CH11.2

STANOVENIE ANTIOXIDANTOV METODOU HPLC
1. URCENIE METODY

Butylhydroxyanilin (d’alej len BHA), Butylhydroxytoluen (d’alej len BHT), Propylgalat (d’alej
len PrG), Oktylgalat (d’alej len OcG) a Dodecylgalat (tiez ako Laurylgalat) (d’alej len LaG) su
antioxidanty , ktorych pritomnost’ sa sleduje v nasledovnych komoditach: jedlé tuky a oleje,
Cerstvé maslo, margariny, majonézy, majonézové vyrobky, vajecné zmesi a pod

2. PRINCIiP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa opakovane extrahuje organickymi rozpustadlami v deliacom
lieviku. Extrahovana Cast’ sa odpari do poslednej kvapky a rozpusti sa v acetonitrile. Takto
pripravena vzorka sa analyzuje HPLC chromatografiou s UV/VIS detekciou.

3. POMOCKY

3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

Kuchynsky mlyncek, pripadne Ultra Turrax

Ultrazvukovy vodny kupel

Rotacna vakuova odparka

Laboratérna trepacka

Milli-Q-Plus, systém na precistovanie destilovanej vody, Millipore

HPLC zostava SUMMIT, f. Dionex s UV/VIS detekciou a softvérom Chromeleon
Analyticka kolona endcap C18, 250mm, s predkolonou RP — 18

Mikropipety

Kalibrované odmerné sklo

3.1. CHEMIKALIE A ROZTOKY

Vsetky pouzité materialy a chemikalie musia byt vhodné pre HPLC analyzu

Acetonitril, gradient grade pre HPLC

Hexan, pre spektrometriu

Kyselina octova, p.a.

HPLC-grade H,0, ziskana precistenim destilovanej vody v zariadeni Milli-Q-Plus
Referencné materidly antioxidantov: BHT, BHA, OcG, PrG, LaG

Hexan nasyteny acetonitrilom: pripravi sa zmieSanim 500ml hexanu a 200ml acetonitrilu
v deliacom lieviku. Po pretrepani sa odoberie vrchna hexanova vrstva.

Acetonitril nasyteny hexdnom: pripravi sa zmieSanim 500ml acetonitrilu a 200ml hexanu
Vv deliacom lieviku. Po pretrepani sa odoberie spodna acetonitrilova vrstva.



4. BEZPECNOST PRI PRACI

Pri praci treba dodrziavat’ zasady pre bezpe¢na pracu v chemickom laboratoriu podla STN 01
8003.

5. PRACOVNY POSTUP
5.1. PRIPRAVA VZORKY

Laboratorna vzorka sa zmixuje tak, aby sa ziskal homogénny material. Odoberie sa najmenej
100g, ktora sa uchovava v chladnic¢ke az po analyzu.
Z ulozenej laboratornej vzorky sa odoberie 1,0 = 0,1 g zhomogenizovanej vzorky.

Extrakcia vzorky:

Navazi sa 1,0 g £ 0,1g zhomogenizovanej vzorky, rozpusti sa v hexane (hexan nasyteny
acetonitrilom) a kvantitativne sa prenesie do 1 odmernej banky a doplni sa hexanom po
znacku. Z banky sa vzorka preleje do deliaceho lievika a extrahuje sa acetonitrilom (acetonitril
nasyteny hexanom). Spojené acetonitrilové extrakty sa ulozia do chladni¢ky po dobu aspon 12
hodin. Po ochladeni sa spojené acetonitrilové extrakty odparia na rotacnej vakuovej odparke
do poslednej kvapky a zvySok v banke sa rozpusti v acetonitrile. Roztok sa d’alej chladi eSte
cca 3 hodiny v chladnicke. Po vybrati sa roztok vzorky prefiltruje cez striekackovy filter do
vialiek a je pripraveny na meranie.

