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STANOVENI OBSAHU STEROIDNICH GLYKOALKALOIDU
V BRAMBORECH A BRAMBOROVYCH VYROBCICH

1 Ulel a rozsah
Postup specifikuje podminky pro stanoveni a-chaconinu a a-solaninu v hlizach brambor nebo
bramborovych vyrobcich.

2 Princip

Steroidni glykoalkaloidy se stanovi po extrakci rozmixovaného vzorku brambor nebo
bramborového vyrobku metanolem. Extrakt se piecisti na pevné fazi Cis. Stanoveni se provadi
metodou HPLC na amino fazi s UV detekci pfi vinové délce 205 nm a teploté 30 °C.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Metanol.

2 Acetonitril, ¢istota HPLC.

3 Voda, ¢istota HPLC.

4 Dihydrogenfosforecnan draselny, KH2PO4, roztok, c(KH2PO4) = 0,025 mol/l.

Ptiprava: V 500ml odmérné baiice se ve vodé (3) rozpusti 1,7009 g
dihydrogenfosforecnanu draselného, doplni vodou (3) po znacku a promicha.

Dichlormetan, Cistota HPLC.
6 Metanol. 5% vodny roztok.

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se odméii 5 ml methanolu (1) a doplni vodou (14)
po znacku.

7 Methanol, 40% vodny roztok.

Ptiprava: Do 100ml odmérné baiiky se odméii 40 ml methanolu (1) a doplni vodou (14)
po znacku.

8 Kolonky pro SPE 500 mg C- 18, napt. Waters - Sep-Pak R VAC 3cc — C 18 Cartridges
(WAT020805) nebo obdobné.

9 o-Chaconin, zakladni latka.
10 a-Solanin, zakladni latka.

11 Zakladni roztok smésny.
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Ptiprava: Do 25ml odmérné banky se postupné navazi 2,5 mg chaconinu (9) a 2,5 mg
solaninu (10). Baiika se doplni metanolem (1) po znacku a promicha.

12 Mobilni faze: V 1000ml odmérné bance se smisi 780 ml acetonitrilu (2) a 220 ml
fosforecnanového pufru (4).

13 Moftsky pisek, Cistota extrapure.

14 Voda (deionizovana, destilovana nebo demineralizovand).

Poznamky

1 Methanol je nebezpecna horlavina I. tridy a zvlast nebezpecny jed. Proto pri jakékoli
manipulaci s nim az do jeho uplné asanace je nutno zachovavat prislusna bezpecnostni
pravidla.

Pristroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detekci.
Mixer stolni nebo ponorny.

Extrakéni jednotka, napt. SPE Vacuum manifold.
Koncentrator vzorkl nebo rotacni vakuova odparka.
Umélohmotné pipetky, napt. Plastibrand, (1-3) ml.
Ultrazvukova lazei.

Membranov¢ filtry 0,45 pum.
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Odsttedivka laboratorni, 10000 ot/min, reagen¢ni nadobky Eppendorf 1,5 ml.

5 Pracovni postup
5.1 Extrakce

a) Celé brambory i se slupkou (popf. bramborova nat’ nebo susené brambory) se omyji,
oplachnou destilovanou vodou a osusi. Poté se pokrdji a rozmixuji v mixeru na bramborovou
pénu. Bezprostiedné po namixovani se do tfeci misky navazi asi 5 g vzorku s ptesnosti na 0,001
g a ptida se pul 1zicky moiského pisku (13). Pak se ptida 10 ml metanolu (1), vSe se dikladné
rozetie v tfeci misce, necha ustat a metanolovy extrakt se filtruje ptes husty skladany filtr do
50ml odmérné banky. Extrakt se pienasi na filtr pomoci pipetky, extrahovany vzorek zistane
v tfeci misce. Extrakce se opakuje jest¢ 2 x, vzdy s 10 ml metanolu (1). Po tfeti extrakci
se prenese na filtr extrakt ise vzorkem. Miska 1 filtr se diikladné oplachnou (promyji)
metanolem (1), baikka se doplni metanolem (1) po znacku a dikladné¢ promicha. Takto
pripraveny metanolovy extrakt roztok lze pfechovavat v mraznicce 3 meésice.
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b) 5 g vzorku bramborovych vyrobki s nizkym obsahem tuku (bramborovy skrob, bramborova
bilkovina) se navazi do 250ml Erlenmeyerovy baniky a homogenizuje s 30 ml methanolu
po dobu 10 min, poté se zfiltruje pies filtr €. 4 (husty) do 50ml banky. Zbytek se promicha s asi
10 ml methanolu, opét vytiepe a po filtraci smichd s plivodnim filtratem. Erlenmeyerova baiika
1 filtr se peclivé oplachnou (promyji) methanolem (1), 50ml banka se doplni methanolem (1)
po znacku a dikladné promicha. U bramborového skrobu se cely objem zakoncentruje asi
na 5 ml na rota¢ni odparce.

