat’ 15 min. Objem cely
vyplnit’ dosypanim morského piesku (3.1.24) . Extraként celu vlozit’ do extraktora ASE 200.
Extrakciu vykonat’ podl'a bodu 5.3.3.1 a pokrac¢ovat’ podl'a bodu 5.3.3.2.

Tabul'ka 1 Priprava fortifikovanych vzoriek

Koncentrécia konf:entrécia konf:entrécia ’ ’ ’ ,

270 farieb vo | V™ Standardu | vn. Standardu | Pridavok | Pridavok | Pridavok | Pridavok
vzorke sudan red 7B | sudan I D5vo | roztoku | roztoku | roztoku roztoku
(ma/kg) vo vzorke vzorke SM1 (ul) | SM2 (ul) | ISR2 (ul) | ISD (ul)

(mg/kg) (mg/kg)

0 0,2 0,4 0 0 100 200
0,1 0,2 0,4 0 50 100 200
0,2 0,2 0,4 0 100 100 200
0,4 0,2 0,4 0 200 100 200

1 0,2 0,4 50 0 100 200




5.2.1.1.3 Priprava vzoriek oleja — GPC (gélovd permeacnd chromatografia)

Vzorky oleja.

Navazit’ 0,1 g homogenizovanej vzorky. Pridat’ jednotlivé roztoky Standardov podla tabul’ky
2. Premiesat’, preniest’ do tmavej vialky, doplnit’ do objemu 2 ml chloroformom.

Tabulka 2 Priprava fortifikovanych vzoriek

koncentracia koncentracia | koncentracia
a70 farieb vo | Y Standardu | vn. Standardu | Pridavok | Pridavok | Pridavok
vzorke sudan red 7B | sudan I D5 vo | roztoku | roztoku roztoku
(mg/kg) vo vzorke vzorke SC (ul) | SW4 (ul) | SWS5 (ul)
(mg/kg) (mg/kg)
0 0,2 0,4 0 200 400
01 0,2 0,4 10 200 400
0,2 0,2 0,4 20 200 400
0.4 0,2 0,4 40 200 400
1 0,2 0,4 100 200 400

5.2.1.2 Stanovenie ostatnych farbiv (¢ervena 2G, allura, ponceau 4R)

Koreniny

Navazit' 1g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ jednotlivé roztoky Standardov podl'a tabul’ky 3.
Nechat’ postat’ a pokra¢ovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.5.

Tabul'ka 3 Priprava fortifikovanych vzoriek

koncentracia farieb

koncentrécia farby

R2G vo vzorke Pridavok rolztoku SS4 AR Vo vzorke Pridasvsosk rolztoku
(mglkg) b (mglkg) b

0 0 0 0

0,1 100 1 100

0,5 500 5 500
1 1000 10 1000
2 2000 20 2000

Ostatné komodity

Navazit' 5 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ jednotlivé roztoky Standardov podla tabul’ky
4. Nechat postat’ a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.5.




Tabulka 4 Priprava fortifikovanych vzoriek

kFg g ((;e’nptza::;:,le’la\f;rile: Pridavok roztoku SS1
vzorke mg/kg (k1)
0 0
0,5 250
1 500
1,5 750
2 1000

5.3  Priprava vzorky

Stanovenie azofarbiv

5.3.1 Fortifikacia vzorky vnutornym Standardom (iroven 0,2 mg/kg sudan red 7B a 0,4
mg/kg sudan I-D5

5.3.1.1 Priprava vzoriek — extrakcia stipcovou chromatografiou:

Vzorky obsahujuce malé mnozstvo tuku (omacky, ke¢upy, sypké vzorky — koreniny).

Navazit 0,5 g homogenizovanej vzorky do 50 ml kadi¢ky. Pridat’ 100 pl roztoku ISR2
(3.3.3.6) a 200 pl ISD (3.3.3.8). Pridat’ 2,5 lyzice bezvodého siranu sodného (3.1.22)
a ty¢inkou poriadne premiesSat. Nechat' postat’ 10 minat a pokraovat’ podl'a procediry od
bodu 5.3.2.2

5.3.1.2 Priprava vzoriek — extrakcia ASE 200 (accelerated solvent extraction)

Vzorky obsahujice viacsie mnoZstvo tuku.

Navazit' 0,5 g homogenizovanej vzorky. Pridat’ 100 pl roztoku ISR2 (3.3.3.6) a 200 ul ISD
(3.3.3.8). Vzorku zmiesat’ so 4 g Hydromatrixu (3.1.24) v trecej miske tak, aby bola zmes
sypkd. Zmes kvantitativne preniest’ do 22 ml extrak¢nej cely. Nechat’ postat’ 15 min. Objem
cely vyplnit’ dosypanim morského piesku (3.1.25) . Extrakénu celu vloZit’ do extraktora ASE
200. Extrakciu vykonat’ podl'a bodu 5.3.3.1 a pokrac¢ovat’ podl'a bodu 5.3.3.2.