5.2. PRIPRAVA MERANIA

HPLC podmienky:

Mobilna faza A = acetonitril
B = 5 % roztok kyseliny octovej v HPLC — grade H,O
Prietok 1 ml/min
Nastrek 100 pl
Teplota kolony 25°C
Celkovy ¢as 20 min

Analytickd kolona  LiChrocart systém s napliou LiChrospher 100RP — 18, Spum, 250mm,
s integrovanou predkolonou

Tabulka: Gradient HPLC

Cas (min) Mobilna faza A (%) Mobilna faza B (%)
0 50 50




1 50 50

11 95 5

13 50 50

20 50 50
5.3. MERANIE

Meranie vzoriek
Extrakty vzoriek sa analyzuji kvapalinovym chromatografom, ktory je Specifikovany
v kap.3.1.

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV
Vyhodnocovanie nameranych tdajov sa vykonava pomocou programu Chromeleon .
Kazda vzorka sa podrobuje automatickej spektralnej analyze v rozsahu vinovych dlzok 220-

370 nm.

Prepocet latkovej koncentracie na hmotnostnu:
hodnota vysledku sa vyjadruje v mg/kg vzorky podla nasledujiceho vzorca:

cV.r
m

mc

m. = koncentracia analytu vo vzorke v mg/kg

¢ = namerana koncentracia analytu v mg/I

V = objem acetonitrilu, do ktorého sa rozpusti odparok vzorky v ml
m = navazka vzorky v ¢

r = zried'ovaci faktor
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CH 11.2.

STANOVENIE ANTIOXIDANTOV METODOU HPLC / DAD

1 PRINCIP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa extrahuje v deliacom lieviku a stanovi sa metédou HPLC . Na
analyzu sa pouzije chromatografickd kolonu s obratenymi fazami a po rozdeleni rezidui sa
tieto deteguju UV-VIS detektorom pri vlnovej dizke 280nm. Kvantifikicia sa prevedie
metodou externej kalibracie.

2 POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodna na stanovenie butylhydroxytoluénu (BHT), butylhydroxyanizolu (BHA),
propylgalatu  (PG), oktylgalatu (OG), dodecygalatu (DG), etylgalatu (EG), 2,4,5,-
trihydroxibutyrophenone (THBP), tert-butylhydrogiunone (TBHQ), 2,6-di-tert-Butyl-4-
hydroxymethylphenol (lonox-100) a nordihydroguaiaretic acid (NDGA) v olejoch,
majonézach, tukoch, rybacich vyrobkoch, zuvackach.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 acetonitril

3.1.2 metanol

3.1.3 kyselina octova

3.1.4 n-butanol

3.1.5 izopropanol

3.1.6 n-hexan

3.1.7 petroléther

3.1.8 BHA (Butylated hydroxyanisole)

3.1.9 BHT (2,6-Di-tert-butyl-4-methyl-phenol)
3.1.10 PG (Propyl gallate)

3.1.11 OG (Octyl gallate)

3.1.12 DG (lauryl gallate))

3.1.13 EG (ethyl gallate)

3.1.14 THBP (2,4,5,- Trihydroxybutyrophenone))
3.1.15 TBHQ (tert-Butylhydrogiunone)

3.1.16 lonox-100 (2,6-di-tert-Butyl-4-hydroximethylphenol)
3.1.17 NDGA (Nordihydroguaiaretic acid)

3.1.18 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 5 % kyselina octova (preniest 50 ml kyseliny octovej (3.1.3) do 1 | odmernej banky
a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.18)).

3.2.2 acetonitril : metanol (1:1 v/v) (do 500 ml odmernej banky preniest’ 250 ml acetonitrilu
(3.1.1) a doplnit’ po rysku metanolom gradient grade (3.1.2).

3.2.3 acetonitril : izopropanol (1:1 v/v) (do 500 ml odmernej banky preniest 250 ml
acetonitrilu isocratic grade (3.1.1) a doplnit’ po rysku izopropanolom (3.1.5) ).




3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobny roztok Standardu BHA ZR1 (1000 mg/l v zmesi acetonitril/izopropanol)
Navazit’ 50 mg BHA (3.1.8) do 50 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po znacku zmesou
acetonitril/izopropanol (1:1 v/v)(3.2.3).