5.2 PreciSténi extraktu na pevné fazi

Na extrak¢ni jednotku se nasadi kolonka C18, kondicionuje se nejprve 2 x 4 ml metanolu (1)
a poté 5 ml vodného roztoku metanolu (6). Kolonka pied nanesenim vzorku nesmi vyschnout.
Do 50ml kadinky se odpipetuje 5 ml metanolového extraktu vzorku a 8 ml destilované vody.
Roztok se promiché a nanese na kolonku C18. Extrakt se necha vsaknout tak, aby nedoslo
k vyschnuti kolonky, promyje se 5 ml vodného roztoku metanolu (7) (pritok asi 5 ml/min). Pak
se glykoalkaloidy eluuji 2 x 4 ml metanolu (1) do vialky na 10 ml. Eluat se odpafi
na koncentratoru vzorkd pod proudem dusiku pii teplote 40 °C nebo na rotacni vakuové odparce
do sucha. Pfed koncem odpatfovani se miize ke zbytku eluatu piidat 0,5 ml dichlormetanu (5)
pro rychlejsi odpareni vzorku. K odparku se ptida 1,0 ml metanolu (1), promicha se a rozpusti
v ultrazvukové lazni asi 1 minutu. Pak se vytemperuje na laboratorni teplotu. Vzorek se
nastfikuje na HPLC kolonu pfes membranovy filtr 0,45 pm nebo se 3 minuty odstfedi na
laboratorni odsttedivce pii 10000 ot/min.

5.3 Kalibrace

Do sady 10ml odmérmnych ban¢k se pipetuje (1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 10) ml zakladniho smé&sného
roztoku (11), doplni se metanolem (1) po znaCku a promichd. Takto pfipravené roztoky
se nandseji na kolonu HPLC a primérné hodnoty jim odpovidajicich ploch pika slouzi
k sestrojeni kalibra¢ni kiivky (jako nejvyssi bod kalibracni kiivky se zméti zékladni smésny
roztok).

5.4 Stanoveni metodou HPLC

Kalibracni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkii se méti za nasledujicich separacnich podminek
chromatografického systému. Uvedené podminky jsou doporucené. Mohou byt pouzity jiné
podminky za ptedpokladu, ze poskytnou rovnocenné vysledky.

Tabulka €. 1 Pozadované validacni parametry pro separaci na analytické koloné:

Kapacitni faktor k>25

Tailing faktor ta< 1,3
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Tabulka €. 2. Priklad separac¢nich podminek HPLC.
Kolona LiChrospher ® 100 NHz, 5 um, (125 x 4,0) mm nebo obdobn4
Mobilni faze (12)
Pratok 0,7 ml/min
UV-detektor 205 nm
Objem nastiiku 20 pl
Teplota 30°C
Reten¢ni ¢as 5,5 min a 8,0 min pro uvedenou kolonu
Doba analyzy 12,0 min pro uvedenou kolonu

6 Vypocet a vyjadreni vysledku
Obsah chaconinu Xcu (mg/kg) se vypocita podle vztahu

ccy XV XR
CH = m

ccu  koncentrace chaconinu ve zkuSebnim vzorku, zjisténa z kalibra¢niho grafu v mg/l,

V  objem extraktu v ml,

=2

hmotnost zkusebniho vzorku v g,

R fedéni.

Obsah solaninu Xs (mg/kg) se vypocita podle vztahu

cs XV XR
X s =
m
cs  koncentrace solaninu ve zkuSebnim vzorku, zjisténa z kalibra¢niho grafu v mg/1,
V  objem extraktu v ml,
m  hmotnost zkuSebniho vzorku v g,

R fedéni.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhDr., feditel NRL
Platné od: 1.10.2019

Dokument byl elektronicky podepsan




	1 Metanol.
	1 Metanol.
	5 Pracovní postup
	5 Pracovní postup
	5.1 Extrakce
	5.1 Extrakce
	5.2 Přečištění extraktu na pevné fázi
	5.2 Přečištění extraktu na pevné fázi
	5.3 Kalibrace
	5.3 Kalibrace
	Do sady 10ml odměrných baněk se pipetuje (1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 10) ml základního směsného roztoku (11), doplní se metanolem (1) po značku a promíchá. Takto připravené roztoky se nanášejí na kolonu HPLC a průměrné hodnoty jim odpovídajících ploch píků s...
	Do sady 10ml odměrných baněk se pipetuje (1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 10) ml základního směsného roztoku (11), doplní se metanolem (1) po značku a promíchá. Takto připravené roztoky se nanášejí na kolonu HPLC a průměrné hodnoty jim odpovídajících ploch píků s...
	5.4 Stanovení metodou HPLC
	5.4 Stanovení metodou HPLC

		2019-09-16T12:48:17+0200


		2019-09-16T13:00:22+0200


		2019-09-17T07:14:01+0200




