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Nowa metoda rozdzielania skladnikéw oraz oznaczania
kumaryny w napojach alkoholowych i w maceratach

z turéwki wonnej (hierochloe odorata) z wykorzystaniem
RP-HPLC i przeptywu zwrotnego eluentu w kolumnie

New method of separation of components and the determination
of the coumarin in alcoholic beverages and a sweet grass
(hierochloe odorata) macerates using RP-HPLC and reverse
flow of an eluent in the column (backflush)

Streszczenie: Kumaryna (1,2-benzopiron) jest naturalng substancjg wystepujgcq w roslinach
stosowanych jako dodatki smakowe i aromatyczne do napojow alkoholowych. W wyniku poja-
wienia si¢ doniesiefi o toksyczno$ci kumaryny, ograniczono wykorzystanie ekstraktéw ro$lin-
nych zawierajgcych jg jako dodatek do Zywno$ci i napojéw. Ustalono, Ze maksymalny poziom
zawarto$ci kumaryny, bezpieczny dla ludzi w Zywno$ci i napojach bezalkoholowych, wynosi
2 mg/kg, a w napojach alkoholowych wynosi 10 mg/kg. Biorgc pod uwage powyZzsze, niezwykle
wazne jest dysponowanie szybkg i selektywng metodq oznaczania zawarto$ci kumaryny za-
réwno w napojach alkoholowych, jak i w maceratach turéwki wonnej, stosowanych do produkcji
smakowych napojéw alkoholowych. Praca prezentuje wyniki badar nad warunkami rozdzielania
i oznaczania kumaryny w napojach alkoholowych i maceratach z turowki wonnej wykorzystywa-
nych do produkcji wodek ziotowych. Warunki analityczne dobrano w ten sposéb, by zapewni¢
optymalng selektywno$¢ rozdzielania w jak najkrétszym czasie. W tym celu zastosowano od-
wrécony ukfad faz RP-HPLC oraz detektor UV-DAD.

Stowa kluczowe: kumaryna, 1,2-benzopiron, Hierochloe odorata, odwrécony ukfad faz wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej RP-HPLC, przeptyw zwrotny eluentu w kolumnie

Abstract: The Coumarin (1.2 benzopiron) is a natural substance occurring in plants which is used as
a flavor and an aroma of alcoholic beverages. As a result of reports concerning toxicity of the couma-
rin, the use of the plants extracts, which were food and beverages additives is reduced. It was esta-
blished that the maximum content of coumarin, safe for human use in food and soft drinks is 2 mg/kg,
in alcoholic drinks is 10 mg/kg. Given the above, it is very important to possess a rapid and selective
method for the determination of coumarin in the flavoured alcoholic beverages, as well as macerates
of Hierochloe odorata used to produce the alcoholic beverages. This paper presents results of rese-
arch on the conditions of separation and determination of coumarin in alcoholic beverages and mace-
rates of the sweet grass used for the production of herbal vodka. Analytical conditions were defined to
ensure optimum selectivity of separation in the shortest possible time. For this purpose, the reversed
phase RP-HPLC and UV-DAD detector, were used.

Key words: coumarin, 1.2-benzopyrone, Hierochloe odorata, Reversed-Phase High Perfor-
mance Liquid Chromatography RP-HPLC, reverse flow of an eluent in the column (backflush)
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1. Wprowadzenie
(Introduction)

Kumaryna (1,2-benzopiron) o wzorze strukturalnym przedstawionym
na rys. 1, posiada szczegolne wiasciwosci aromatyczne. Dawniej byfa po-
wszechnie stosowana do aromatyzowania napojow, jednak po stwierdzeniu
jej toksycznos$ci ograniczono to zastosowanie [1, 2]. Ustalono, ze maksy-
malny poziom zawartosci kumaryny, bezpieczny dla ludzi w zywnosci i napo-
jach bezalkoholowych, wynosi 2 mg/kg, a w napojach alkoholowych wynosi
10 mg/kg [3, 4].