3.3.2 Zasobny roztok Standardu BHT ZR2 (1000 mg/l v zmesi acetonitril/izopropanol)
Navazit’ 50 mg BHT (3.1.9) do 50 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po znacku zmesou
acetonitril/izopropanol (1:1 v/v)(3.2.3).

3.3.3  Zasobny roztok standardu PG ZR3 (1000 mg/l v zmesi acetonitril/izopropanol)
Navazit’ 50 mg PG (3.1.10) do 50 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po zna¢ku zmesou
acetonitril/izopropanol (1:1 v/v)(3.2.3).

3.3.4 Zasobny roztok Standardu OG ZR4 (1000 mg/l v zmesi acetonitril/izopropanol)
Navazit’ 50 mg OG (3.1.11) do 50 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po znacku zmesou
acetonitril/izopropanol (1:1 v/v)(3.2.3).

3.3.5 Zasobny roztok standardu DG ZR5 (1000 mg/l v zmesi acetonitril/izopropanol)
Navazit’ 50 mg DG (3.1.12) do 50 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po znacku zmesou
acetonitril/izopropanol (1:1 v/v)(3.2.3).

3.3.6  Zasobny roztok Standardu EG ZR6 (1000 mg/l v zmesi acetonitril/izopropanol)
Navazit' 50 mg EG (3.1.13) do 50 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po znacku zmesou
acetonitril/izopropanol (1:1 v/v)(3.2.3).

3.3.7 Zasobny roztok Standardu THBP ZR7 (1000 mg/l v zmesi acetonitril/izopropanol)
Navazit’' 50 mg THBP (3.1.14) do 50 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po znacku zmesou
acetonitril/izopropanol (1:1 v/v)(3.2.3).

3.3.8  Zasobny roztok standardu TBHQ ZR8 (1000 mg/l v zmesi acetonitril/izopropanol)
Navazit’' 50 mg TBHQ (3.1.15) do 50 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po znacku zmesou
acetonitril/izopropanol (1:1 v/v)(3.2.3).

3.3.9 Zasobny roztok standardu Ionox-100 ZR9 (1000 mg/l v zmesi acetonitril/izopropanol)
Navazit' 50 mg lonox-100 (3.1.16) do 50 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po znacku
zmesou acetonitril/izopropanol (1:1 v/v)(3.2.3).

3.3.10 Zasobny roztok standardu NDGA ZR10 (1000 mg/l v zmesi acetonitril/izopropanol)
Navazit' 50 mg NDGA (3.1.17) do 50 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po znacku zmesou
acetonitril/izopropanol (1:1 v/v)(3.2.3).

3.3.11 Zékladny zmesny roztok BHA, BHT, PG, OG, DG, EG, THBP, TBHQ, lonox-100,
NDGA AFCL1 (100 mg/l v zmesi acetonitril/izopropanol)

Zobrat’ po 5ml zadsobného roztoku Standardu BHA ZR1 (1000 mg/1) (3.3.1), BHT ZR2 (1000
mg/l) (3.3.2), PG ZR3 (1000 mg/l) (3.3.3), OG ZR4 (1000 mg/l) (3.3.4), DG ZR5 (1000 mg/l)
(3.3.5), EG ZR6 (1000 mg/l) (3.3.6), TBHQ ZR8 (1000 mg/l) (3.3.8), lonox-100 ZR9 (1000
mg/l) (3.3.9), NDGA ZRI10 (1000 mg/l) (3.3.10) a preniest do 50 ml odmernej
banky. Doplnit’ po znacku acetonitril/izopropanol (1:1 v/v)(3.2.3).



3.3.12 Zakladny zmesny roztok BHA, BHT AFC2 (25mg/l v hexane)

Zobrat' 1,25 ml zésobného roztoku Standardu BHA ZR1 (1000 mg/l) (3.3.1) a 1,25 ml
zasobného roztoku Standardu  BHT ZR2 (1000 mg/l) (3.3.2). Preniest do 50 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po zna¢ku n-hexanom (3.1.6).

