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STANOVENI OBSAHU KYSELINY BENZOOVE METODOU HPLC

Rozsah a ucel

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu kyseliny benzoové v krmivech metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Poznamky

1

2

Obvykla koncentrace kyseliny benzoové v krmivech je (3000 — 10000) mg/kg. Pri validaci
postupu byla urcena mez detekce 1700 mg/kg a mez stanovitelnosti 2600 mg/kg. V pripade
potieby lze dosdhnout | nizsi meze stanovitelnosti.

Princip

Obsah kyseliny benzoové se stanovi po extrakci vzorku extrakéni smési metodou vysokouéinné
kapalinové chromatografie HPLC s gradientovou eluci na reverzni fazi s pouZzitim UV detekce.
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Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni stanoveno jinak.
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Kyselina chlorista, HCIO4, 70%.
Acetonitril, Eluent B.

Kyselina fosfore¢na, HaPOs, 85%.
Hydroxid sodny, pevny, NaOH.

Voda (deionizovana, demineralizovand nebo destilovand) odpovidajici stupni 1 podle
EN 1SO 3696.

Kyselina benzoova, standardni latka, 99,9%, C7HsO2, M = 122,12 g/mol.
Kyselina fosfore¢na, HaPOs, roztok, c(HsPO4) = 1 mol/I.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné bariky se odméti asi 500 ml vody (5), ptida se 68 ml kyseliny
fosforecné (3) a doplni se vodou (5) po znacku.

Kyselina fosfore¢na, roztok, c(HsPO4) = 0,01 mol/l, Eluent A.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméii 10 ml kyseliny fosfore¢né (7) a doplni
se vodou (5) po znacku.

Kyselina chlorista, HCIO4, roztok, c(HCIO4) = 0,3 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméfi asi 500 ml vody (5), pfida se 26 ml kyseliny
chloristé (1) a doplni se vodou (5) po znacku.

Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 1 mol/I.

Priprava: 40 g hydroxidu sodného (4) se rozpusti ve vod¢ (5), pievede se do 1000ml odmérné
banky a doplni po znacku.
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11 Hydroxid sodny, NaOH, extrakéni roztok, c(NaOH) = 0,05 mol/I.

Piiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméti 50 ml hydroxidu sodného (10) a doplni
se vodou (5) po znacku.

12 Zakladni standardni roztok kyseliny benzoové, ZSR, ¢ =1 g/l.
Ptiprava: Navazi se 100 mg kyseliny benzoové (6), kvantitativné se prevede do 100ml odmérné
banky pomoci roztoku hydroxidu sodného (11) a doplni se po znacku.

Poznamky

2 Se vsemi rozpoustédly a roztoky se pracuje vyhradné V digestori. PouzZivaji se bezpecnostni
bryle, ochranny odév a je nutné vyhnout se kontaktu s pokozkou.

3 Kyselina chloristd je podle narizeni (ES) ¢. 1272/2008 klasifikovana jako nebezpecna latka,
silny oxidant a Ziravina. Pri prdci s ni je nutno dodriovat bezpecnostni pravidla uvedend
v Bezpecnostnim listu.

Piistroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detekeci.
Vodni lazen.

Membranové filtry 0,45 um, PTFE 25 mm.
Analytické vahy s presnosti 0,0001 g.
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Ultrazvukova lazen.

5 Postup
5.1 Uprava zku$ebniho vzorku

Vzorek se ptipravi podle JPP Uprava vzorki krmiv a rostlinného materialu, kap. 2.9, postup 60010.1
Postupy uprav vzorki jednotlivych druhii krmiv.

Vzorek se homogenizuje a upravuje na castice o velikosti (0,5 — 1,0) mm tak, aby se zabranilo piehiati
vzorku b&hem piipravy.

5.2 Extrakce

Do vhodné 250ml zabrusové bainky se navazi 1 g upraveného zkusebniho vzorku s presnosti
na 0,001 g a prida se 40 ml extrakéniho roztoku hydroxidu sodného (11). Banka se zahiiva 1 h
pod zpétnym chladi¢em pfti (95 — 100) °C. Poté se vzorek ochladi a kvantitativné pievede do 100ml
odmérné banky a doplni po znacku roztokem kyseliny chloristé (9).

Smés se protiepe a ponecha v klidu, dokud se vznikla sraZzenina neusadi. Nékolik mililitri z horni Casti
roztoku se odebere K filtraci. Pfes membranovy filtr 0,45 um se piefiltruje asi 1 ml a pouzije k nastiiku
do HPLC systému.
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5.3  Piiprava kalibra¢nich roztoki

Interni kalibra¢ni krivka

Do série péti vhodnych 250ml ban¢k se navazi presné asi 1 g negativni matrice. K navazkam se ptida
(0; 10; 20; 30; 40) ml zakladniho standardniho roztoku kyseliny benzoové (12). Tyto roztoky
odpovidaji koncentracim (0; 100; 200; 300; 400) mg/l kyseliny benzoové. Dale se postupuje jako
pii extrakci vzorkd.

Kalibracni kiivka se sestroji z hodnot ploch pikli odpovidajicich jednotlivym kalibra¢nim bodtm.
Poznamky

4 Jako negativni matrice slouzi krmivo podobného slozeni, jako md zkouseny vzorek, ale
bez obsahu stanovované latky (analytu).

54 Stanoveni HPLC

Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkd se méfi za néasledujicich separacnich podminek
chromatografického systému.

Nésledujici podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky, za pfedpokladu, Ze
poskytuji rovnocenné vysledky.

Tabulka 1. Chromatografické podminky.

Kolona Eclipse XDB Phenyl, (4,6 x 150) mm, 5 um nebo podobna
Mobilni faze — viz tabulka 2 Eluent A — kyselina fosfore¢na (8)
Eluent B — acetonitril (2)
Pratok mobilni faze 1,5 ml/min
Teplota kolony 40 °C
Detektor UV 278 nm
Objem nastiiku 10 pl
RT kyseliny benzoové: 4,71 min (pro uvedenou kolonu)
Doba analyzy 15 min

Stabilita chromatografického systému se kontroluje nastfikem kalibra¢niho roztoku, dokud neni
dosaZeno konstantnich ploch pikti a reten¢nich ¢asti.

V kazd¢ sérii vzorkl se provede i stanoveni slepého pokusu a vhodného IRM.
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Tabulka 2. Gradientova eluce.

Cas Eluent A Eluent B
(min) (%) (%)

0 90 10

11 25 75

12 90 10

15 90 10

6 Vypocet vysledki
Obsah kyseliny benzoové (X) ve vzorku (mg/kg) se vypocita podle vztahu

cxV xR
m

X =

koncentrace kyseliny benzoové ve zkouseném vzorku (mg/1) odectena z kalibra¢niho grafu,
objem extraktu vzorku (ml),

hmotnost zkusebniho vzorku (g),
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faktor fedéni.
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