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Abstract

In this article, melamine is the analyte of inté@stermined in milk with the aid of capillary
isotachophoresis. After method development, th@r@btelectrolyte system comprised 0.01
mol.L'* KOH + 0.04 mol.[* acetic acid (pH 4.15) as the leading electrolyté @.01 mol.[*
acetic acid as the terminating electrolyte. In #yistem, the presence of milk practically does
not affect the signal melamine. The calibrationetedtion characteristics are as follows:
linearity over the concentration range of 0-300 Liifgmelamine, limit of detectioma. 1
mg.L?, limit of quantification ofca. 3 mg.L* melamine. Furthermore, simple procedure and
sufficient sensitivity are also typical attributesthe method that can be recommended for
analysis of melamine in milk and related samples.
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Uvod

V roce 2008 vzbudila celo&tovou pozornost hromadné otrava 800 tisic lidi vCing,
predevsSim kojen; z nichz 50 tisic muselo byt hospitalizovano anm@jg Sest kojent
zentelo. Otrava, projevujici se poSkozenim az selhalgidvin, byla zgisobena &skou
vyZzivou umyslg kontaminovanou melaminem. Melamirgélnavysit obsah dusiku v potrawin
a tim vytvdit zdani vy3Siho obsahu bilkovin, nez kolik jichnivbylo obsaZzeno. Obdobné
otravy psi a katek v roce 2004 v Asii a v roce 2007 v USA bylyagpbeny krmivem
&inského pvodu, které rove obsahovalo melamir?

Melamin (2,4,6-triamino-1,3,5-triazin) je jpnyslow vyrakena latka pouzivanaipdevsim
k vyrobe plastickych hmot a jako zpomalavanoreni. Obvykle se vyskytuje v podéb
jemného bilého prasku, ktery je jen malo rozpustaystudené vad Obsahuje tést 67%
dusiku. Od roku 1958 byl melamitiiglgvan do krmiva skotu jako neproteinovy zdroj &usi
Casem se ukazalo, Ze jeegivykavci vatebavaji a vyuZiji jen v malé tief a od roku 1978 se
jiz do krmiv nepidava. Ridavani melaminu do Zradla prodky a psy vyustilo v jizZ zmiineé
otravy.

Akutni toxicita melaminu je nizka. \ele je ale¢ast&éné hydrolyzovan az na kyselinu
kyanurovou, jejiz akutni toxicita je sice také rdizkle spolu s melaminem tvanerozpustny
komplex, jehoZ usazovani v ledvinackiza vyustit az v jejich selhani.
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Obsah melaminu v potravindch a krmivech nebyl arotta 2007 sledovan. Od té doby byly
zavedeny (a &kolikrat zmenény) jak maximalni limity jeho obsahu v potravinadak
stanoven tolerovatelny denniijem (ADI).

Jednim z dsledki masovych otrav melaminem byl i Zmg rozvoj metod stanoveni jeho
obsahu vitznych matricich. Vypracovany byly jak laboratoroisfupy vyZadujici nakladnou
techniku, schopnéipsre uréit obsah melaminu viznych matricich na stopové uUrovni, tak
jednoduché testy tené k orientnim semikvantitativnim stanovenim resp. kkazu

piitomnosti melaminu v nadlimitnim mnozstvi v konkiétmatrici. Velka pozornost byla

vénovana i elektroforetickému stanovért® 8

Melamin je dusikatou bazi schopnou protonizaceg jpKa je @iblizné 5. Protonizovany
melamin nese kladny naboj &lm by byt mozné jej izotachoforeticky stanovit. &d praci je
popsano stanoveni melaminu po jelievedeni na protonizovanou formu.

Experimentalni ¢ast

VSechny pouzité chemikalie bylyistoty p.a., pochazely od firmy Sigma-Aldrich a yyl
pouzity bez dalSih@isténi. Pouze kyselina chlorovodikova pochazela od yfilbachema
Brno. K pipraw vSech roztok byla pouZzita demineralizovana voda.

Modelové vzorky melaminu, pouzité k optimalizacrgraetfi analyzy, néieni kalibr&nich
fad a dalSich paramétanalyzy, byly pipravovanyiednim zasobniho roztoku obsahujiciho
melamin o koncentraci 0,01 mél.l kyselinu chlorovodikovou o koncentraci 0,02 fffol.
Pridavek kyseliny je paégebny pro rozpushi melaminu, jeho rozpustnost ve studenégvjed
pomerné mala, giblizng 3,2 g.I* pii 20°C?

Ke zkoumani vlivu matrice na analyticky signal bplouZzitoCerstvé mléko polottné (1,5%
tuku) vyrobce Olma Olomouc, které sarfgme Zadny melamin neobsahovalo. Ten byl do
n¢j pridavan ungle v podols vySe zmigného 0,01 molarniho zdsobniho roztoku &dp
analyzou. Vzhledem k vysokému obsahu kafidoylo nutné vzorek mlékaied analyzou
aspa 10x ndedit.

Izotachoforeticka analyza

K méteni byl pouzit CS Isotachophoretic Analyser ZKI QIRVJT, SpiSska Nova Ves)
doplreny dvouliniovym zapisowsem TZ 4200 (Laboratorni fistroje Praha) a jeho
modernizovana pitacova verze Electrophoretic Analyser EA 102 (Villabego, SpiSska
Nova Ves). Oba ffistroje jsou dvoukolonové izotachoforetické analgmd Pouzita byla
predseparéni kolona o vnitnim piiméru 0,8 mm a délce 160 mm a analytickd kolona o
vnitinim piiméru 0,3 mm a délce 160 mm, b fluorovaného polymeru. Vzorek je vnasen
davkovacim kohoutem o objemu 30 Zaznamenavan byl signal vodivostnich detektar
jeho derivace.