3.3.13 Zakladny zmesny roztok PG, OG AFC3 (25mg/l v hexane)

Zobrat' 1,25 ml zasobného roztoku Standardu PG ZR3 (1000 mg/l) (3.3.3) a 1,25 ml
zasobného roztoku Standardu OG ZR4 (1000 mg/l) (3.3.4). Preniest do 50 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po znacku n-hexanom (3.1.6).

3.3.14 Zakladny zmesny roztok DG, EG AFC4 (25mg/l v hexane)

Zobrat' 1,25 ml zdsobného roztoku Standardu DG ZR5 (1000 mg/l) (3.3.5) a 1,25 ml
zasobného roztoku Standardu EG ZR6 (1000 mg/l) (3.3.6). Preniest’ do 50 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po zna¢ku n-hexanom (3.1.6).

3.3.15 Zakladny zmesny roztok THBP, TBHQ AFCS5 (25mg/l v hexane)

Zobrat' 1,25 ml zasobného roztoku $tandardu THBP ZR7 (1000 mg/l) (3.3.7) a 1,25 ml
zasobného roztoku Standardu  TBHQ ZR8 (1000 mg/l) (3.3.8). Preniest’ do 50 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po znacku n-hexanom (3.1.6).

3.3.16 Zakladny zmesny roztok Ionox-100, NDGA AFC6 (25mg/l v hexane)

Zobrat’ 1,25 ml zasobného roztoku Standardu lonox-100 ZR9 (1000 mg/l) (3.3.9) a 1,25 ml
zasobného roztoku Standardu NDGA ZR10 (1000 mg/1) (3.3.10). Preniest’ do 50 ml odmernej
banky a doplnit’ po zna¢ku n-hexanom (3.1.6).

3.3.17 Kalibra¢né roztoky
Do 50 ml odmernej banky napipetovat’ jednotlivé objemy zo zdkladného zmesného roztoku

AFCI1 podl'a tabulky 1 a doplnit’ po znacku zmesou acetonitril/izopropanol (1:1 v/v) (3.2.3).

Tabulka 1 Kalibra¢né roztoky zmesného Standardu antioxidantov

Koncentracia , , )
BHA, BHT, PG, OG, DG, EG, | Oznatenie | | rdavokzozakladneho
THBP, TBHQ, lonox-100, NDGA | roztoku | “mesnehe foztoku AFCI
v kal. roztoku (mg/l) (mi)
1 Al 05
25 A2 1,25
5 A3 2,50
75 Ad 3,75
10 A5 5,0

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf AGILENT s DAD detektorom
4.2 analyticka vaha

4.3 homogenizator

4.4  ultrazvukovy kupel



4.5 chromatograficka kolona C18, 250mm
4.6 filter

4.7  diskovy filter

4.8 laboratorne sklo

4.9 rota¢na vakuova odparka

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Priprava vzoriek pre kontrolu kvality

Na pripravu vzoriek sa pouziju negativne matrice. Vzorky sa fortifikuji na trovni 25mg/kg.

Tuky a oleje

Navazit' 1 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ jednotlivé roztoky podla tabulky 2 pre
fortifikdiciu BHA, BHT, PG a OG. Premiesat na Vortexe. Nechat postat 15 minut
a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.2.2

Tuhé vzorky

Navazit' 1 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ jednotlivé roztoky podla tabulky 2 pre
fortifikaciu BHA, BHT, PG, OG a DG. Premiesat’ na Vortexe. Nechat' postat’ 15 minut
a pokracovat’ podl'a procediry od bodu 5.2.2

Tabul’ka 2 Priprava fortifikovanych vzoriek (antioxidanty)

Koncentracia BHA, Pridavok | Pridavok | Pridavok Pridavok Pridavok
BHT, PG, OG, DG,
EG, THBP, TBHQ roztoku roztoku roztoku roztoku roztoku
' ’ ’ AFC2 AFC3 AFC4 AFC5 AFC6
lonox-100, NDGA vo (ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
vzorke (mg/kg)
0 0 0 0 0 0
25 1 1 1 1 1

5.2 Priprava vzoriek tukov a olejov

5.2.1 Predpriprava

Navazit' 1 g zhomogenizovanej vzorky.

