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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Standardni operatni postup

HMF_1

Stanoveni hydroxymethylfurfuralu v potravinach
metodou UPLC

V Brné dne 20. 11. 2011

Vypracoval: RNDr. lvana Borkovcova, Ph.D.
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1. Princip

Po pevedeni z matrice do vodného roztoku je HMF stamémometodou kapalinové
chromatografie s UV detekci.
Priprava vzorku spiva:

0 U medu rozpughim ve vod a filtraci,

o u keiupi, marmelad, protlak dZusi jsou vyereny vodné roztokyinidly

Carrez | a Il a nasledrfiltrovany.

2. Rozsah pouziti

Metoda slouzi ke stanoveni hydroxymethylfurfuralnedu, marmeladach, &gech,
zeleninovych a ovocnych protlacich, ovocnycavach a dalSich produktech.

3. Material

Chemikalie

roztoky Carrez | a ll
deionizovana voda
methanol pro HPLC
hydroxymethylfurfural

Laboratorni sklo
odnerné baky 25 ml
kadinky 25 ml
sklergné tyEinky
vialky pro HPLC

Pomicky

membranove filtry nylonové, 22m
injekéni stikacky 2 — 5 ml
automatické pipety 1 ml
analytické vahy

ultrazvukova laze

4. Pracovni postup
4.1. Priprava standardnich a pracovnich rozédkydroxymethylfurfuralu

Zasobni roztok o koncentraci 1000 rifgé gipravi rozpu&tnim 100 mg pevného standardu
HMF ve 100 ml neionizované vodyiiBluSnymiednim tohoto zasobniho roztoku vodou se
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ziskaji pracovni roztoky v koncentrdm rozmezi 1 - 1000 mg.| Roztoky slouZi pro

zhotoveni kalibréni zavislosti pro chromatografické stanoveni.

'ERSIT
\e\\l As 1,

S

4

4.2.Priprava vzorku medu

Do kadinky o objemu 25 ml navazime 1 g vzorku, riztrdme v minimalnim mnozstvi vody
a kvantitative prevedeme do 25 ml oditné baiky. Roztok Zzfiltrujeme & 0,22 pm
nylonovy filtr do vialky pro HPLC stanoveni.

4.3.Priprava vzorku dzemu
Priprava je shodna pro marmelady, rostlinné a ovpcottaky, dZzusy, &tské vyzivy a dalsi.
Do kadinky o objemu 25 ml navazime 1 g vzorkumchame v minimalnim mnozstvi vody
a kvantitative prevedeme do 25 ml odimébaiky. Za promichavanifmame postuphipo 2
ml roztoki Carrez | a Carez Il a doplnime vodou po rysku.hidece stat minimathn20 min.
pii laboratorni teplat Roztok zfiltrujeme & 0,22 um nylonovy filtr do vialky pro HPLC
stanoveni

4.4. Slepy vzorek

Pracujeme podle stejného postupu jako v odsta8¢ci damisto 1 g vzorku pouzijeme 1 ml
deionizované vody

5. Podminky HPLC stanoveni

Kapalinovy chromatograf, skladajici séerpadla, zasobniku mobilnich fazi, UV detektoru,
autosampleru, kolonového termostatu.

Pro ctleni pouZzijene chromatografickou kolonu s revefami C18. o velikosttastic <2um
Detekce se provadiipvinové délce 283 nm, teplota kolony jeB5velikost nastku 5 pl.
Mobilni faze je binarni siis voda/methanol (90:10), analyza se provadi v etgdem
uspdadani.

Shkér a vyhodnocovani dat je provedeno systémem Emp2yfaters). Pro kvantifikaci bylo
pouzijeme metody jSiho standardu.
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Chromatogram vzorku medu acksu
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6. Vyhodnoceni vysledk

Analyzou roztok hydroxymethylfurfuralu o koncentracich v rozmezi-11000 mg:t
vytvorime kalibr&ni piimku v @islusné procesni metédze které pak stanovime koncentraci
HMF v analyzovaném vzorku (md)), kterou pak fevedeme na hmotnostni koncentraci.

7. Zajisténi a kontrola jakosti

Méfici cyklus z&iname analyzou roztoku standatdMF.

V kazdém cyklu zpracovavame slepy vzorek

Kazdy vzorek zpracovavdme v miniméldvou paralelnich stanovenich. Je-li RSB nez
15%, provadime dalSi paralelnéfani.

VytéZznostpostupu stanovime analyzou matricovych vaglridavkem standardu HMF na
dvou koncentrénich arovnich, nap dvojnasobek agtinasobek pedpokladaného vyskytu
HMF v matrici.

Opakovatelnaspostupu stanovime 10 — 12 paralelnimi analyzdemtického vzorku, RSD
by mélo byt maximalg 15%.

Selektivitu utime analyzou matrice, v oblasti retence HMF byesity vyskytovat rusivé
pik\.

Stabilituanalytu zjistime opakovanymi analyzami stejnéharkaz v ramci jednoho cyklu,
nag. na z&atku a konci denniho cyklu a v ramci delSiho obddbh, tyden)

Linearita stanoveni byla w@ena z hodnot kalibtai piimky a byla prokdzana na zakéad
hodnot korel&niho R a QC koeficientu. Linearita byla testovararcentranim rozsahu 1 —
1000 mg.F. Hodnoty R = 0,9997 a QC = 4,8988.

Rovnice kalibrani piimky je Y = 7.52e + 004X . 1.73e + 004

Spravnostbyla stanovena z vysletlkvytéZznosti a opakovatelnosti, protoze certifikované
refereni materidly nejsou k dispozici. #nérnd ndmi nalezena hodnota u obou pastup
byla 95,7 %..

Detekeni limity byly zjisttny métenim deseti slepych pokiusNameérené hodnoty pro mez
detekce 0,2 mgH,