Parametry analyzy

Melamin byl stanovovan za nasledujicich podmineledouci elektrolyt obsahoval
0,01 mol.I* hydroxid draselny a 0,04 mét.kyselinu octovou, jeho pH bylo 4,15 (vedoucim
iontem byl K); koncovym elektrolytem byla kyselina octova o &entraci 0,01 mol3
(koncovym iontem byl B). Do vedouciho elektrolytu nebyldigavana hydroxyethycelul6za
ani jiné podobné latky obvykle fidavané s cilem zvysit viskozitu roztoku a snizit
elektroosmoticky tok, protoZze dostupné preparé&thitb latek obsahovaly vysoké koncentrace
sodného iontu tudciho vlastni zénuiied zonou melaminu.
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Vysledky a diskuse
Titraci navazky melaminu odimym roztokem HCI bylo odteno, Ze jeho pKje piblizné 5
a Ze pi pH vysSim nez 2 je protonizovan maximéto prvniho stuph

Volba vedouciho a koncového elektrolytu

Vedouci elektrolyt musi byt dostéte kysely, aby zajistil protonizaci melaminu. | tael
piredpokladat, Ze mobilita melaminového iontu bude ot nizka. ZkouSeny byly dva
systémy elektrolyt. U prvniho systému byla jako vedouci elektrolytfita 7,5 mM kyselina
sirova (vedouci iont H a koncovym elektrolytem byl 10 mM arginin v 6 nmikyiseling sirové
(koncovym iontem je protonizovany arginin). Tenystem se filiS neosedéil, poskytoval
Spatré reprodukovatelné vysledky, coz bylo prapddobré zpisobeno pomalym rozkladem
argininu na amonny iont na klagnpolarizované elektrad pondené do koncoveho
elektrolytu. Tento amonny iont pak prochazel zérmmlaminu a mnil jeji parametry. Systém
byl také citlivy na pH roztoku vzorku.iPanalyze vzorku mléka o%eného kyselinou
(pouziva se k srézeni bilkovin a dalSich sloZekka)lélochdzelo k vyznamnému prodlouzeni
zbény vedouciho elektrolytu a tim i doby analyzyékth bylo nutno piblizné 100xtedit.

Lepsi vysledky byly dosazeny s druhym systémemijenéko byl jako vedouci elektrolyt
pouzit 10 mM hydroxid draselny, jehoz pH bylo upraw Fidavky kyseliny octové (vedouci
iont K") a koncovym elektrolytem byla 10 mM kyselina o@&adkoncovym iontem byl B.
Vliv pH resp. koncentrace kyseliny octové na segiaianti Na’, melaminu a H je na
obrazku 1. S rostoucim pH dochéazi ke snizovani litplmelaminu i koncového iontu H
zatimco mobilita ,permanentnich* ian{draselného, vapenatého, sodného iadnatého) se
prilis neneni. Jako optimalni byla vybrana koncentrace kygetiotové 40 mmol/l, f které
dochazi k dostat@ému rozliSeni zén iofaitalkalickych kowi a kowi alkalickych zemin
piitomnych v mléce, melaminu a koncového ionttiggmz mobilita vSech je dostate
vysoka, takZe lze pouzit vySSich sepafeh proud a doba analyzy nenfips dlouha.
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Obr. 1. Zavislost vy3ky zony Na melaminu a F(T) na pH vedouciho elektrolytu. Vedouci
elektrolyt: 0,01 M KOH + kyselina octova o koncextir 0,05 mol/l, 0,04 mol/l, 0,03 mol/l a
0,02 mol/l. Koncovy elektrolyt: 0,01 M kyselina og.

Zavislost velikosti signalu melaminu na koncentitagda linearni v celém zkouseném rozsahu
od 0,05 mmol:f az do 2,5 mmol}, tj. priblizné od 6 mgt do 300 mg:f. Obdobné
parametry mslo i méfeni kalibr&nich zavislosti v 10x iedkném mléku, coz znamena, ze
signal melaminu neni ovlivm piéitomnosti latek v mléku obsaZzenych. ZvySujici sdilpo
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mléka ale vyrazé prodluZzuje délky zén drasliku, vapniku, sodikuagciku a tim i dobu
analyzy, proto je vhodné vzorekepl analyzou aspolOx naedit.
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Obr. 2. Zaznam izotachoforetické analyzy Z°10nol.I* melaminu (1) a 2.I9 mol.I*
melaminu v 50x Eedtném mléce (2). Analyzétor EA 102, analyticka kolona

Reprodukovatelnost &heni, ktera byla v roztocich neobsahujicich mlékdmvedobra
(relativni odchylka 5x opakovanéhastani roztoku o koncentraci 1 mmdi.elaminu byla v
obou kolonéach nizsi nez 1 %) pdmd poklesla v roztocich s mlékem. Tento pokles byl
patrre zpisoben usazovanimekterych slozek mléka a spolu s nimi i melaminu k&
davkovaciho zdzeni. Detekni limit, tj. koncentrace, kter4 poskytne zonu écdél mm, byl
pro analytickou kolonu @mol.I* (tj. 0,8 mg.1") pri separanim proudu 4QiA, mez stanoveni
byla 20 umol.I*. DosaZenou mez stanoveni Ize dadkofikanasoby sniZit nap. snizenim
velikosti separéniho proudu, Eednim elektrolyfi nebo menSintedenim mléeka, i kdyz za
cenu prodlouzeni doby analyzy. DalSiho snizeni mszmovitelnosti by bylo mozné
dosahnout fedkEznymi separacemi, tim by ale stanoveni ,ztratikgahci*.

Zaveér
Uvedeny postup umagje stanovit koncentraci melaminu v mléce bez jakgdiv Gprav,
stai pouze jeho nadni.
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