5.2.2 Extrakcia

Vzorka sa rozpusti v. 50ml ml hexanu (3.1.6). Zmes preniest’ do deliaceho lievika, obaleného
do hlinikovej folie (kvoli ochrane proti degradécii antioxidantov svetlom) a extrahovat’ 50 ml
acetonitrilu (3.1.1). Spodnu acetonitrilovii vrstvu v deliacom lieviku preniest do 250 ml
gulatej banky. Odparit a rozpustit vzmesi acetonitril: izopropanol (1:1 v/v/)(3.2.3).
Prefiltrovat’ do vialky.

5.3 Priprava tuhych vzoriek

5.3.1 Predpriprava

Navazit' 1 g zhomogenizovanej vzorky .



5.3.1 Extrakcia

Vzorka sarozpusti v 50ml ml hexanu (3.1.6). aprefiltruje sa cez skleneny filter. Zmes
preniest’ do deliaceho lievika, obaleného do hlinikovej folie (kvoli ochrane proti degradacii
antioxidantov svetlom) a extrahovat’ 50 ml acetonitrilu (3.1.1). Spodnu acetonitrilova vrstvu
v deliacom lieviku preniest’ do 250 ml gul'atej banky. Odparit’ a rozpustit’ v zmesi acetonitril:
izopropanol (1:1 v/iv/) (3.2.3). Prefiltrovat’ do vialky.

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

5.4 Chromatograficka analyza

koldna: C18, 250 mm

mobilna faza:

A — acetonitril: metanol (3.2.2)
B - 5% kyselina octova (3.2.1)
prietok MF: 1,0ml/min.
detekcia DAD: 280 nm
nastrek: 20 pl

Gradientova eltcia

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Nasnimané spektra sa porovndvaju so spektrami kalibraénych roztokov. Spektra kalibraénych
roztokov st ulozené v kniZnici spektier.

Koncentracia zlozky je umernd hodnotdm 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 urcena z kalibracnej krivky (mg/1)
R - stupeii riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - kvapalinovy chromatograf / kvapalinova chromatografia/
DAD - diode array detector

THBP - 2,4,5-Trihydroxybutyrophenone

TBHQ — tert-Butylhydroquinone

NDGA — nordihydroguaiaretic acid



CH11.2

STANOVENIE ANTIOXIDANTOV METODOU HPLC
1. URCENIE METODY

Butylhydroxyanilin (d’alej len BHA), Butylhydroxytoluen (d’alej len BHT), Propylgalat (d’alej
len PrG), Oktylgalat (d’alej len OcG) a Dodecylgalat (tiez ako Laurylgalat) (d’alej len LaG) su
antioxidanty , ktorych pritomnost’ sa sleduje v nasledovnych komoditach: jedlé tuky a oleje,
Cerstvé maslo, margariny, majonézy, majonézové vyrobky, vajecné zmesi a pod

2. PRINCIiP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa opakovane extrahuje organickymi rozpustadlami v deliacom
lieviku. Extrahovana Cast’ sa odpari do poslednej kvapky a rozpusti sa v acetonitrile. Takto
pripravena vzorka sa analyzuje HPLC chromatografiou s UV/VIS detekciou.

3. POMOCKY

3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

Kuchynsky mlynéek, pripadne Ultra Turrax

Ultrazvukovy vodny kupel

Rotacna vakuova odparka

Laboratérna trepacka

Milli-Q-Plus, systém na precistovanie destilovanej vody, Millipore

HPLC zostava SUMMIT, f. Dionex s UV/VIS detekciou a softvérom Chromeleon
Analyticka kolona endcap C18, 250mm, s predkolonou RP — 18

Mikropipety

Kalibrované odmerné sklo

3.1. CHEMIKALIE A ROZTOKY

Vsetky pouzité materialy a chemikalie musia byt vhodné pre HPLC analyzu

Acetonitril, gradient grade pre HPLC

Hexan, pre spektrometriu

Kyselina octova, p.a.

