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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Stanoveni lipofilnich vitaminti v mléce metodou UHPLC
Vypracovaly: Mgr. Romana Kostrhounova, Ph.D.; RNDr. Ivana Borkovcova, Ph.D.

1. Princip

Je provedena alkalickd hydrolyza vzorku mléka methanolickym roztokem hydroxidu
draselného V pfitomnosti antioxidantli hydrochinonu a kys. askorbové. Uvolnéné analyty
retinol a tokoferol jsou z reakéni smési extrahovany do n-hexanu metodou LLE a nasledné je
extrakt promyt destilovanou vodou do neutralni reakce. Hexanovy podil je odpafen na rota¢ni
vakuové odparce do posledni kapky. Odparek je doplnén 1 ml metanolu a zfiltrovan do
vialky. Finalni stanoveni vyextrahovanych analyti je provedeno metodou UHPLCs UV a
FLD detekci.

2. Material

- vzorek mléka

- 10 mol/l KOH, ptipraveny rozpusténim 56,1 g KOH ve 100 ml destilované vody
- Hydrochinon

- Kyselina askorbova

- Metanol, ¢istota HPLC

- Hexan, Cistota gradient grade

- Bezvody siran sodny, vyzihany

- Fenolftalein, 1% roztok v etanolu

- Standardy lipofilnich vitaminii — retinol acetat, tokoferol acetat

- Destilovana voda

- Varné banky, 50 ml objem + sklenéné zatky
- Zpétny chladi¢

- Kadinky, 50 ml objem

- Odmérné valce, 10 ml objem

- Délici banky, objem 50 ml

- Separacni nastavce

- Sklenéné zkumavky se zdbrusem + zatky

- Pasteurovy pipety

- Vialky pro HPLC stanoveni

- Automatické pipety

- Membranové¢ filtry, 45 um

- Varna deska

- Laboratorni tfepacka

- Rotacni vakuova odparka

- UHPLC chromatogram Waters, UV detektor, FLD detektor

- Pfiprava standardnich a pracovnich roztoki retinol acetatu a tokoferol acetatu — zasobni
roztoky o koncentraci 500 mg/l se pfipravi rozpusténim 12,5 mg standardu daného
vitaminu ve 25 ml metanolu. PtisluSnym fedénim zasobniho roztoku se ziskaji pracovni
roztoky v koncentra¢nim rozmezi 0,5 — 50 mg/I.



ARLY .
SN &p
& £

2

C

) =
RPN

L4
*
*t ** I '.l !
. * * * £\
evropsky Xk Q é -

socidinf . MINISTERSTVO SKOLSTVi, 0P Vedélavani LV <
- fondvCR EVROPSKA UNIE ~ MLADEZE A TELOVVGHOVY  pro kenkurenceschopnost RUNENSY

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

QVERSITy "
&

3. Pracovni postup
Priprava vzorku

» 1 g homogenizovaného vzorku mléka odpipetujeme do 50 ml banky a piidame 10 ml
methanolického roztoku KOH (1 dil 10M KOH a 9 dilt methanolu)

Pfidame antioxidanty — kys. askorbovou a hydrochinon, Spetku

Zahtivame pod refluxem 30 minut

Po ochlazeni pfidame 5 ml deionizované vody a 10 ml hexanu

Intenzivné tfepeme 10 minut na tfepacce

Hexanovou vrstvu oddélime pomoci separacniho néstavce, neutralizujeme
destilovanou vodou a vysusime siranem sodnym

Odebereme maximalni alikvotni podil hexanu (objem si zapiSeme — nutny pro finalni
prepocet). Na rotacni vakuové odparce odpaiime témét dosucha.

Odparek rozpustime ve 1 ml methanolu, zfiltrujeme pfes 0,22 pm nylonovy filtr a
pfeneseme do HPLC vialky.

YV V. VVVVYVY

Priprava slepého vzorku a standardu
» Pracujeme stejnym postupem jako u vzorku, pouze misto 1g vzorku pouzijeme 1 ml
destilované vody, resp. 1 ml standardu

Podminky UHPLC stanoveni:

mobilni faze: methanol/ voda (93:7), izokraticky rezim, prutok 0,4 ml.min*
kolona: BEH C8, 2.1x100 mm, ¢astice 1.7 um

nastiik 4 pl

teplota kolony 35° C

detekce pti A = 325 nm (retinol), FLD detekce excitace 295 nm, emise 340 nm
doba analyzy 2,8 min, kvantifikace provadéna metodou vné&jsi kalibrace.
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UHPLC chromatogram Retinolu, UV detekce
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UHPLC chromatogram Tokoferolu, FLD detekce
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