CH 3.3. Stanovenie ftalatov v alkoholickych napojoch metédou GC/ECD

1. Povod metody
Aplikacéné listy by Hewlett-Packard

2. Pouzité pristroje
Plynovy chromatograf s ECD detektorom

3. Zoznam chemikalii
Metanol
Deionizovana voda

4. Priprava vzoriek

Purifikacia vzorky (alkoholicky destilat, vino, pivo, nealko népoj a pod.) sa robi na kolonke
C-18. Na aktivovanu kolonku sa nasadi zasobnik do ktorého sa naleje vzorka a tato sa neché
pretiect’ kolonkou za pomoci vakua. Po preteceni celého objemu vzorky sa koldnka este
premyje donizovanou vodou a necha sa vysusit’ pod vakuom. Ftalaty sa z kolonky eluuju
octanom etylnatym. Octan etylnaty sa necha vol'ne odparit’ a odparok sa rozpusti v 400 pl
metanolu.

5. Podmienky stanovenia

Koléna: HP-5

Nosny plyn: He

Prietok: 15 ml/min

Injektor: splitless, 250°C
Detektor: ECD, 320°C
Teplotny program: initial: 80 °C (1 min)

I.: 30 °C/min na 180°C (0 min)
I1.: 6 °C/min na 205°C (4 min)
[11.: 20 °C/min na 290°C (3,8 min)

6. Meranie

Meranie sa robi na plynovoum chromatograf, s pouzitim detektora ECD. VVzorka sa po
nastreknuti do injektora dostava do priidu nosného plynu, nasledne prechadza celou dizkou
kolény, kde sa rozdeli na jednotlivé latky. Tieto potom postupne prichddzaji do detektora,
kde st detekované a vysledok sledujeme na chromatograme v podobe samostatnych pikov
S charakteristickymi reten¢nymi ¢asmi. Porovnanim retencnych casov a ploch prislusnych
pikov s retenénymi ¢asmi a plochami pikov Standardnych roztokov sa jednotlivé piky
identifikuju a stanovia sa ich koncentracie.

7. Kalibracia a vyhodnotenie
Vyhodnotenie sa robi metédou externého Standardu.
Standard I.: 5 mg/I di-n-butyl ftalat
5 mg/l bis-(2-etylhexyl ftalat)
Standard I1.: 10 mg/I di-n-butyl ftalat
10 mg/l bis-(2-etylhexyl ftalat)

9. Konfirmacia vysledkov stanovenia ftalatov



V pripade zistenia dubidéznych vysledkov pri stanoveni ftalatov n-dibutylftalatu a bis-
etylhexylftalatu je potrebné potvrdenie vysledkov opakovanym stanovenim tychto latok

S pouzitim pristroja GC s kolénou HP-1, pritom sa ako detektor pouzije FID.

10. Podmienky stanovenia ftalatov na plynovom chromatografe s pouZzitim kolény HP-1
Kolona: HP-1

Nosny plyn: He
Linearna rychlost’: 56 cm/sek
Teplotny program: initial: 80 °C (1 min)

l.: 32°C/min na 260°C (0 min)
[1.: 10 °C/min na 290°C (2 min)

Injektor: splitless, 250 °C
Detektor: FID, 290°C
11. Meranie

Vyhodnotené vysledky pre ftalaty ziskané na kolone HP-5 s detektorom ECD sa porovnavaju
s vysledkami ktoré boli ziskané meranim s pouzitim koléony HP-1 a detektora FID.



CH 3.3.

Stanovenie ftalatov metddou HPLC/DAD a GC/MS

1 PRINCIP METODY

Kvapalné alkoholické napoje su prefiltrované a podla povahy vzorky bud priamo
nastrekované na chromatograficku kolonu s reverznymi fazami a eluované mobilnou fazou
alebo precistené¢ metoédou SPE na C-18 kolonkach a nésledne analyzované. Detekcia je
prevedena DAD detektorom pri 220 nm. Kvantifikdcia sa prevedie metddou externej
kalibracie.

2 POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodnd na stanovenie dimethylftalatu, diethylftalatu, di-n-butylftalatu, benzyl-
butylftalatu, bis-(2-ethylhexyl)ftalatu a di-n-octylftalatu v alkoholickych napojoch Cirych aj
zakalenych (likéroch) a vo vodach. Metédou GC/MS sa stanovuju ftalaty v rybacom svale.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 acetonitril isocratic grade p.a.

3.1.2 hexan Uvasol p.a.

