CH 12.25.

STANOVENIE VITAMINOV ROZPUSTNYCH VO VODE METODOU
HPLC

1 STANOVENIE KYSELINY ASKORBOVEJ
1.1 PRINCIP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa okysli 0.01 M H2SOg, prefiltruje, popripade nariedi. Takto
upravena vzorka sa nastrekuje na chromatograficki koldénu s obratenymi fazami a po
rozdeleni sa deteguje DAD detektorom pri vlnovej dizke 267 nm. Kvantifikacia sa
prevedie metodou externej kalibracie.

1.2 POUZITELNOST METODY

Metoda je vhodnd na stanovenie kyseliny askorbovej (vitaminu C) v ndpojoch, instantnych
napojoch, vitaminovych pripravkoch, cukrikoch, ovoci a zelenine.
Rozsah metody je uvedeny vo valida¢nom liste.

1.3 CHEMIKALIE A ROZTOKY

1.3.1 Cisté chemikalie

1.3.1.1 kyselina sirova 1 M p.a.
1.3.1.2 kyselina sirova 96% p.a.
1.3.1.3 ascorbic acid

1.3.1.4 deionizovana voda

1.3.2 Roztoky a reagencie

1.3.2.1 0,01 M kyselina sirova (napipetovat’ 10 ml 1 M kyseliny sirovej (1.3.1.1) do 1000 ml
odmernej banky a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou alebo 0,53ml
koncentrovanej kyseliny sirovej(1.3.1.2) preniest’ do 1 1 odmernej banky a doplnit’ po
rysku deionizovanou vodou). Pripravovat’ vzdy Cerstvu.

1.3.3 Standardné roztoky
1.3.3.1 Zasobny roztok standardu ZR1 (1000 mg/l v 0,01 M kyseline sirovej)

Kyselinu askorbovu (1.3.1.3) navazit’ na analytickych vdhach v mnozstve presne 100 mg do
100 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku s 0.01 M kyselinou sirovou (1.3.2.1). Tento
zékladny roztok ma koncentraciu 1000 mg/l. Pripravovat’ vzdy Cerstvy.

1.3.3.2 Kalibra¢né roztoky Standardu

Napipetovat’ jednotlivé objemy uvedené v tabul’ke 1 do 10 ml odmernych baniek a doplnit’ po
znacku 0,01 M kyselinou sirovou (1.3.2.1). Kalibra¢né roztoky pripravit’ vzdy Cerstvé pred
kazdym meranim.

Tabulka 1 Kalibra¢né roztoky Standardu kyseliny askorbovej




Koncentracia kyseliny

Pridavok zo zasobného

askorbovej v roztoku Oznacenie roztoku ZR1
roztoku

(mg/l) )

1 AS1 10

2,5 AS2 25

5 AS3 50

7,5 AS4 75

10 AS5 100

20 AS6 200

2

PRISTROJE A POMOCKY

Ovladanie pristrojov a zariadeni je uvedené v SPP ¢.1.2.01 CH
Kvapalinovy chromatograf s DAD detektorom.
chromatograficka kolona: LC-18

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9

analyticka vaha
homogenizator
ultrazvukovy kupel

tlakova nddoba s oxidom uhli¢itym potravinarskym

exikator
striekacky
filtracny papier

2.10 odstredivka

2.11

3  PRACOVNY POSTUP

3.1
3.1

Navazit

Priprava vzorky

.1 Tuhé materialy

odmerné laboratorne sklo

filter alebo odstredit’ podl'a povahy vzorky.

3.1

Odpipetovat’ 1 - 10 ml vzorky podla predpokladaného obsahu kyseliny askorbovej do 100
ml odmernej banky a doplnit’ s 0.01 M kyselinou sirovou(1.3.2.1) po znacku, 15 min
sonikovat’ Vv ultrazvukovom kupeli. Extrahovany roztok zliat cez skladany filter alebo
odstredit’ podl'a povahy vzorky.

.2 Kvapalné vzorky

3.2 Chromatograficka analyza

LC-podmienky

chromatograficka kolona: LC-18

teplota kolony: 25°C

1 - 10 g zhomogenizovanej vzorky podla predpokladaného obsahu kyseliny
askorbovej do 100 ml odmernej banky a doplnit’ s 0.01 M kyselinou sirovou (3.2.1) po
rysku, 15 min sonikovat’ v ultrazvukovom kupeli. Extrahovany roztok zliat’ cez skladany




mobilna faza: 0.01 M H,S04(3.2.1)

nastrek 50 pl

teplota kolony: 25°C

prietok: 0.8 ml/min

detekcia: 267 nm, R-0.05 ( pre Schimadzu)

4  VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je umerna hodnotam plochy pikov. Ich vyhodnotenie je vykonané
porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych v kalibra¢nych roztokoch.

