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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Praktické cviceni

Priprava vzorku z potravinové matrice
a stanoveni endogennich cizorodych latek
chromatografickymi metodami.

Vypracoval: RNDr. Ivana Borkovcové, Ph.D.
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Priprava vzorki z potravinové matric a stanoveni endogennich cizorodych
latek chromatografickymi metodami.

Biogenni aminy

Nizkomolekularni organické baze, endogenni cizorod¢ latky

Vznik dekarboxylaci aminokyselin ptislusSnymi dekarboxyldzami

Fermentacni procesy, fermentované salamy, zrajici syry, kvasené zeli, pivo, vino
Kazeni potravin (histamin). 100 ppm v motskych rybach a vyrobcich z nich

Metody stanoveni:

Tenka vrstva

Iontova chromatografie

RP-HPLC s post- nebo pre- kolonovou derivatizaci

Derivatizac¢ni ¢inidla: OPA, dansylchlorid

Exprimentalni ¢ast:
Roztoky:
e 10% TCA
e nasyceny roztok hydrogenuhli¢itanu Na
e derivatizacni ¢inidlo: 5 mg dansylchloridu/1 ml acetonu, vzdy Cerstvy, chranén proti
svétlu
e roztoky standardi BA
e 10 mg kazdého BA/25 ml odmérné baiiky, doplnit 0,1M HCI
e (,02M kyselina octova (2,3 ml/1L vody)

Mobilni faze
A: 100 ml AcCN + 900 ml 0,02M kyseliny octové
B: 100 ml 0,02M kyseliny octové + 450 ml AcCN + 450 ml MetOH

Pracovni postup:
e 5 gvzorku navazit do 100 ml kadinky
45 ml 10% kyseliny trichloroctové
homogenizator (ultra-turrax), 3 minuty
filtrace, 45 um nylonovy filtr
1 ml filtratu + 1 ml nasyc. roztoku uhli¢itanu + 1 ml roztoku dansylchloridu do
zkumavky
zazatkovat, obalit alobalem, inkubace 40°C/60 min.
pridat 50 ul amoniaku a ponechat v temnu 30 min.
extrakce 3x 1 ml petroletheru
spojené extrakty odpafit
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e rozpustit v 1 ml mobilni faze

e prefiltrovat do vialky (45 um nylonovy filtr)

e RP-HPLC analyza

Parametry HPLC stanovent:

Chromatograficka kolona: Zorbax Elipse XDB C18; 1,6 x 150 mm, 4,6 um

Detekce: FLR 330/500 nm
Teplota kolony 35C

Nastiik 10 ul

Gradientova eluce
Vyhodnoceni metodou ESTD




