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STANOVENI OBSAHU KYSELINY BENZOOVE A SORBOVE METODOU HPLC

1 Ucel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni kyseliny benzoové a sorbové v krmnych smésich
a v premixech metodou HPLC-UV. Timto postupem se stanovi celkovy extrahovatelny obsah téchto
kyselin a jejich soli. Timto postupem Ize stanovit obé kyseliny souc¢asn¢ nebo kazdou z nich stanovit
samostatné. Mez stanovitelnosti metody zavisi na matrici vzorku stejné jako na pouzitém pfistroji.

2 Princip

Vzorky krmnych smési a premixli se extrahuji rozpoustédlem octanovy tlumivy roztok-methanol.
Extrakt se po filtraci odstiedi a po pfipadném fedéni se analyzuje metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s UV detekci.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
Voda, stupeti 2 podle CSN EN ISO 3696.

Kyselina benzoova, CéHsCOOH, CAS 65-85-0, ¢istota nejmeéné 99 %.
Kyselina sorbova, CsH7COOH, CAS 110-44-1, ¢istota nejméne 99 %.
Kyselina octova, CH;COOH, ¢(CH3COOH) = 100 %.

Methanol, CH30H, cistota HPLC.

Octan sodny trihydrat, CH3COONa-3 H>O.

Octan sodny, roztok, c(CH3COONa) = 1 mol/l.

Ptiprava: V kadince se rozpusti 13,6 g octanu sodné¢ho (6) v asi 80 ml vody (1). Pfevede se
kvantitativn€ do 100ml odmérné banky, doplni se vodou (1) po znacku a promicha. Pfi laboratorni
teploté 1ze roztok uchovat nejdéle 3 mésice.

8 Kyselina octova, roztok, c(CH3;COOH) = 1 mol/l.

N N bW =

Ptiprava: V kadince se rozpusti 6,00 g kyseliny octové (4) v asi 80 ml vody (1). Pfevede se
kvantitativné do 100ml odmérné banky, doplni se vodou (1) po znacku a promicha. Pfi laboratorni
teploté 1ze roztok uchovat nejdéle 3 mésice.

9 Octanovy tlumivy roztok, ¢ = 0,1 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odpipetuje 50 ml roztoku octanu sodného (7) a 50,0 ml
roztoku kyseliny octové (8). Ptida se asi 700 ml vody (1). Hodnota pH se upravi kyselinou octovou
(8) na hodnotu 4,6. Doplni se vodou (1) po znacku a promicha. Pti laboratorni teploté 1ze roztok
uchovat nejdéle 6 mésict.
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10  Mobilni faze, octanovy tlumivy roztok : methanol, (75 : 25), (v/v).
Ptiprava: Smicha se 250 ml methanolu (5) a 750 ml octanového tlumivého roztoku (9). Vznikly
roztok se promichd, odvzdusni v ultrazvukové ldzni a vytemperuje na laboratorni teplotu.
Pti laboratorni teploté Ize roztok uchovat nejdéle 6 meésict.
11 Extrakéni roztok, octanovy tlumivy roztok : methanol, (60 : 40), (v/v).
Ptiprava: Smicha se 400 ml methanolu (5) a 600 ml octanového tlumivého roztoku (9). Vznikly
roztok se promichd, odvzdusni v ultrazvukové ldzni a vytemperuje na laboratorni teplotu.
Pti laboratorni teploté€ I1ze roztok uchovat nejdéle 6 mésict.
12 Zasobni standardni roztok, (ZSR), ptiblizn¢ 500 mg/I1.
Ptiprava: Do 250ml odmérné baiiky se navazi presné asi 125 mg kyseliny benzoové (2) a 125 mg
kyseliny sorbové (3), rozpusti se pfiblizné ve 150 ml extrakéniho roztoku (11). Roztok se vlozi
na 5 min do ultrazvukové 1azn¢€ a potom se doplni extrak¢nim roztokem (11) po znacku a promicha.
Pti vypoctu pfesné koncentrace analytu v zdsobnim roztoku se bere v tivahu také Cistota standardu.
ZSR se skladuje podle doporuceni vyrobce, pticemz stabilita ZSR se pravidelné ovéiuje.
Poznamky
1 Hodnota pH = 4,6 octanového pufru (9) je nejvhodnéjsi pro optimalni HPLC separaci za danych
podminek.
2 Podle pozadavkii stanoveni lze pouZzit standard (ZSR) pouze s jednou kyselinou.
Priklad redéni zdsobniho standardniho roztoku: Skutecna koncentrace zdasobniho standardniho
roztoku se vypocte z udaju o cistote referencniho standardu uvedeného na certifikatu podle vztahu
c mX P
ST
kde
Cs  je skutecnd koncentrace organické kyseliny v zasobnim standardnim roztoku (12) (mg/ml);
P Cistota standardu organické kyseliny, uvedena na certifikatu vyrobce délena 100 (%);
m  navdzka organicke kyseliny (mg);
V- objem odmérné banky (ml).
4 Piistroje a pomucky
1 Laboratorni mlynek, schopny Upravy vzorku na ¢astice o velikosti 1,0 mm nebo mensi.
2 Analytické vahy s pfesnosti 0,0001 g.
3 Ultrazvukova lazen.
4 pH metr s rozliSenim nejméné na jedno desetinné misto.
5 Pipety, (100 — 5 000) ul.
6 Membranové filtry pro HPLC, 0,45 pm.
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7 Skladany filtr, velikost port (4 — 7) um.

8 Vialky sklenéné, 1,5 ml.

9 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detekei.