3.1.3 deionizovana voda

3.1.4 metanol

3.1.5 octan etylnaty

3.1.6 etanol Uvasol

3.1.7 phtalate esters Mix 1 -zmesny $tandard s koncentraciou kazdého ftalatu 200mg/1:
dimethylphtalat
diethylphtalat
benzyl-butylphtalat
di-n-butylphtalat
bis-2-ethylhexylphtalat
di-n-octylphtalat

3.1.8 standardy ftalatov:
dimethylphtalat DM
diethylphtalat DE
benzyl-butylphtalat BB
di-n-butylphtalat DB
bis-2-ethylhexylphtalat EH
di-n-octylphtalat DO

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 etanol-deionizovana voda (3.1.6)

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobny roztok standardu dimethylphtalatu ZR1 (1000mg/l v metanole (3.1.4))
Navazit’ presne 50 mg dimethylphtalatu DM (3.1.8) do 50 ml odmernej banky a doplnit’ po




znacku metanolom (3.1.4). Uchovavat v chladnicke.

3.3.2 Zasobny roztok Standardu diethylphtalatu ZR2 (1000mg/l v metanole (3.1.4))
Navazit’ presne 50 mg diethylphtalatu DE (3.1.8) do 50 ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku metanolom (3.1.4). Uchovéavat v chladnicke.

3.3.3 Zasobny roztok Standardu benzyl-butylphtalatu ZR3 (1000mg/l v metanole (3.1.4))
Navazit’ presne 50 mg benzyl-butylphtalatu BB (3.1.8) do 50 ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku metanolom (3.1.4). Uchovavat v chladnicke.

3.3.4 Zasobny roztok Standardu di-n-butylphtalatu ZR4 (1000mg/l v metanole (3.1.4))
Navazit’ presne 50 mg di-n-butylphtalatu DB (3.1.8) do 50 ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku metanolom (3.1.4). Uchovévat’ v chladnicke.

3.3.5 Zasobny roztok S$tandardu  bis-2-ethylhexylphtalatu ZR5 (1000mg/l v metanole
(3.1.4)

Navazit' presne 50 mg bis-2-ethylhexylphtalatu EH (3.1.8) do 50 ml odmernej banky a
doplnit’ po znacku metanolom (3.1.4). Uchovévat’ v chladnicke.

3.3.6 Zasobny roztok standardu di-n-octylphtalatu ZR6 (1000mg/l v metanole (3.1.4))
Navazit’ presne 50 mg di-n-octylphtalatu DO (3.1.8) do 50 ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku metanolom (3.1.4). Uchovavat v chladnicke.

3.3.7 Kalibra¢né roztoky ftalatov pre HPLC analyzu

Do 50 ml odmernych baniek pipetovat’ objemy uvedené v tabulke 1 a doplnit’ po rysku
metanolom (3.1.4).

Tabulka 1 Kalibra¢né roztoky ftalatov pre HPLC analyzu

Koncentracia DM, DE, BB, Oznacenie Pridavok zo zasobnych roztokov
DB, DE, DO v roztoku ZR1, ZR2, ZR3, ZR4, ZR5, ZR6
roztoku

(mg/l) (nl)

0,2 F2 10

0,5 F3 25

1 F4 50

2 F5 100

Kalibra¢né roztoky uchovavat’ v chladnicke.
3.3.8 Zasobny kalibraény roztok ftalatov pre GC/MS analyzu (konfirmacné stanovenie) ZR

Zasobné¢ roztoky jednotlivych Standardov ftalatov pre GC/MS analyzu sa pripravuju rovnako
ako pre HPLC analyzu podla bodov 3.3.1 az 3.3.6, ale st rozpustené v hexane (3.1.2).
Uchovavat v chladnicke.

3.3.9 Kalibra¢né roztoky ftalatov pre GC/MS konfirma¢nu analyzu
Kalibracné roztoky ftalatov pre GC/MS konfirmacnt analyzu sa pripravuju rovnako ako pre

HPLC analyzu podla bodu 3.3.7 a tabulky 1, ale s rozpustené v hexane (3.1.2).Uchovavat’
Vv chladnicke.




4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf Agilent s DAD detektorom
4.2 koldna C-18, 125mm

4.3 plynovy chromatograf VARIAN 450 — GC, 300MS TQ
4.4  GC kapilarna chromatograficka kolona VF-5ms, 30mx0,25mm 1D, DF=0,25
4.5 koloénky SPE

4.6 pipety

4.7 laboratérne sklo

4.8 filtrany papier

4.9 zariadenie pre SPE extrakciu

4.10 dusik

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Priprava vzoriek pre HPLC

5.1.1 Vodka, ¢eresnovica.....(t.j. necukornaté vzorky)

Prefiltrovat’ a priamo nastrekovat’ na koléonu v mnozstve 20 pl.

5.1.

