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Souhrn

Tato prace je zamétena na piipravu povrchové modifikovanych uhlikovych pastovych
elektrod (CPE) vybranymi tenzidy a jejich nasledné vyuziti pii voltametrickém stanoveni
potravinaiskych aditiv zodpovédnych za vanilkové aroma, jakoZto sumu methylvanilinu a
ethylvanilinu. Z trojice vybranych tenzidi (dodecylsiran sodny, Triton X-100 a chlorid
cetylpyridinia) se prvni zminény ukézal jako nejvhodnéj$i povrchovy modifikator. Ve
srovnani s nemodifikovanou elektrodou byla dosaZena pozoruhodné reprodukovatelnost 0.3%
relativni smérodatné odchylky pro pét opakovani. Srovnatelné linearni rozsahy koncentraci od
~1 do 20 umol-1"" s limity detekce kolem ~20 nmol-1" by dosaZeny za optimalnich podminek
square wave voltametrie pro obé& aditiva, jmenovité pti potencidlovém kroku 5 mV, amplitudé
70 mV a frekvenci 50 Hz. Vyvinutd metoda byla rovnéz validoviana pomoci standartni
referencni metody ISO 5565 2:1999(en) pomoci analyzy pekarenského cukru, vanilkovych
suSenek a alkoholického napoje. ObdrZzené vysledky nasvédcuji, Ze voltametricky piistup
nabizi slibnou alternativu vysokotuc¢inné kapalinové chromatografii pro nizkorozpoctové
kontrolni laboratofe.

Abstract

This work is focused on the preparation of surface modified carbon paste electrodes
(CPE) by selected surfactants and their subsequent use in the voltammetric determination of
food additives responsible for vanilla flavor as the sum of methylvaniline and ethylvaniline.
From three selected surfactants (sodium dodecyl sulfate, Triton X 100 and cetylpyridinium
chloride), the first mentioned one proved to be the most suitable surface modifier. Compared
to an unmodified electrode, a remarkable reproducibility of 0.3% relative standard deviation
for five replicates was achieved. Comparable linear ranges of concentrations of ~ 1 to 20
umol-1"" with detection limits of ~20 nmol-1" were be achieved under optimum square wave
voltammetry conditions for both additives, namely at a potential step of 5 mV, an amplitude
of 70 mV and a frequency of 50 Hz. The developed method was also validated using the
standard ISO 5565 2: 1999 (en) reference method using analysis of bakery sugar, vanilla
biscuits and alcoholic beverages. The results obtained suggest that the voltammetric approach
offers a promising alternative to high performance liquid chromatography for low-cost control
laboratories.
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1. Uvod

Potravinafska aditiva lze definovat jako chemickd individua, kterd se pouZivaji
k zlepSeni organoleptickych vlastnosti a prodlouZeni trvanlivosti potravin. Aditiva se
zpravidla nepouzivaji samostatné jako potravina, nybrz jako piisada do potravin pii jejich
vyrobé, baleni, prepravé nebo skladovéani, ¢imZ se samy nebo jejich vedlejsi produkty stavaji
nebo mohou stat soucasti potraviny. Na zdkladé plivodu se mohou tyto piidatné latky
klasifikovat do dvou velkych skupin, a to pfirodni nebo syntetickd. AvSak v potravinich se
mohou vyskytovat uméle vyrobené latky, které jsou soucasné chemicky identické v pfirod¢ se
vyskytujicimi. Oznacovani téchto latek na obalu potravinaiskych vyrobku bylo zruSeno a neni
ho moZno uvadét [1].

Ptikladem je vanilin (methylvanilin, MV A), bil4 krystalicka latka se silnou kvétinovou
vuni a sladkou chuti, kterd je tékavou slozkou silice obsazené v plodech vanilkovniku
(vtomto piipadé se jednd o piirodni aroma nebo piirodni vanilové aroma), ale
v mnohonasobné vétsim mnozZstvi je produkovin chemicky nebo biochemicky z dievného
dehtu nebo celulézy. Posledni dobou byva drahy MVA nahrazovéan jeho zcela syntetickym
analogem ethylvanilinem (EVA), ktery jako ochucovadlo vykazuje tiikrat siln¢j$i aroma nez
MVA [2]. EVA se pfipravuje vicekrokovym procesem z pyrokatecholu, poc¢inaje ethylaci,
kterd poskytuje 2-etoxyfenol. Tento ether kondenzuje s kyselinou glyoxalovou za vzniku
odpovidajiciho derivétu kyseliny fenylglyoxylové [3]. Ten po oxidaci a dekarboxylaci dava

EVA (viz reakce na Obr. 1).