Cy=Cs.R  (mg/kg)

Cy - koncentracia kyseliny askorbovej v mg/kg
Cs - koncentracia kyseliny askorbovej ur€ena z kalibracnej krivky (mg/1)

R - stupeii riedenia
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6 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - kvapalinovy chromatograf / kvapalinova chromatografia/
UV/VIS - ultraviolet visible

DAD - detektor dibdového pola

LOD - limit detekcie

LOQ - limit kvantifikacie



CH 12.25.
STANOVENIE VITAMINU C METODOU HPLC
1. ROZSAH POUZITEENOSTI METODY

Skusobna metoda je pouzitelnd pre stanovenie kyseliny L — askorbovej (vitamin C — rozpustny
vo vode) v potravinach rastlinného pévodu a v napojoch.

2. PRINCiP METODY

Zriedené a upravené vzorky analyzujeme reverznofazovou HPLC s UV detekciou pri vlnovej
dizke 244 nm.

3. PRISTROJE A POMOCKY

* Ultrazvukovy vodny kapel

* Laboratérna trepacka

* Milli-Q-Plus, systém na precistenie destilovanej vody

* HPLC pristroj HP 1100 s UV detektorom Agilent 1100

* Analyticka kolona: LiChroCART 250-4, Purospher 100 RP 18e (5um)
* Predvazky a analytické vahy

* Injekéna striekacka 100 a 500 p

+ Kalibrované odmerné sklo

4. CHEMIKALIE A ROZTOKY

Pokial nie je uvedené inak, pouZzivajui sa chemikalie Cistoty p.a.:
* Acetonitril —Uvasolv, Chromasolv

* Kyselina meta-fosfore¢na (3% vodny roztok)

* Kyselina orto-fosfore¢na

* Hydrogénfosforecnan didraselny

* Deionizovand voda

* Referen¢ny material: vitamin C ( L-ascorbic acid)

5. PRACOVNY POSTUP PRiPRAVY VZORIEK

a) nealkoholické napoje, sirupy, napoje v prasku

Nealkoholické ndpoje po premieSani a kratkej sonikacii v ultrazvukovom kupeli navazujeme
alebo pipetujeme do odmernej banky a riedime na vhodna koncentraciu 3% roztokom kyseliny
meta-fosforecnej. Po filtracii ddvkujeme na chromatografickt kolonu. Roztoky népojov v prasku
a sirupov pripravime navazenim 1-5 g vzorky a néslednym rozpustenim do presné¢ho objemu 3%
roztoku kyseliny m-fosforeénej v odmernej banke.

b) cukrovinky a ostatné pozivatiny




Odvazime 1-5 g zhomogenizovanej vzorky cukrarenského vyrobku, zalejeme 3% roztokom
kyseliny m-fosforecnej, vzorku vytrepavame na laboratornej trepacke a  extrahujeme Vv
ultrazvuku. Vzorku prefiltrujeme cez filtratny papier a pripadne nariedime podl'a koncentracie
analytu. Takto pripraveny filtrat podrobime HPLC analyze.

6. HPLC STANOVENIE

« Analytickd koléna:  LiChroCART 250-4, Purospher 100 RP 18¢ (5pum)predkolénou
RP18 4-4, (5um)

* Mobilna faza: A =0.002 M K;HPO4 (navazime 0,348 g KoHPO, a rozpustime v 1litri
redestilovanej vody), timivy roztok upravime na pH 2,6 pomocou kys.
o-fosforecne;j
B = acetonitril

* Zlozenie mobilnej fazy: izokraticka elticia 98 % A + 2% B

* Prietok mobilnej fazy: 0,8 ml/min

* Objem néstreku: 10 pl
* Teplota kolony: laboratorna
* Detekcia: UV pri 244 nm

Vzorky pripravené postupom uvedenym v kapitole 5. kvantifikujeme vysokoucinnym
kvapalinovym chromatografom.

7. SPRACOVANIE NAMERANYCH UDAJOV A VYHODNOTENIE VYSLEDKOV

Pre vypocet koncentracie vitaminu C pouzivame multikalibraény program Data analysis, ktory je
stcastou programového vybavenia pre ovladanie chromatografického systému a spracovanie
chromatografickych udajov LC chemstation software.
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