Stwierdzono, ze kumaryna po przekroczeniu okre$lonej dawki dziata
depresyjnie na osrodkowy uktad nerwowy (OUN) oraz uszkadza narzady
migzszowe przede wszystkim watrobe. U ludzi powazne objawy zatrucia
(bole i zawroty gtowy, nudno$ci i wymioty) wystepujg po zazyciu 3-4 g kuma-
ryny, jednak juz wielogodzinne wdychanie zapachu $wiezego siana lub zbyt
duze dawki napojéw zawierajacych kumaryne mogg wywotaé bol gtowy
i oszotomienie [1, 2].

N

O

Rys. 1. Wz6r strukturalny kumaryny
Fig.1. Structural formula of coumarin

Wczesne metody analizy zawartoSci kumaryny w zywno$ci oraz w in-
nych produktach najczes$ciej opieraly sie na technice chromatografii bibuto-
wej (PC) [5] oraz cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (TLC) w nor-
malnym uktadzie faz [6-11].

Obecnie najczeéciej stosowang technikg do oznaczenia jako$ciowego
i iloSciowego kumaryny jest chromatografia gazowa [15, 16, 20-22], wysoko-
sprawna chromatografia cieczowa (HPLC) w odwréconym uktadzie faz z de-
tektorem spektrofotometrycznym z matryca fotodiodowg (UV-VIS typu DAD)
lub ze spektrometrem mas (MS) [1, 10-20].

W badaniach zawartosci kumaryny z zastosowaniem chromatografii
gazowej wykorzystuje si¢ detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID) [21] lub
spektrometr mas (MS) [20, 22]. Najczesciej stosuje sie kolumny kapilarne
[20-22], a w zaleznosci od stosowanego detektora stosuje sie jako gaz no-
Sny: azot [21] badz hel [20, 22].

W metodach analizy kumaryny z zastosowaniem chromatografii cie-
czowej w odwréconym uktadzie faz (RP-HPLC) najczesciej wykorzystywana
jest faza stacjonarna modyfikowana faricuchami oktadecylowymi (ODS),
a jako skfadniki eluentu wykorzystuje sie wodny roztwér octanu amonu oraz
wodne mieszaniny metanolu badz acetonitrylu z dodatkiem kwasu octowego
badz mréwkowego [1, 10-20].
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W literaturze opisano wiele metod oznaczania kumaryny w zywnoSci
oraz innych produktach. Jednakze metody te, w odniesieniu do metodyki
przedstawionej w niniejszej pracy, charakteryzujg sie wykorzystaniem droz-
szej aparatury (HPLC-MS, GC-MS) badz dtugim - ponad 30 minutowym cza-
sem analizy (GC-MS, GC-FID), a w przypadku analizy maceratéw wymagajq
wstepnego etapu przygotowania probki (HPLC-MS, HPLC-DAD, GC-MS,
GC-FID).

2. Cze$¢ doswiadczalna
(Experimental)

Probki
(Samples)

Prébki napojow alkoholowych zawierajacych ekstrakt Hierochloe odo-
rata jak rowniez macerat turdwki wonnej (alk. 52% obj.) otrzymano od dwdch
polskich producentéw smakowych napojéw alkoholowych.

Odczynniki i materiaty
(Reagents and materials)

Kumaryna o czystosci 299% (do HPLC) (Sigma-Aldrich®, Niemcy),
metanol do HPLC (Merck, Niemcy), woda dejonizowana otrzymana z urzg-
dzenia Milli Q produkcji Millipore (USA), kwas octowy cz.d.a. (Chempur, Pol-
ska).

Aparatura
(Apparatus)

Chromatograf cieczowy LaChrom (Merck-Hitachi), wyposazony
w czterokanatowy system elucji, pompe L-7100, degazer, zawdr dozujacy
Rheodyne Rh-7125 z petlg dozujaca 20 ul, kolumne chromatograficzng, de-
tektor spektrofotometryczny UV-VIS-DAD 7450, oprogramowanie HSM oraz
dodatkowo w szesSciodrogowy dwupotozeniowy zawdér Rheodyne Rh-7000,
w celu wykonywania przeptywu zwrotnego eluentu przez kolumne.