HPLC-grade H,0, ziskana precistenim destilovanej vody v zariadeni Milli-Q-Plus
Referencné materidly antioxidantov: BHT, BHA, OcG, PrG, LaG

Hexan nasyteny acetonitrilom: pripravi sa zmieSanim 500ml hexanu a 200ml acetonitrilu
Vv deliacom lieviku. Po pretrepani sa odoberie vrchna hexanova vrstva.

Acetonitril nasyteny hexdnom: pripravi sa zmieSanim 500ml acetonitrilu a 200ml hexanu
Vv deliacom lieviku. Po pretrepani sa odoberie spodna acetonitrilova vrstva.



4. BEZPECNOST PRI PRACI

Pri praci treba dodrziavat’ zasady pre bezpecnu pracu v chemickom laboratoriu podl'a STN 01
8003.

5. PRACOVNY POSTUP
5.1. PRIPRAVA VZORKY

Laboratorna vzorka sa zmixuje tak, aby sa ziskal homogénny material. Odoberie sa najmenej
100g, ktoré sa uchovava v chladnic¢ke az po analyzu.
Z ulozenej laboratornej vzorky sa odoberie 1,0 = 0,1 g zhomogenizovanej vzorky.

Extrakcia vzorky:

Navazi sa 1,0 g £ 0,1g zhomogenizovanej vzorky, rozpusti sa v hexane (hexan nasyteny
acetonitrilom) a kvantitativne sa prenesie do 1 odmernej banky a doplni sa hexanom po
znacku. Z banky sa vzorka preleje do deliaceho lievika a extrahuje sa acetonitrilom (acetonitril
nasyteny hexanom). Spojené acetonitrilové extrakty sa ulozia do chladni¢ky po dobu aspon 12
hodin. Po ochladeni sa spojené acetonitrilové extrakty odparia na rotacnej vakuovej odparke
do poslednej kvapky a zvySok v banke sa rozpusti v acetonitrile. Roztok sa d’alej chladi eSte
cca 3 hodiny v chladnicke. Po vybrati sa roztok vzorky prefiltruje cez striekackovy filter do
vialiek a je pripraveny na meranie.

5.2. PRIPRAVA MERANIA

HPLC podmienky:

Mobilna faza A = acetonitril
B = 5 % roztok kyseliny octovej v HPLC — grade H,O
Prietok 1 ml/min
Nastrek 100 pl
Teplota kolony 25°C
Celkovy ¢as 20 min

Analytickd kolona  LiChrocart systém s napliou LiChrospher 100RP — 18, Spum, 250mm,
s integrovanou predkolonou

Tabulka: Gradient HPLC

Cas (min) Mobilna faza A (%) Mobilna faza B (%)
0 50 50

10



1 50 50

11 95 5

13 50 50

20 50 50
5.3. MERANIE

Meranie vzoriek
Extrakty vzoriek sa analyzuji kvapalinovym chromatografom, ktory je Specifikovany
v kap.3.1.

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV
Vyhodnocovanie nameranych tdajov sa vykonava pomocou programu Chromeleon .
Kazda vzorka sa podrobuje automatickej spektralnej analyze v rozsahu vinovych dlzok 220-

370 nm.

Prepocet latkovej koncentracie na hmotnostnu:
hodnota vysledku sa vyjadruje v mg/kg vzorky podla nasledujiceho vzorca:

cV.r
m

mc

m. = koncentracia analytu vo vzorke v mg/kg

¢ = namerana koncentracia analytu v mg/I

V = objem acetonitrilu, do ktorého sa rozpusti odparok vzorky v ml
m = navazka vzorky v ¢

r = zried'ovaci faktor
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