COOH COOH
EHD
EDGH
[DH ] [H ]
o o™ 0" e

Obrazek 1. Primyslova syntéza ethylvanilinu [3].

Ob¢ tyto latky se ptfidavaji do parfémii, 1ékti a mnoha sladkych potravin, jako jsou
suSenky, limonady, cokolady, zmrzliny, jogurty atp. Krom¢ zvySeni organoleptickych
vlastnosti potravin maji blahodarny vliv na lidské zdravi, nebot’ bylo zjiSténo, Ze inhibuji
oxidaci lipoproteinti o nizké hustoté, ¢imz sniZuji riziko kardiovaskularnich onemocnéni [4].

Na druhou stranu vysoky periodicky pfijem syntetického MVA a EVA zpusobuje bolesti
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hlavy, nevolnost a zvraceni. Nékteré toxikologické studie dokonce uvadéji, Ze tato aditiva
mohou poskodit jatra a ledviny [5].

Pro stanoveni obsahu MVA a EVA v potravinich byla vyvinuta standartni referentni
metoda oznacovana ISO 5565 2:1999(en), ktera vyuziva vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii s obracenymi fazemi (RP-HPLC), bohuzel pofizovaci ndklady této metody
jsou vysoké. Proto jsme se snazili vyvinout rychlou elektroanalytickou metodu, kterd by
mohla poslouzit jako levna alternativa pro nizkorozpoc¢tové laboratoie v kontrole jakosti
potravin. Byly popséany ¢etné voltametrické metody, zaloZzené anodické oxidaci MVA a EVA.
Nutno podotknout, Ze tyto analytické metody se neobeSly bez pouziti sofistikovanych
pracovnich elektrod (senzorti) z divodu Spatné reprodukovatelnosti opakovanych méfeni. Pri
této studii jsme zjistili, Ze k dosaZeni uspokojivych vysledkt ptispiva pfitomnost tenzidu jako
modifikatoru povrchu CPE [6]. MVA a EVA se oxiduji na kationty, které podléhaji
nukleofilni adici vody za vniku 4-formyl-1,2-benzochinonu odtrZeni pfisluSného alkoholu (viz

Obr. 2).

OCH,CH;
OH
H . O~__H
H,0, -H
-CH:CH,OH
© _H.O H
OCH,CHs CI'jBCHZOH 0

Obrazek 2. Princip voltametrického stanoveni EVA na CPE modifikované SDS.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1. PouZité chemikdlie

Analytické standardy methylvanilinu, ethylvanilinu, spolecné se pouzitymi tenzidy
(dodecylsirant sodny, SDS, chlorid cetylpyridinia, CPC a Triton X-100) byly zakoupeny od
spole¢nosti Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika). Vyse uvedené tenzidy spolend
s grafitovym praskem o velikosti ¢astic >5 um (Graphite Tyn, spol. s r. 0., Tyn nad VItavou) a
parafinovym olejem (Merck, Darmstadt, Némecko) byly pouzity pro piipravu pracovnich

elektrod.

2.2. Pracovni elektrody a pristrojové vybaveni

Veskera voltametrickd méfeni se provadela v klasickém tiielektrodovém usporadani.
Jako elektrolyt byl zvolen 0.1 M fosfore¢nanovy pufr o hodnot€¢ pH 6. Pracovni uhlikova
pastova elektroda modifikovana jednim z testovanych povrchové aktivnich latek byla spolu se
srovnavaci chloridostiibrnou elektrodou (se solnym mustkem obsahujicim 3.0 M KClI,
Metrohm CR) a platinovym pliskem (pomocna elektroda) pfipojena k potenciostatu Autolab
PGSTATI101, ovladany programem Nova verze 1.11..

Nemodifikovana CPE byla pfipravena smiSenim 0.4 g grafitového praSku CR-5a0.1 g
visk6zniho silikonového oleje MV 8000 (Lucebni zavody Kolin). Tato elektroda byla poté
ponofena do10 ml michaného roztoku piisluného tenzidu o koncentraci 0.3 mmol-1" po dobu
4 minuty. Takto modifikovana elektroda byla poté pouZita pii analyze potravin pomoci square

wave voltametrie o potencidlovém skoku 5 mV, amplitudé 70 mV a frekvenci 50 Hz.