Parametry metody
(Method parametres)

Prébki napojéw spirytusowych analizowane byty w formie pierwotnej
(bez rozcienczania). Prébka maceratu trawy zubrowej zostata rozcieficzona
w stosunku 1:3 za pomocg 52% etanolu, w celu zapewnienia liniowosci od-
powiedzi detektora.

W badaniach zastosowano kolumne LiChrospher® 100, RP18¢, 5 pym,
250 x 4 mm (Merck, Niemcy), temperatura kolumny 25°C.

Rozdzielanie sktadnikéw maceratu roslinnego Hierochloe odorata
oraz smakowych napojéw alkoholowych prowadzono w warunkach elucji
izokratycznej, gdzie eluent stanowita mieszanina metanolu z wodg w sto-
sunku 1:1 z dodatkiem kwasu octowego (pH 3,3). Przeptyw wynosit
1 ml/min, objeto$¢ dozowania wynosita 20 pul. Po zakonczeniu elucji kumary-
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ny z prébek maceratu przetgczono kolumne do trybu elucji wstecznej, w celu
elucji wszystkich sktadnikéw silnie oddziatujacych z fazg stacjonarng. Diu-
go$¢ fali, przy ktérej prowadzono monitorowanie: 278 nm.

Analize jako$ciowa oparto o poréwnanie widm w zakresie 210 do
600 nm, w tym na okreSleniu dtugosci fali maksimum widma piku z rozdzie-
lania prébki napoju spirytusowego i probki maceratu trawy Zzubrowej z wid-
mem wzorca kumaryny, a takze o poréwnanie czasu retencji lub wspétczyn-
nikéw retencji (k) odpowiedniego piku na chromatogramach prébek
z warto$cig czasu retencji (wspotczynnikdw retencji) substancji wzorcowej.

Analize ilosciowg dokonano metodg krzywej kalibracyjnej, w oparciu
o sygnat detektora UV- VIS typu DAD. Wykonano dwie krzywe kalibracyjne,
jedng dla probki napoju spirytusowego (krzywa 4-punktowa) oraz drugg dla
prébki maceratu trawy zubrowej (krzywa 4-punktowa). W celu sporzadzenia
krzywej kalibracyjnej dla préobek napoju spirytusowego przygotowano roz-
twory wzorcowe kumaryny w zakresie stezen od 3,45 do 14,85 [mg kumary-
ny/dm3, 40% etanolu]. W celu wykreslenia krzywej kalibracyjnej zawarto$ci
kumaryny dla maceratu trawy zubrowej przygotowano roztwory wzorcowe
w zakresie stezen od 198 do 660 [mg kumaryny/dms, 52% etanolul].

Za granice¢ wykrywalnosci (LOD) oraz oznaczalnosci (LOQ) kumaryny,
przyjeto zawarto$é w mg/dm® odpowiadajaca pikowi, odpowiednio o wyso-
kosci 3 krotnosci oraz 10-cio krotnosci poziomu szumow detektora.

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

Warunki elucji opisane wcze$niej pozwolily na szybkie i selektywne

rozdzielenie kumaryny od innych sktadnikéw zawartych w smakowym napoju
spirytusowym badz w maceracie z trawy zubrowej.
Czas retencji kumaryny w napoju spirytusowym wyniést 5,85 min. (k = 1,95),
a w maceracie trawy zubrowej wyniost 5,88 (k = 1,97). Catkowity czas anali-
zy napoju spirytusowego nie przekroczyt 8-iu minut. Catkowity czas analizy
maceratu Hierochloe odorata wraz z przeptywem zwrotnym eluentu przez
kolumne i elucja w ten sposéb sktadnikow o wysokiej retencji, nie przekro-
czyt 25 minut.

Granica wykrywalnosci kumaryny dla opracowanej metody wynosi
0,2 mg/L, a granica oznaczalno$ci wyniosta 0,6 mg/L.

