CH 12.21.

STANOVENIE HYDROXYMETYLFURFURALU METODOU HPLC/DAD

1 PRINCIP METODY

Vzorka sa po uprave davkuje do chromatografickej kolony so zakotvenou reverznou fazou.
Meranie sa realizuje DAD detektorom pri vinovej dlzke 275nm. Kvantifikacia sa prevadza
porovnavanim ploch pikov kalibra¢ného roztoku a pikov vzorky.

2  POUZITELCNOST METODY

Metoda je vhodna na stanovenie hydroxymetylfurfuralu v mede a vyrobkoch z medu.
3 CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 HMF - (hydroxymetyl)furan-2-carbaldehyd
3.1.2 acetonitril

3.1.3 K4[Fe(CN)g].3H,0

3.1.4 ZnS0,4.7H,0

3.1.5 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 Carez I (navazit 150 g K4[Fe(CN)g].3H20(3.1.2), preniest’ do 1 1 odmernej banky
a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.6))

3.2.2 Carez II (navazit 300 g ZnSO4.7H20 (3.1.3), preniest’ do 1 1 odmernej banky a doplnit’
po rysku deionizovanou vodou (3.1.6))

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobny roztok standardu HMF (1000mg/1 v acetonitrile)
Na analytickych vahach so Styrmi desatinnymi miestami navazit’ cca. 10 mg HMF (3.1.1) do
10 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po znacku acetonitrilom (3.1.2).

3.3.2 Kalibra¢né roztoky
Do 50 ml odmernych baniek napipetovat’ objemy zékladného roztoku HMF ZRI1, podla
tabul’ky 1 a doplnit’ deionizovanou vodou (3.1.5) po rysku.

Tabulka 1 Priprava kalibra¢nych roztokov HMF




Koncentracia HMF cca. | Oznacenie . Prld? vok 70
(mg/l) roztoku zakladného roztoku
ZR1 cca. (ul)
2,00 P1 100
4,00 p2 200
6,00 P3 300
8,00 P4 400
10,0 P5 500

Kalibracné roztoky sa pripravuju vzdy Cerstvé pred kazdym meranim.

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf AGILENT s DAD detektorom
4.2 striekacky Hamilton

4.3 koldona C18, 125mm

4.4 Vortex

4.5 laboratorne odmerné sklo

5 PRACOVNY POSTUP

51 Priprava vzoriek

5.1.1 Predpriprava vzorky pre stanovenie HMF
Vzorku riadne premieSat’ a navazit’ 10 g takto zhomogenizovanej vzorky (5.1.1).

5.1.2 Priprava vzorky pre stanovenie HMF

Med rozpustit’ v deionizovanej vode (3.1.5), kvantitativne preniest’ do 100ml odmernej banky,
vycirit roztoku Carez I(3.2.1) a roztoku Carez II (3.2.2). Doplnit’" deionizovanou vodou
(3.1.5) po rysku, prefiltrovat’ a davkovat’ na chromatograficku kolonu.

Poznamka: V pripade, Ze sa vzorka koncentratne vymyka zrozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentracne spadala do kalibraéného
rozsahu.

5.2 Chromatograficka analyza
LC-podmienky

chromatograficka koléna C — 18,
mobilna faza :

A — acetonitril isocratic (3.1.2)

B - deionizovana voda (3.1.7)
prietok: 0,5 ml/min.

nastrek: 20 pl

DAD detekcia: 275 nm
Izokraticka eltucia

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA



Koncentracia zlozky je umernd 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 analytu v mg/kg
Cs - koncentracia analytu urcend z kalibracnej krivky (mg/1)
R - stupeni riedenia

7 LITERATURA

1. Harmonised methods of the international honey commission (2002), Stefan Bogdanov, 5.1
Determination of hydroxymethylfurfural by HPLC, p. 25-27
2. R. Macrae, HPLC in food analysis, 2nd Edition 1988, p. 197-208, 233-235

8 ZOZNAM SKRATIEK

HMF —hydroxymetylfurfural

HPLC — vysokoucinna kvapalinova chromatografia
DAD - diode array detektor