5.3.1.3 Priprava vzoriek — precistenie gélovou permeacnou chromatografiou

Vzorky oleja.
Navazit' 0,1 g homogenizovanej vzorky. Pridat’ 200 pl roztoku SW4 (3.3.4.4) a 400 ul SW5
(3.3.4.5). Premiesat, preniest’ do hnedej vialky, doplnit’ do objemu 2 ml chloroformom.

5.3.2 Extrakcia pomocou stipcovej chromatografie
Vzorky obsahujiice malé mnozstvo tuku (omacky, keCupy, sypké vzorky — koreniny).

5.3.2.1 Priprava kolony
Do spodnej Casti kolony umiestnit’ vatu. Koloénu naplnit’ do % florisilom (3.1.23) a do vrchnej
Casti umiestnit’ sklenu vatu.



5.3.2.2 Extrakcia

Vzorku zmieSanu z bezvodym siranom sodnym preniest’ na koloénu. Preliat’ 50 ml aceténu
(3.1.21). Eluat zachytavat’ do 100 ml Erlenmayerovych baniek zo zabrusom. Eluat odparit’ na
rota¢nej vakuovej odparke a dofiikat’ do sucha pod pradom dusika. Rezidua rozpustit’ v 4 ml
mobilnej fazy (3.2.2.2). Umiestnit’ na ultrazvuk na 2 min. Preniest’ do vialiek, napichnit’ na
chromatografickt kolonu.

5.3.3 Extrakcia pomocou ASE 200 (accelerated solvent extraction)
Vzorky obsahujtce vicsie mnozstvo tuku.
5.3.3.1 Extrakcia

Tabulka 5 Pracovné podmienky extraktora ASE 200

Tlak systému 1500 PSI
teplota pece 120 0C
Oven Heat-up Time 5 min.
Static Time 5 min.
Solvent chloroform /aceton /2:1/

Flush Volume 60 % of extraction cell volume
Nitrogen Purge 150 PSI 90 sekund
Pocet cyklov 2

Extrakt v zachytnej 40 ml konickej nadobke vlozit do TURBOVAPU 11 a odfukat’ pri 40 °C
na 1 ml. Zbytok dofuikat’ dusikom. Do banky pridat pomocou pipety 2 ml chloroformu
(3.1.26). Extrakt precistit’ na gélovej permeacnej kolone.

Stanovenie ostatnych farbiv

5.3.4 Extrakcia

Koreniny

Ku vzorke pridat’ 40ml 10% kyseliny vinnej (3.2.7), priviest’ do varu, ochladit’. Pridat’ 40ml
etanolu (3.1.31), premiesat’, odstredit’ 5 mintt pri 23 000 x g pri izbovej teplote, prefiltrovat
cez filter sklené vlakna Whatman 4. Extrakt precistit’ na SPE kolonke (4.25). Eluat premiesat’
na Vortexe a prefiltrovat’ cez striekackovy mikrofilter a napichnut’ na chromatografickt
kolonu.

Ostatné matrice

Vzorku zaliat' zhruba 5 ml vody. Nechat postat. Zaliat’ zmesou petroléter : aceton (1:1)
(3.2.4) v Erlenmayerovej banke a nechat’ rozdelit’ vrstvy (cca 12 hod.). Hornu vrstvu opatrne
zliat aspodnt vrstvu extrahovat 100 ml zmesou metanol : amoniak (80:20) (3.2.5)
v ultrazvukovom kupeli 20 min. Prefiltrovat’ cez filter a zahustit’ na turbovape pri 60°C na
objem cca 5 ml. Preliat’ do 10 ml odmernej banky a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou.

