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Stanoveni celkového cholesterolu v mléce metodou HPLC

1. Princip

Po alkalické hydrolyze (saponifikaci, zmydelnéni) vzorku methanolickym roztokem
hydroxidu draselného je cholesterol z reak¢ni smési extrahovan do n-hexanu, extrakt promyt
vodou do neutrdlni reakce. Finalni stanoveni celkového cholesterolu je provedeno
kapalinovou chromatografii na reversni fazi.

2. Rozsah pouziti

Metoda slouzi ke stanoveni celkového cholesterolu v matrici zivo¢isSného pavodu; mléku,
tuku, masu, vajecném zloutku.

3. Bezpecnostni opatieni

Pti ptipravé roztoku KOH pracujeme v digestofi, smes chladime ve vodni 1azni
Alkalickou hydrolyzu provadime v digestofi
Pti praci s rotacni vakuovou odparkou pracujeme s ochrannymi brylemi

4. Material

Chemikalie

KOH, p.a.

10 mol.I"' roztok KOH, p¥ipravime rozpusténim 56,1 g KOH ve 100 ml vody
methanol, p.a.

methanol pro HPLC

n-hexan, min. ¢istoty p.a.

siran sodny, bezvody, vyzihany
ethanol, 96%.

fenolftalein, 1% roztok v 96% ethanolu
DIO voda

SRM Whole Egg Powder (NIST, USA)

Laboratorni sklo

baiiky 50 ml s plochym dnem a zabrusem, sklenéné zatky se zabrusem, zpétny chladic,
odmérny valec 10 ml, separacni nastavec, délici nalevky 100.ml,

zkumavky, se zdbrusem a zatkou

vialky pro HPLC

Pomicky
membranové filtry nylonova, 45um, injekéni stiikacky 2 — 5 ml, automatické pipety
varna deska, laboratorni ttepacka, pfedvazky, analytické vahy, rotacni vakuova odparka
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5. Pracovni postup
5.1 Priprava vzorku
Do zabrusové banky 50 ml dame 1 g vzorku mléka
0,3 ml roztoku vnitiniho standardu stigmasterolu (0,1%),

>
>
> 9 ml methanolu a 1 ml 10M hydroxidu draselného.
>

Zahiivame za stalého michani pii teploté 65 C pod zpétnym chladi¢em po dobu 30

> Po ochlazeni sejmeme barku z chladice, pfiddme 5 ml deionizované vody a 10 ml n-
hexanu.

> Barnku opatiime zatkou, a na laboratorni tfepacce intenzivné tfepeme 10 minut.

> Pomoci separa¢niho néstavce odebereme hexanovy podil do délici nalevky, ve které je

asi 10 ml deionizované vody s kapkou roztoku fenolftaleinu pro kontrolu pH.

> Obsah délici nalevky protfepeme, po oddéleni vrstev odpustime spodni vodnou vrstvu
a hexanovy roztok v d¢€lici banice opakované promyjeme 5 ml vody do neutrdlni reakce (asi
2x, zmizi fialové zbarveni fenolftaleinu).

> Hexanovy podil vysusime vyzihanym bezvodym siranem sodnym, pfemistime do
zkumavky se zdbrusem, piidame asi 0,5 g siranu, zazatkujeme a nechdme 15 minut stat
v chladnu a temnu.

> Odebereme hexanovy podil,(asi 5 — 8 ml, podle povahy extraktu) do 50 ml zédbrusové
batiky a na rota¢ni vakuové odparce odpaiime pravé dosucha. Teplota 1azné je 60C, tlak 360
bar.

> K odparku v bance ptiddme 2 ml methanolu, rozpustime, zfiltrujeme ptes 0,45 um
nylonovy filtr do vialky pro HPLC stanoveni.

5.2 Podminky HPLC stanoveni

> kapalinovy chromatograf, skladajici se z Cerpadla, zasobniku mobilnich fazi, UV
detektoru nebo detektoru s diodovym polem, autosampleru, kolonového termostatu.

> chromatograficka kolon s reverzni fazi C8, napt. Zorbax Eclipse XDB C8 150x4,6
mm o velikosti ¢astic Sum (Agilent, USA).
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> detekce pfi vinové délce 205 nm, teplota kolony je 35C, velikost nastiiku 20 pl.

> mobilni faze je binarni smés voda/methanol 5:95, analyza se provadi v izokratickém
usporadani.

> sbér a vyhodnocovani dat je provedeno syst¢émem Empower 2 nebo Breeze (Waters).
> pro kvantifikaci bylo pouzijeme metodu vnitiniho standardu.

6. Vyhodnoceni vysledkii

Analyzou roztokd cholesterolu o koncentracich vrozmezi 1 — 1000 mg.l”' vytvoiime
kalibraéni pfimku v pfislusné procesni metodé, ze které pak stanovime koncentraci
cholesterolu v analyzovaném vzorku (mg.l™"), kterou pak prevedeme na hmotnostni
koncentraci.
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Chromatogram vzorku kravského mléka s pfidavkem vnitiniho standardu stigmasterolu .
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7. Schema pracovniho postupu

1 ml (1 g) vzorku
0,3 ml ISTD
9 ml MetOH

1 ml 1¢ M KOH

saponifikace

var 65 °C/30 min
\ 4

5 ml DIO vody
10 ml n-hexanu

|

extrakce (LLE)

trepacka/10 min

’

separace hexanového podilu
promyti DIO vodou (2-3x)
suSeni bezv. Na,SO4

|

odpareni n-hexanu
RVO/360 bar/60 °C

|

2 ml MetOH
rozpusténi odparku
filtrace/0,45 um nylonovy filtr

'

HPLC stanoveni