Réwnanie krzywej kalibracyjnej dla kumaryny zawartej w napoju alko-
holowym wynosito y = 47158x + 9211,4, a wspdtczynnik korelacji wynidst
0,999. Réwnanie krzywej kalibracyjnej dla kumaryny zawartej w maceracie
wynosito y = 45516x + 10°, a wspdiczynnik korelacji wyniost 0,998. Wartosci
pola powierzchni dla substancji wzorcowej oraz kumaryny w badanej prébce
sg wartoSciami Srednimi dla co najmniej dwéch rezultatow nierdznigcych sie
o wigcej niz 5% wzglednych.
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Tabela 1. Poréwnanie danych statystycznych metody oznaczania kumary-
ny w napoju alkoholowym oraz w maceracie Hierochloe odorata

Table 1. Comparison of statistical data of determination of coumarin in the
alcoholic beverage and the macerate of Hierochloe odorata

. Oznaczanie kumaryny
Oznaczanie kumaryny Lo
. w maceracie Hierochloe
w napoju alkoholowym
odorata
Wspétczynnik korelacji R 0,999 0,998
Wzgledne odchylenie standardowe 0.3 0.9
(% RSD dla n=5) ’ ’
Granica oznaczalnosci LOQ [mg/L] 0,6
Granica wykrywalnosci LOD [mg/L] 0,2
0,04 A

o
=1
&

TP FPPLTPPPY POV PO OV

Intensity (LD}
= =
=R
s =

-0,01

-0,02

-0,03

-0,04

e N ) 0D N A0 LA AR L) R A M AN
01 2 3 4 5 g 7 8 9 10 11 1z 13 11 15 18
Retention Time |win)

i ;

Normalized [ T I I T I ! T I I J I ! T

Wawvelength (nm)

% &

2 &

=] 8

| i | |

.

o
i
e

Retention Time (min)

Rys. 2. Chromatogram rozdzielania sktadnikéw prébki smakowego napoju alkoholowego, uzy-
skany za pomoca detektora UV-DAD. Kolumna: LiChrospher® 100, RP18e, 5 pm,
250 x 4 mm. Temperatura kolumny: 25°C. Przeptyw: 1 ml/min. Eluent: MeOH-H,0 1:1 v/v,
z dodatkiem CH;COOH (pH=3,3). Typ elugji: izokratyczna. Detektor: UV-DAD. Objetos¢
dozowana: 20 pl. A — chromatogram przy dtugosci fali- 278 nm, B — chromatogram
w odwzorowaniu poziomicowym w zakresie od 210 nm do 600 nm. C — Widmo kumary-
ny uzyskane za pomocg detektora UV-DAD

Fig. 2. Chromatogram of separation process of alcoholic beverage sample components pro-
duced by the UV-DAD detector. Column: LiChrospher® 100, RP18e, 5 um, 250 x 4 mm.
Column temperature: 25°C. Flow: 1 ml/min. Eluent: MeOH-H,O 1:1 v/v, with addition of
CH3COOH (pH=3,3). Type of elution: isocratic. Detector: UV-DAD. Sample injection vo-
lume: 20 pl. A — chromatogram at a wavelength of - 278 nm, B — chromatogram in the
leveling mapping in a range from 210 nm to 600 nm. C — Spectrum of coumarin produ-
ced by the UV-DAD detector
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Rys. 3. Chromatogram rozdzielania sktadnikéw prébki maceratu z turéwki wonnej, uzyskany za
pomocg detektora UV-DAD. Kolumna: LiChrospher® 100, RP18e, 5 pm, 250 x 4 mm.
Temperatura kolumny: 25°C. Przeptyw: 0,8 ml/min. Eluent: MeOH-H,O 1:1 v/v, z dodat-
kiem CH3;COOH (pH=3,3). Typ eluciji: izokratyczna. Detektor: UV-DAD. Objetosé dozo-
wana: 20 pl. A — chromatogram przy dtugosci fali- 278 nm, B — chromatogram w odwzo-
rowaniu poziomicowym w zakresie od 210 nm do 600 nm. C — Widmo kumaryny
uzyskane za pomocg detektora UV-DAD