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



5.4 Chromatograficka analyza

LC podmienky stanovenie azofarbiv:

chromatograficka kolona: LiChrospher 100 RP-18e, 5 um, 125 X 4 mm
teplota kolony: 30 °C

prietok mobilnej fazy 0.6 ml/min

dizka analyzy 11 min., izokraticka elticia

eluent : 0,01 M octan aménny v acetonitrile

Nastrek: 20 pl

MS podmienky stanovenie azo farbiv:

Tabul'ka 6 Parametre nastavenia MS/MS detekcie

¢.seg. 1 2 3 4 5 6 7
min. 1-2,2 2,2-3,1 | 3,1-4,35 4,35-6 6-7,1 7,1-8,7 8,7-11
scan 180-460 | 120-300 | 140-270 | 140-300 | 140-370 | 140-390 | 210-410
target | 400 292 249 277 353 380 381
mass
Ionizacia iy . o o o o i
pozitivna | negativna | pozitivha | pozitivha | pozitivha | pozitivna | pozitivha

Tabulka 7 Parametre nastavenia MS/MS detekcie

name seament RT Precursor Product Width Amplitude
g min m/z m/z m/z Vv
Orange 11 1.9 351 195,277, 5 1
, 333
Rhodamine 19 443 5
Para red 3 2.7 292 13%133 2 1,05
Sudan . D5 IS 336 254 156,237 2 0.9
Sudén I. 4 3,46 249 156,232 2 0,8
Sudén IL 5 49 277 156,260 2 0.7
Sudan I1I. 6 6,49 353 156,197 2 115
S“dé‘nlléed B 7 7.45 380 157,183 2 0.4
Sudan IV. 8 9,52 381 276.224 2 0.6

Tabul'’ka 8 Parametre nastavenia MS/MS detekcie
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¢.seg. 2 3
min. 1-2,5 2,2-4
scan 120-460 | 150-320
farget | 300 250
mass
Ionizécia iy .
pozitivna | pozitivnha

Tabulka 9 Parametre nastavenia MS/MS detekcie

name seament RT Precursor Product Width Amplitude
g min m/z m/z m/z \%
Orange 11 1.9 351 195,277, 2 1
333
Rhodamine 2
1,9 443 399,4, 3554 2
Auramine O 1,9 323 239, 268,305 4 0,9
Dimethyl yellow 105,120,134,
2,9 226 107211 2 0,95
Toluidine red 3
2,9 308 156,291 2 0,65
LC podmienky stanovenie ostatnych farbiv:
HPLC
chromatograficka kolona: C18
teplota kolony: 30 °C
prietok mobilnej fazy 0.6 ml/min
eluenty: B — acetonitril , C 0,01 M octan aménny
gradientova ellicia
Nastrek: 50 pl
UPLC
chromatograficka koléna :UPLC C18
teplota kolony: 30 °C
prietok mobilnej fazy 0.3 ml/min
eluenty: B — acetonitril ,A- 0,01 M octan aménny
gradientova ellcia
Naéstrek: 10 pl
MS podmienky stanovenie ostatnych fabiv
LC MSD lon trap
Tabulka 10 Podmienky nastavenia MS/MS detekcie
RT | Precursor Product Width | Amplitude
Name segment min miz m/z m/z Vv
ponceau 4R 4,5 539 521,401,457,203 4 0,33
allura 2 4,9 453 217,272,435 4 0,55
red 2G 51 466 424, 448,406 2 0,3
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Quattro Premiere
Tune Page:red 2G.jpr

Voltages: Analyser:

Capillary (kV) : 3,6 LM Resolution 1: 13,5
Extractor (V): 7 HM Resolution 1: 13,5
RF Lens (V): 0 lon Energy 1: 1
Temperatures: Entrance: 0

Source Temp (°C): 120 Exit: 1

Desolvation Temp (°C): 400 LM Resolution 2: 13,5
Gas Flow: HM Resolution 2: 13,5
Desolvation (I/hr): 850 lon Energy 2: 0,5

Cone (I/hr): 85

Tabulka 11 Podmienky MS/MS detekcie

RT Precursor Product Cone Collision
Name .
min. m/z m/z \Y eV
158 33
ponceau 4R 1,44 539 2232 40 29
217,2 25
allura red 1,66 453,2 202.3 30 38
4242 15
red 2G 1,83 466,1 342.2 28 20

5.4.1 [Iniciacny test

Azo farbiva:

Nainjektovat’ na chromatografickl kolonu roztok SW1 (3.3.4.1). Skontrolovat’ pomer signalu
k Sumu produkovanych i6nov. Pomer by mal byt’ vyssi ako 6.

Ostatné farbiva:

Nainjektovat’ na chromatografickt kolonu roztok SW2 (3.3.4.2). Skontrolovat’ pomer signalu
k Sumu produkovanych iénov. Pomer by mal byt’ vyssi ako 6.

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je vyhodnotena pomocou matricovej kalibracnej krivky s korekciou na
vnutorny Standard. Do kalibra¢nej zavislosti sa vynasa na

0s X: pomer koncentracie zlozky/ koncentracie vnitorného Standardu

os y: pomer plochy zlozky/plochy vnutorného Standardu

Kvantifikacia — metdda vnatorného Standardu.