2 Likéry, cukornaté alkoholické napoje

Napipetovat’ 2 ml vzorky do 25 ml kadicky, pridat’ cca 20 ml deionizovanej vody (3.1.4)
na zniZenie elu¢nej sily. Vzorku je potrebné prefiltrovat’ alebo odstredit’ a celé toto mnozstvo
aplikovat’ na SPE kolonku v krokoch:

1.
2.

3.
4

aktivacia kolonky : presat’ 2 ml metanolu (3.1.4) potom 2 ml deionizovanej vody (3.1.3)
aplikacia vzorky: presat’ objem 20 ml zriedenej vzorky cez kolonku pomocou
zariadenia na SPE (4.11) rychlost'ou 2 ml /min

predistenie : presat’ 3 ml deionizovanej vody (3.1.3) a 5 min. presavat’ vzduchom

elticia rezidui: presat’ 5 ml octanu etylnatého (3.1.5) a zachytavat’ do zbernej nadoby.
Potom opatrne odfukat’ dusikom do sucha. Nakoniec rozpustit’ v 2 ml metanolu (3.1.4).

Za rovnakych podmienok spracovat’ vSetky vzorky . Tento isty postup volit' pre pracovny
zmesny kalibrany roztok F5 0 koncentracii ftalatov 2mg/l za Gcelom zistenia vytaznosti
extrakéného a precistovacieho postupu .

Poznamka 1: S kazdou sériou vzoriek analyzujeme zmes etanol - voda (1:1) (3.2.1) ako slepy
pokus.

5.1.

1.

N

3 Vzorky vody

aktivacia kolénky : presat 6 ml metanolu (3.1.4) potom 6 ml deionizovanou vodou
(3.1.3)

aplikacia vzorky: presat’ vzorku v objeme 1000ml

predistenie : presat’ 3 ml deionizovanej vody (3.1.3) a vysusit’ kolonku 5 min. presavanim
vzduchu

elicia rezidui: presat’ 1 ml octanu etylnatého (3.1.5) a zachytavat do zbernej nédoby.
Potom opatrne odfukat’ dusikom do sucha. Nakoniec rozpustit’ v 1 ml metanolu (3.1.4).



Za rovnakych podmienok spracovat’ vSetky vzorky . Tento isty postup volit' pre pracovny
zmesny kalibraény roztok F5 o koncentracii ftalatov 2mg/l za G¢elom zistenia vytaznosti
extrakéného a precistovacieho postupu .

5.2 Priprava vzoriek pre GC/MS konfirmaéné merania

5.2.1 50 ml vzorky preniest’ do oddel'ovacieho lievika. Pridat’ 20 ml hexanu (3.1.2)

a intenzivne trepat’ 1 minitu. Hexanovu vrstvu odobrat’ a tento extrakt priamo nastreknit’ na
chromatograficku kolonu v objeme 1 pl. Podobne vyextrahovat’ 50 ml zmesi etanol- voda
(1:1) (3.2.1) ako slepy pokus.

5.2.2 Navazit' 0,5g vzorky s presnostou 0,1g. Pridat’ 3,5ml heptanu. Vzorku extrahovat’
v ultrazvukovom kupeli, na odstredivke. Organicku vrstvu odobrat’ na meranie.

Poznamka 2: V pripade, ze sa vzorka koncentratne vymyka z rozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentra¢ne spadala do kalibra¢ného
rozsahu.

5.3 Chromatograficka analyza
5.3.1 HPLC analyza

chromatograficka kolona C- 18, 125
mobilna faza:

A - Acetonitril isocratic grade

B — deionizovana voda

prietok: 1 ml/min.

DAD detekcia: 225 nm

nastrek: 20 pl

Gradientova eltcia

5.3.2 GC/MS konfirma¢né merania

Kapilarna chromatograficka kolona VF-5ms, 30mx0,25mm ID, DF=0,25

Tlak na hlavu kolony : 103,4 kPa Hélium 6.0

Injektor SPI : chladenie kvapalnym CO2

Program injektora : 0.2 min 80 C , potom do 270 C s 150° C/min , potom 30 min pri 270 C
a schladit’ na 80 C

Program kolony : 1,5 min 100°C, potom do 200°C s 25 C/min, potom do 240 C s 1,5 °C/min ,
potom do 270 C's 3 C/min a schladit’ na 100°C

lon trap temp : 250 ° C

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 ftalatov v mg/kg
Cs - koncentracia ftalatu uréena z kalibra¢nej krivky (mg/l)
R - stupeii riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - kvapalinovy chromatograf /vysokorychlostnd kvapalinova chromatografia/
DAD — detektor diodového pol'a

GC — Plynova chromatografia

MS — hmotnostny detektor

TQ - triplequadrupole

SPE - Solid phase extraction
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