10 Separacni kolona, RP 18, napt. Nucleosil 120 C18, 5 um, (250 x 4,0) mm.
11 Odstredivka, ptiblizn¢ 5000 g.

5 Postup
5.1 Kalibrace

Kalibrace se provadi vzdy pred kazdym métfenim. Kalibra¢ni roztoky se pfipravi fedénim zasobniho
standardniho roztoku (12) do 100ml odmérnych ban¢k podle tabulky €. 1.

Tabulka 1. Pfiprava kalibra¢nich roztoku.

Kalibra¢ni standard | Objem ZSR (ml), (12) Ptiblizna koncentrace benzoové nebo sorbové

kyseliny v kalibra¢nich roztocich v mg/I
(pracovni rozsah) *

1 1 5

2 4 20

3 10 50

4 15 75

5 20 100

* skutecna koncentrace kalibracnich roztokli se vypocte podle skute€né koncentrace zasobniho
standardniho roztoku (12).

Na chromatografickou kolonu se déavkuje 5 ul kalibrac¢nich roztok. Z primérnych ploch pikt
pro kazdou koncentraci se sestroji kalibracni kiivka. Podle ocekavaného obsahu analytu ve vzorku
se pouziji nejméne 3 kalibra¢ni body z tabulky 1.

5.2 Priprava vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro piipravu vzorku a JPP 60010.1
Postupy uprav zkusSebnich vzorki jednotlivych druhii krmiv.

Laboratorni vzorek se upravi mletim na castice o velikosti 1 mm nebo mensi tak, aby nedoslo
ke zjevnému zahtati vzorku. Umlety vzorek se uchovava v uzaviratelné plastové nadobé tak, aby
nedoSlo ke zménam slozeni vzorku.

Pted navazovéanim vzorku se obsah nddoby zhomogenizuje ditkladnym promichanim.
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5.3 Extrakce vzorku

Do 250ml Erlenmayerovy banky se navazi presné asi 5,00 g + 10 mg upraveného zkuSebniho vzorku
krmné smési nebo premixu a ptida se 100 ml extrakéniho roztoku (11). Batika se uzavie zatkou, dobie
promicha a vlozi do ultrazvukové lazn¢€ na 30 min.

Poznamky
4 Teplota lazné pri extrakci nesmi presahnout 50 °C, aby nedoslo k odparovani extrakcniho roztoku.
5 U homogennich vzorkii s vysokou koncentraci kyselin (premixy) je mozné snizit navazku vzhledem

k omezené rozpustnosti kyseliny sorbové.

Extrakt vzorku se nechd usadit a potom se zfiltruje pies skladany filtr, pficemz prvni 3 ml filtratu
se nepouziji. Poté se filtrat jimé do konické banky. Alternativné se mtize extrakt odstiedit po dobu 3 min
pfi ptiblizn€ 5000 x g.

Zfiltrovany nebo odstiedény roztok se nafedi extrakénim roztokem (11) na kone¢nou koncentraci podle
rozsahu kalibraéni kiivky (5 — 100 pg/ml) — viz Poznamka 7.

Pred néastiikem na kolonu HPLC se extrakt jesté zfiltruje ptes 0,45 pm membranovy filtr, prvni kapky
se odstrani, zbytek se pievede do vialky a pevné se uzavfe.

Slepy pokus se piipravi stejnym zpisobem bez navazky vzorku.

54 Stanoveni

ME¢ti se za separacnich podminek chromatografického systému, které jsou uvedeny v tabulkach 2 az 3.
Uvedené parametry plati pro sestavu vysokoucinného kapalinového chromatografu a slouzi jako ptiklad
nastaveni instrumentace. V kazdé sérii stanoveni se provede stanoveni slepého pokusu a vhodného
referen¢niho materialu.

Tabulka 2. Parametry chromatografu — priklad nastaveni.

Kolona Napt. Nucleosil 120 C18, 5 um, (250 x 4,0) mm
Teplota kolony 40 °C

Mobilni faze Octanovy tlumivy roztok : methanol (75 : 25) (v/v), (10)
Pritok mobilni faze 0,7 ml/min

Objem nastiiku S5ul

Detekce DAD/UV

Vlnova délka 230 nm
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Poznamky
6 Kyselina sorbova se miiZe alternativne mérit samostatné pri 254 nm, coz je idealni vinova délka

pro tuto latku.

Na chromatografickou kolonu se davkuje 5 pl kalibra¢nich roztokd. Z plochy piku pro kazdou
koncentraci se sestroji kalibracni kiivka.

Poté se na chromatografickou kolonu davkuji extrakty vzorku a slepého vzorku, pfipravené podle bodu
5.3. Pokud koncentrace analyti pfesdhne kalibra¢ni kiivku, extrakty se vhodné zfedi a znovu se davkuji
na kolonu.

Tabulka 3. Reten¢ni ¢asy jednotlivych analytii za uvedenych podminek.

Analyt Retencni ¢as (min)
Kyselina benzoova 11,7
Kyselina sorbova 17,9

6 Vypocet a vyjadirovani vysledkii
Obsah kyseliny benzoové, respektive kyseliny sorbové (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vztahu
Conr X Vg XD
X = Chr E
m

Ccnr je koncentrace organické kyseliny v méfeném extraktu vzorku, zjiSténd z kalibracniho grafu
v mg/l,

VE objem extrak¢ni smési v ml (100 ml pro tento postup),
m hmotnost zkusebniho vzorku v g (5 g pro tento postup),
D zied’'ovaci faktor (5.3).

Pro vyjadieni vysledku jako soli organické kyseliny plati vztah

Xg = X X va;j
kde
Xs je koncentrace soli organické kyseliny ve vzorku v mg/kg,
X koncentrace organické kyseliny ve vzorku v mg/kg,
MWs molekularni hmotnost soli organické kyseliny,
MW, molekularni hmotnost organické kyseliny.
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