C koncentracia vzorky ( pg/kg)

C=lc] samplearea - SI Sd [c,] area

SI samplearea - Sd |c, | area
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Kvantifikacia robend na dominantné produkované i6ny, ktoré st v tabul’ke 4 zvyraznené
v stipci Product. V pripade pozitivnej vzorky je nutné kontrola iénovych pomerov
kvantifikaénej a kvalifikaénej tranzicie. I6novy pomer musi spiiiat’ podmienky definované
V Nariadeni ES 657/2002

7 LITERATURA

1. F. Tateo, M. Bononi, Fast determination of Sudan | by HPLC/APCI-MS in hot chilli,
spices, and oven-baked foods, Journal of Agricultural and Food Chemistry 2004, 52, 655-658
2. Method 145A Collaborative trial 145 of a method for the detection and determination of
Sudan I in chilli products by HPLC

3. F. Calbiani, M. Careri, L. Elviri, A. Mangia, L. Pistara, |. Zagnoni, Development and in-
house validation of a liquid chromatography-electrospray-tandem mass spectrometry method
for the simultaneous determination of Sudan I, Sudan Il, Sudan Il and Sudan IV on hot chilli
products, Journal of Chromatography A 2004, 1042, 123-130

8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia

UPLC - ultrat¢innd kvapalinovéa chromatografia

MS/MS - hmotnostna detekcia s minimalne dvoma tranziciami
MRPL — minimum required performance limit

RT — retencny cas

ESI - electrospray ionisation

APCI - chemickd ionizacia za atmosferického tlaku

MRM — multiple reaction monitoring

e.g.— napriklad

GPC — gélova permeacnd chromatografia
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CH 10.2. STANOVENIE AZOFARBIV METODOU LC/MS/MS

1. URCENIE METODY

AzozluCeniny patria medzi najviac pouzivané syntetické organické farbiva a viac ako
2000 tychto zlucenin je uvedenych v zozname Color Index (CI).

Azofarbiva, hlavne Sudan |sa pokladajuo za genotoxické karcinogény, a preto ich
pritomnost’ v potravinach nie je povolend na ziadnej pripustnej hladine.

Metdda je ur¢ena na stanovenie:

7 Sudénovych farbiv: Sudan I, Sudan II, Sudan III, Sudan IV, Sudan Red G, Sudan red
7B, Sudan Orange G aPara red v ¢ili produktoch, kari produktoch, koreninach av
cervenej paprike a to metddou kvapalinovej chromatografie — elektrosprej — hmotnostnej

spektrometrie.

2. PRINCIP METODY

Po extrakcii zhomogenizovanej vzorky organickym rozpuStadlom a néslednej

centrifugicii sa prefiltrovany extrakt vzorky stanovuje metddou LC/MS/MS sESI *

ionizaciou.
3. POMOCKY
3.1 PRISTROJE ZARIADENIA

e Ultra Turrax

e Centrifuiga

e \ortex

e Milli-Q-Plus, systém na precistovanie destilovanej vody, Millipore
LC-MS/MS systém (Agilent) = kvapalinovy chromatograf 1100 s quartérnou gradientovou
pumpou a vakuovym degasserom + hmotnostny spektrometer MSD Trap SL.
3.2 CHEMIKALIE A ROZTOKY
Vsetky pouzité materialy a chemikalie musia byt vhodné pre HPLC analyzu
Aceton pre HPLC, metanol pre HPLC, chloroform pre HPLC, kyselina mrav¢ia p.a.
HPLC-grade H,0, ziskana precistenim destilovanej vody v zariadeni Milli-Q-Plus
Sudan | (1-[(2,4-dimethylphenyl)azo]-2-naphthalenol)
Sudan 11 (1-(phenylazo)-2-naphthol),
Sudan 11 (1-(4-phenylazophenylazo)-2-naphthol)
Sudan IV (o-tolyazo-o-tolyazo-beta-naphthol)
Sudan Red G (1-(2-methoxyphenylazo)-2-naphtol)
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Sudan Red 7B (1-(4-phenylazo)-phenylazo-2-ethylaminnaphtalene)
Sudan Orange G (4-phenylazo-1,3-dihydroxybenzene)
Para Red (1-(4-nitrophenylazo)-2-naphthol)

4. BEZPECNOST PRI PRACI
Dodrziavanie Zasad pre bezpecnu pracu v chemickych laboratoriach STN 018003.

5. PRACOVNY POSTUP

5.1 PRIPRAVA VZORKY
Priprava fortifikovanych vzoriek (matri¢na kalibra¢na krivka):
Navazi sa 2/5 g + 0,1 g negativnej vzorky (papriky/omacky) do piatich sklenenych
skamaviek, ktoré sa fortifikuju zmesnym Standardnym roztokom azofarbiv podl'a tabul’ky 1 (v
pripade pozitivnej vzorky podla zistenej hodnoty a vzhladom na MRPL v danej matrici).
Fortifikované vzorky sa d’alej upravuji podl'a nizSie uvedeného postupu.

