CH14.1.
STANOVENIE SACHARIDOV METODOU HPLC

1. ROZSAH POUZITEENOSTI METODY

Skasobna metdda je pouzitel'nd pre stanovenie monosacharidov a disacharidov
* fruktozy

* glukédzy

* sacharozy

* maltozy

* laktozy

v mede a v ostatnych potravinach rastlinného a zivocisneho povodu.

2. PRINCIP METODY

Zriedené a upravené vzorky analyzujeme metdédou HPLC s RID detekciou.
3. PRISTROJE A POMOCKY

* Ultrazvukovy vodny kapel

* Laboratorna trepacka

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

* HPLC pristroj HP 1100 s RI detektorom HP 1100

* Analyticka kolona: Agilent — Carbohydrate, 250mm x 4,6mm x 5um s predkolonou
* Predvazky

* Analytické vahy

* Injek¢né striekacky Hamilton

* kalibrované odmerné sklo

4. CHEMIKALIE A ROZTOKY

Pokial’ nie je uvedené¢ inak, pouzivaju sa chemikalie Cistoty p.a.

* Acetonitril - Uvasolv, Chromasolv

* Deionizovana H,O

» Chromatograficky cisté Standardné latky: fruktoza, gluk6za, sacharoza, maltoza, laktoza

5. PRACOVNY POSTUP PRIPRAVY VZORIEK

med. nipoie a ostatné pozivatiny:

Odvazime 1 g vzorky medu a 1-5 g ostatnych pozivatin a zalejeme teplou deionizovanou
vodou. Napoje odplynime v ultarzvukovom kupeli. Po premieSani a kratkej sonikacii v
ultrazvukovom kupeli pridame acetonitril a vzorku extrahujeme na laboratornej trepacke a
prefiltrujeme cez filtratny papier. Po filtracii cez membranové filtre a pripadnom riedeni
vzorku davkujeme na chromatograficka kolonu a analyzujeme metédou HPLC.



6. HPLC STANOVENIE

* Analytickd kolona: Agilent — Carbohydrate, 250mm x 4,6mm x Spm s predkolénou
* Mobilna faza: A = acetonitril
B =H,0

* Zlozenie mobilnej fazy: izokraticka elucia 70 % A + 30 % B

* Prictok mobilnej fazy: 0,8 ml/min.

* Objem nastreku: 5ul
* Teplota kolony: 40°C
* Detekcia: refraktometricky detektor RID

7. SPRACOVANIE NAMERANYCH UDAJOV A VYHODNOTENIE VYSLEDKOV
Pre vypocet koncentracie jednotlivych sladidiel pouzivame multikalibracny program Data
analysis, ktory je stGcastou programového vybavenia pre ovladanie chromatografického

systému a spracovanie chromatografickych udajov LC chemstation software.
Hodnota vysledku je vyjadrena v g/kg vzorky.

8. POUZITA LITERATURA

1. HPLC in food analysis, R. Macrae, 1988



CH 14.1.

STANOVENIE ETANOLU A SACHARIDOV METODOU HPLC / RI

1 PRINCIP METODY

Vzorka sa po uprave davkuje na polymérnu chromatografickii koldnu, kde sa latky separuju
adeteguju refraktometricky. Kvantifikdcia sa prevadza zrovnavanim ploch pikov
kalibra¢ného roztoku a pikov vzorky.

2  POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodna na stanovenie redukujucich a neredukujucich cukrov ako st fruktdza,
glukoza, sachardza a etanolu v alkoholickych népojoch.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 D(-)-Fructose - (FRU)
3.1.2 D(+)-Glucose - (GLU)
3.1.3 Saccharose - (SACH)
3.1.4 Etanol- (EtOH)

3.1.5 deionizovana voda

3.2 Standardné roztoky

3.2.1 Zasobné roztoky Standardov

3.2.1.1 Zmesny zasobny roztok Standardu fruktozy, glukozy, sacharozy ZR1 (0,1% vo vode)
Do 100 ml odmernej banky navazit presne 0,1 g fruktézy (3.1.7), 0,1g glukézy (3.1.8), 0,1g
sachar6zy (3.1.9) a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou (3.1.5).

3.2.1.2 Zasobny roztok standardu etanolu ZR2 (0,999 % vo vode)
Do 100 ml odmernej banky napipetovat’ 10ml etanolu (3.1.10) a doplnit’ deionizovanou
vodou (3.1.5) po znacku.

3.2.1.3Zmesny zasobny roztok Standardu fruktézy, glukézy, sachardzy (0,1% vo vode)
a etanolu (0,999 % vo vode) ZR3

Do 100 ml odmernej banky navazit’ presne 0,1 g fruktozy (3.1.7), 0,1g glukoézy (3.1.8), 0,1g

sachardzy (3.1.9) a napipetovat’ 10ml etanolu (3.1.10). Doplnit’ po zna¢ku deionizovanou

vodou (3.1.5).

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf Agilent s RI detektorom
4.2  chromatografickd kolona Polymer Ca form 250mm
4.3 analytické vahy




4.4  lab. odmerky, kalibrované pipety, lab. sklo
4.5 ultrazvukova lazen

4.6 celulozovy filtracny papier

4.7 termostat kolon

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Priprava vzoriek

5.1.1 Vina
Vzorka musi mat’ laboratornu teplotu, premiesat’ a napipetovat’ 10ml vzorky kalibrovanou
nevyfukovacou 10ml pipetou do 100ml odmernej banky. Doplnit’ po znacku deionizovanou

vodou (3.1.5) a davkovat’ na chromatografickt kolonu.

5.1.2 Liehoviny

Vzorka musi mat’ laboratéornu teplotu, premiesat’ a napipetovat’ 2ml vzorky kalibrovanou
nevyfukovacou 2ml pipetou do 100ml odmernej banky. Doplnit’ po zna¢ku deionizovanou

vodou (3.1.5) a davkovat’ na chromatografickt kolonu.

5.1.3 Piva

Vzorka musi mat laboratornu teplotu, premiesat, odplynit na ultrazvukovej lazni
a napipetovat’ 10ml vzorky kalibrovanou nevyfukovacou 10ml pipetou do 100ml odmernej
banky. Doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou (3.1.5) a davkovat’ na chromatograficka
kolonu.

5.1.4 Likéry

Vzorka musi mat’ laboratérnu teplotu, premieSat’ a napipetovat’ 10ml vzorky kalibrovanou
nevyfukovacou 10ml pipetou do 100ml odmernej banky. Doplnit’ po zna¢ku deionizovanou

vodou (3.1.5), prefiltrovat’ a davkovat’ na chromatografickt kolonu.

Poznamka: \ pripade, ze sa vzorka koncentratne vymyka z rozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentrane spadala do kalibra¢ného
rozsahu.

5.2 Chromatograficka analyza

5.2.1 LC-podmienky na kvapalinovy chromatograf Agilent

kvapalinovy chromatograf Agilent s RI detektorom
koléna: Watrex Polymer Ca form (4.2)

mobilna faza : deionizovana voda (3.1.5)

prietok vody : 0,5 ml/min.

detekcia RI

nastrek - 20 pl

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=GCs.R (%)

Cy - koncentracia analytu v %

Cs - koncentracia analytu ur¢ena z kal.krivky (%)

R - stupeni riedenia
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3. Column Performance Report

8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - Vysokouc¢inny kvapalinovy chromatograf /kvapalinova chromatografia/
RI - refraktometricky detektor
IC - i6novy chromatograf
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