2.3.Analytické postupy

Cely postup analyzy pekarenského cukru (Castelo) dostupného z fetézce Lidl Ceska
republika v.o.s., vanilkovych véneckl (Opavia) a vodky (Absolut Vanilia) ze supermarketu
Tesco Ceska Republika a.s. je znazornén na Obr. 3. Pfiprava jednotlivych vzorkd k analyze je
podrobné popsédna v odkazu [6]. Vzorek cukru (1 g) staCilo pouze rozpustit ve fosfatovém
pufru s obsahem 10% etanolu. Vodka mohla byt analyzovana pfimo (0.5 ml vzorku pfidano
do 19.5 ml pufru). SuSenky musely byt nejdiive nadrceny v tieci misce a aditiva byla poté
extrahovéana fosforecnanovym pufrem (100 ml) z desetigramové navazky. Extrakce probihala
v ultrazvukové 1azni po dobu 30 minut pii laboratornich podminkéch. Po filtraci za pouZiti

vyvévy (pfitomnost vlakniny) se 20 ml filtratu voltametricky analyzovalo. Celkova suma
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EVA a MVA byla stanoven pomoci metody standartniho piidavku (3x po 20 ul 0.01 M
zasobniho roztoku EVA do 20 ml fosfore¢nanového pufru s pfitomnym vzorkem).

K referencni metodé€ ISO 5565 2:1999(en) byl vyuZzit kapalinovy chromatograf Agilent
1290 Infinity (Agilent, Palo Alto, CA, USA) vybaveny bindrnim erpadlem, odplyfiovacem,
autosamplerem, detektorem diodového pole a termostatem. Signédl detektoru DAD-UV byl
sledovan pfi vinové délce 310 nm, kdy byla zaznamenéna pfisluSna spektra pro identifikaci
piku. Pro izokratické separaci (30% acetonitrilu a 70% vody) s rychlosti pritoku 0,4 ml min™
a pii teplot¢ 40°C byla vybrana kolona Ascentis Express C18 (2.7 um, 150 x 3.0 mm) ze
spole¢nosti Supelco (Bellafonte, PA, USA). U vSech analyz byl pouzit objem nastiiku 1 pL.

O<_H O<__H
H,0, -H*
-2e’, -H* -CH;CH,0OH
2", H -H,0, H*
OCH,CHs OCH,CHs C,?'SCHZOH o

frequency 10 Hz

Obrazek 3. Laboratorni postup pfi voltametrickém stanoveni pfirodné identickych aromat.

3. Diskuze a zavéry
Z obdrZzenych voltamogramt (zékladni linie) Ize ucinit zavér, Ze ne kazdy tenzid je
pouzitelny jako vhodny modifikator. Naptiklad proudové pozadi o velikosti ~60 uA bylo

nameéteno za pouZiti CPE, jejichZ povrch se modifikoval tenzidem Triton X-100. Co se tyce
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dalSich testovanych tenzidd, tak u CPC byla pozorovana dvojnasobné nizsi vyska piku pro
20 ;,lmol-l'1 EVA (rovnéz pro MVA) nezli v ptipadé SDS. Jako optimalni podminky pro
modifikaci byly nalezeny 0.3 mmol-1" koncetrace SDS po dobu &tyf minut za stélého
magnetického michadélka pii 400 otaCkach za minutu.

Ve srovnani s nemodifikovanou CPE byla dosaZena pozoruhodné reprodukovatelnost
0.3% relativni smeérodatné odchylky (RSD) pro pét opakovini. Ani obnovovanim
elektrodového povrchu po kazdém meéfeni nebylo dosazeno lepsSi opakovatelnosti
(RSD=5.85%). Srovnatelné linedrni rozsahy koncentraci od ~1 do 20 umol-1" o koeficientu
determinace R’=~0.9960 s limity detekce kolem 20 nmol-1" by dosahnuty za optimalnich
podminek square wave voltametrie pro ob¢ aditiva, jmenovité pii potencidlovém kroku 5 mV,
amplitudé 70 mV a frekvenci 50 Hz. Jak je zfejmé, vyznamny rozdil v analytickych
parametrech nebyl pozorovan, coz lze odiivodnit velmi podobnou chemickou strukturou lisici
se pouze éterickou skupinou. Pifitomnost této skupiny nema Zzadny vliv na pozici piku
(Ep=10.66 V pro ob¢ aditiva). TudiZ nelze voltametricky odliSit EVA a MVA ve vzorku
potravin a jejich obsah lze jen vyjadfit jako sumu jednoho z nich. Vyvinutd metoda byla
rovnéz validovana pomoci standartni referen¢ni metody ISO 5565 2:1999(en) pomoci analyzy
pekarenského cukru, vanilkovych suSenek a alkoholického nédpoje. Obdrzené vysledky
nasvédCuji, Ze voltametricky piistup nabizi slibnou alternativu vysokoucinné kapalinové

chromatografii pro nizkorozpoctové kontrolni laboratore.
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