Tabul’ka ¢€.1: Priprava fortifikovanych vzoriek

Mnozstvo vo vzorke Pridavok standardu v pl
[ma/kg] paprika omacka
0,05 10 25
0,10 20 50
0,25 50 125
0,50 100 250
1,00 200 500

Extrakcia vzorky:
Korenie, zmesné koreniny, mletd paprika:

Analyzovana vzorka sa dokonale zhomogenizuje. Do sklenej centrifugacnej skimavky sa
odvéazi lg priemernej vzorky, zaleje sa acetonitrilom avzorka sa premieSa na vortexe.
Skumavky sa vlozia do ultrazvuku. Potom nasleduje centrifugacia 10 mintt pri 1000 ot/min
a 10 °C. Extrakt sa prefiltruje cez filtratny papier so sklenym vldknom do odmernej banky
a doplni sa po znacku. Extrakt po prefiltrovani cez 0,45 pum filtre je pripraveny na analyzu
LC/MS/MS.

Omacky, zlozené potravinové produkty:

Analyzovana vzorka sa dokonale zhomogenizuje. Do sklenej centrifugacnej skiimavky sa
odvazi 5g priemernej vzorky, rozmiesa sa s malym mnoZzstvom siranu sodné¢ho a zaleje sa

acetonitrilom avzorka sa premie$a na vortexe a nasleduje centrifugacia 10 minat pri 1000
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ot/min a 10 °C. Extrakt sa prefiltruje cez filtrany papier so sklenym vlaknom do odmernej

banky a doplni sa po znacku.. Extrakt po prefiltrovani cez 0,45 um filtre je pripraveny na

analyzu LC/MS/MS.

5.2 PRIPRAVA MERANIA

LC podmienky:

Mobilna faza:

Prietok:

Nastrek:

Teplota kolony:
Celkovy cas:
Analyticka koléna
MS podmienky:
Ioniza¢ny mod
Nebuliser

Dry gas

Dry temp

* Poznamka:

A = Voda + 0,1 % kyselina mrav¢ia (1 ml kyselinyna 1 L)

B = Metanol + 0,1 % kyselina mrav¢ia

Izokraticky: 3% A +97 % B

0,2 ml/min
20 ul
35°C

23 min

Luna C18, 250 x 2.1 mm, 5um s predkolénou - Phenomenex

ESI, positive
40 psi

9 I/min N,
350°C

Dusik do MSD je vyrabany in situ generatorom dusika (Parker Balston-UK) z kompresoru

vzduchu (Jun Air-Dansko) pri 6 baroch.

5.3 MERANIE

Prekurzorovy ion: i6n, ktory je vyselektovany v prvom MS kroku.

Produktovy ion: 16n, ktory je vyselektovany v druhom MS kroku, vytvoreny z prekurzorového

i6nu koliziou indukovaného napétia (CID = Collision induced dissociation).

Tabulka ¢. 3: MS/MS fragmentacia

Poradie Zltenina Prekurzor | Produktion | Fragmentacna | Segment/RT
piku i6n (m/z) (m/z) energia + (0,5 min
1. Sudan Orange G 215 198;122 1.40 2/4.1*

2. Para Red 294 156;128 1.35 2/5.3*

3. Sudan Red G 279 248,262,122 1.30 2/6.0*

4. Sudan | 249 232;156,93 1.30 2/6.3*

5. Sudan 11 277 260,120 1.30 3/8.7*

6. Sudan Il 353 197;156 1.80 3/9.8*
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7. Sudan Red 7B 380 183;169 1.40 4/12.3

8 Sudan IV 381 224,276 1.50 5/15.4

* MRM = multi reaction monitoring

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV
Vyhodnocovanie nameranych udajov prebieha v dvoch rovinach:

1. Data analysis — na identifikaciu latok (moznost’ sledovat’ chromatogram alebo MS spektra,

pripadne préca s vlastnou kniznicou spektier)
2. QuantAnalysis — na kvantifikaciu latok
Prepocet latkovej koncentracie na hmotnostnu:

hodnotu vysledku vyjadrujeme v mg/kg vzorky podla nasledujuceho vzorca:

m = hmotnost’ v mg/kg

¢ = namerana koncentracia analytu v mg/I
V = objem v ml

n =navazka vzorky v g

r = zried’ovaci faktor
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