Fig. 3. Chromatogram of separation process of the sweet grass macerate sample components
produced by the UV-DAD detector. Column: LiChrospher® 100, RP18e, 5 um, 250 x
4 mm. Column temperature: 25°C. Flow: 0.8 mi/min. Eluent: MeOH-H,O 1:1 v/v, with
addition of CH;COOH (pH=3,3). Type of elution: isocratic. Detector: UV-DAD. Sample
injection volume: 20 pl. A — chromatogram at a wavelength of - 278 nm, B — chromato-
gram in the leveling mapping in a range from 210 nm to 600 nm. C — Spectrum of co-
umarin produced by the UV-DAD detector

W tabeli 1 przedstawiono dane statystyczne opracowanej metody. Uzy-
skana powtarzalno$¢ wartosSci czasu retencji, wspdlczynnika korelacji oraz
wzglednego odchylenia standardowego %RSD (obliczonego dla 5 kolejnych
dozowan prébki roztworu wzorcowego substancji badanej) zaréwno dla kuma-
ryny oznaczanej w smakowym napoju alkoholowym jak i maceracie Hierochloe
odorata, Swiadczy o zadawalajgcej powtarzalnosci opracowanej metody.

Na rys. 2 i 3 przedstawiono odpowiednio przyktady chromatogramow
dla probki napoju spirytusowego oraz maceratu trawy Zzubrowe;.
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Istotng zaletq metodyki zastosowanej w niniejszej pracy jest wykorzy-
stanie przeptywu zwrotnego eluentu w kolumnie. Co szczegdlnie dla prébek
maceratu z turéwki wonnej zapewnia bardzo dobrg powtarzalno$é parame-
tréw retencji i umozliwia nie stosowanie kolumn ochronnych, jak réwniez
wstepnego przygotowania prébki z zastosowaniem techniki ekstrakcji do fa-
zy statej (SPE ang. Solid Phase Extraction).

4. Whnioski
(Conclusions)

Opisana w literaturze technika oznaczania kumaryny w zywno$ci [15]
z zastosowaniem HPLC-MS/MS charakteryzuje sie ok. 10 krotnie nizszg
granicg wykrywalno$ci i oznaczalnosci od metodyki opisanej w niniejszej
pracy. Nalezy jednakze wzigé pod uwage, iz koszty aparatury sg wielokrot-
nie wyzsze w przypadku HPLC-MS/MS niz w przypadku HPLC-DAD. Ponad-
to, autorzy publikacji [15] poréwnali i stwierdzili, ze wspétczynnik zmienno$ci
(wzgledne odchylenie standardowe) dla techniki HPLC- MS/MS jest wiekszy
niz dla techniki HPLC-DAD, co powoduje, ze powtarzalno$¢ oznaczania ku-
maryny z zastosowaniem chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektro-
metrig mas jest znaczaco mniejsza.
Biorac pod uwage, iz w badanych prébkach smakowych napojéw alkoholo-
wych stezenie kumaryny nigdy nie byto nizsze niz 4 mg/L, mozna stwierdzic,
7ze przedstawiona w niniejszym artykule metoda jest w petni przydatna do
kontroli zawarto$ci kumaryny w napojach alkoholowych, a takze w macera-
tach trawy zubrowe;.
Zastosowanie przeptywu zwrotnego podczas analiz maceratu z turdowki
wonnej pozwolito na ominigcie etapu wstgpnego oczyszczania probki np.
technikg ekstrakcji do fazy statej (SPE), co pozwolito na skrécenie catkowi-
tego etapu badania prébki, a takze zapewnia catkowite usuniecie z kolumny
zwigzkéw silnie oddziatujacych z fazg stacjonarng, co zapewnia powtarzal-
nos¢ wynikéw oznaczania i dtugi ,czas zycia” kolumny.

Opracowana metodyka powinna by¢ takze przydatna do badania za-
warto$ci kumaryny w zywnosci, po zastosowaniu odpowiedniej metody eks-
trakcjifugowania opisanej w literaturze np. w pracy [1].
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