CH 11.5.

STANOVENIE KYSELINY CITRONOVEJ METODOU HPLC / DAD

1 PRINCIP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa okysli 0.01 M H2SOg4, prefiltruje, ak je potrebné nariedi.
Takto upravena vzorka sa nastrekuje na chromatograficki kolonu s obratenymi fazami a po
rozdeleni sa deteguje DAD detektorom pri vilnovej dizke 220 nm. Kvantifikacia sa
prevedie metodou externej kalibracie.

2  POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodnd na stanovenie kyseliny citronovej Vv napojoch, ovoci, zelenine,
vitaminovych pripravkoch.
Rozsah metddy je uvedeny vo validacnom liste.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 kyselina sirova 1 M p.a.

3.1.2  kyselina sirova koncentrovana 96%
3.1.3 citric acid anhydrous p.a.

3.1.4 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 0.01 M kyselina sirova (10 ml 1 M kyseliny sirovej(3.1.1) preniest do 1000 ml
odmernej banky a doplnit’ deionizovanou vodou (3.1.4) alebo 0,53ml koncentrovane;j
kyseliny sirovej(3.1.2) preniest do 1 1 odmernej banky a doplnit po rysku
destilovanou vodou(3.1.4). Roztok sa pripravuje vzdy Cerstvy.

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobny roztok Standardu ZR1 (1000 mg/l v 0,01 M kyseline sirovej)

100 mg kyseliny citronovej (3.1.3) navazit’ na analytickych vahach v mnozstve presne do 100
ml odmernej banky a doplnit’ po znacku s 0.01 M kyselinou sirovou (3.2.1). Zasobny roztok
sa pripravuje vzdy Cerstvy pred kazdym meranim.

3.3.2 Kalibra¢né roztoky

Napipetovat’ objemy podl'a tabul’ky 1 do 100 ml odmernych baniek a doplnit’ po rysku 0,01
M kyselinou sirovou (3.2.1).

Tabulka 1 Kalibra¢né roztoky standardu kyseliny citrénovej




Koncentracia CITR Oznacenie Pridavok zasobného
v roztoku (mg/l) roztoku roztoku ZR1 (ml)
10 C1 1
20 C2 2
30 C3 3
40 C4 4
50 C5 5

Kalibra¢né roztoky kyseliny citronovej sa pripravuju vzdy Cerstvé pred kazdym meranim.

4 PRISTROJE A POMOCKY

Ovladanie pristrojov a zariadeni je uvedené v SPP ¢.1.2.01 CH

4.1 kvapalinovy chromatograf s DAD detektorom
4.2 kolona LC-18

4.3 homogenizator

4.4  analytické vahy

4.5 ultrazvukovy kuapel

4.6 generator dusika

4.7 exikator

4.8 filtrany papier

4.9 odstredivka

4.10 odmerné laboratorne sklo
411 striekackovy mikrofilter

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Priprava vzorky
5.1.1 Tuhé materialy

Navazit 1 - 10 g zhomogenizovanej vzorky podla predpokladaného obsahu kyseliny
citronovej do 100 ml odmernej banky a doplnitt s 0.01 M kyselinou sirovou (3.2.1) po
znaCku, 15 min sonikovat’ v ultrazvukovom kupeli. Prefiltrovat’ cez skladany filter (4.9)
alebo odstredit’ podl'a povahy vzorky (4.10). Pred samotnou aplikaciou na kolonu je mozné
eSte vzorku prefiltrovat’ cez strickackovy mikrofilter (4.12) priamo do vialky.

5.1.2 Kvapalné vzorky

Odpipetovat’ 1 - 10 ml vzorky podl'a predpokladaného obsahu kyseliny citronovej do 100
ml odmernej banky a doplnit s 0.01M kyselinou sirovou (3.2.1) po znacku, 15 min
sonikovat’ v ultrazvukovom kupeli. Prefiltrovat’ cez skladany filter alebo odstredit’ podla
povahy vzorky. Pred samotnou aplikaciou na kolonu je mozné este vzorku prefiltrovat’ cez
striekackovy mikrofilter (4.12) priamo do vialky.

5.2 Chromatograficka analyza

chromatograficka koléna: LC-18, 250 mm
mobilna faza: 0.01 M H2SOy4



teplota kolony: 25°C
prietok: 0.8 ml/min
detekcia: Agilent DAD -220 nm

nastrek: 50 pl

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je umernd hodnotam plochy pikov. Ich vyhodnotenie je vykonané
porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych v kalibra¢nych roztokoch.

Cy=Cs.R (mg/kg)

Cy - koncentracia analytu v mg/kg
Cs - koncentracia analytu uréena z kalibracnej krivky (mg/l)

R - stupen riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - kvapalinovy chromatograf/ kvapalinovéa chromatografia/
UV/VIS — detektor UV a VIS spekta

DAD — detektor diddového pol'a

LOD - limit detekcie

LOQ - limit kvantifikacie

SD - vyberova smerodajna odchylka



