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STANOVENI OBSAHU LYKOPENU
SPEKTROFOTOMETRICKY

1 Ugel a rozsah

Postup je urcen pro stanoveni obsahu lykopenu ve vzorcich rostlinného materialu (rajcat).

2 Princip

Lykopen se ze vzorku extrahuje smésnym roztokem organickych rozpoustédel a néasledné
se stanovi spektrofotometricky pii vinové délce 503 nm.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

Ethanol, ¢(C2HsOH) ~ 96 %, denaturovany.

Smésny roztok.

1 Destilovana nebo deionizovana voda.
2 Dichlormethan.

3 Hexan.

4 Aceton.

5

6

Ptiprava: Hexan (3), aceton (4) a ethanol (5) se smichaji v poméru 2:1:1 (V/V/V)
v Erlenmeyerové baiice se zabrusem. Mnozstvi smésného roztoku se voli podle
celkového objemu pottebného na extrakei.

7 Siran sodny bezvody.
8 Standard lykopenu, cistota > 90 %.
9 Lykopen, zasobni roztok.

Ptiprava: Navazi se 2 mg lykopenu (9) s pfesnosti 0,01 mg a v 50ml odmérné barnce
se rozpusti ve 3 ml dichlormethanu (2). Odmérnad baitka se umisti pfiblizné¢ na 30 s
do ultrazvukové 14zn¢€ a poté se doplni hexanem (3) po znacku. 1 ml tohoto roztoku
obsahuje 40 pg lykopenu v hexanu/dichlormethanu (47/3) (V/V). Zasobni roztok
se skladuje v lednici, chranén pied svétlem.
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4  Pristroje a pomiicky
1 Kuchynisky mixer.
2 Analytické vahy s ptesnosti 0,01 mg.
3 Laboratorni tfepacka.
4 Spektrofotometr.
5 Alobal.
6  Filtracni papir stfedni hustoty.
5 Postup

5.1 Priprava vzorku

Vzorek se homogenizuje a upravuje tésné pred vlastnim stanovenim. Musi se chranit pred
svétlem a UV zarenim. Vzorek zeleniny (raj¢at) se rozmixuje pod ochranou atmosférou oxidu
uhlic¢itého a prevede se do tmavé prachovnice. Piiprava zkusebniho vzorku je podrobné
popsana v JPP — Uprava vzorkl krmiv a rostlinného materialu, kap. 5.9, postup 60150.1
Uprava vzorkii &erstvych hmot.

5.2 Extrakce smési rozpoustédel

Navazi se 1,5g vzorku spfesnosti na 1 mg a kvantitativné se pievede do 200ml
Erlenmeyerovy banky. Barnika se obali alobalem, aby se zabranilo pfistupu svétla. Ptida
se 50 ml smésného roztoku (6) a 30 min se tiepe na tfepacce. Poté se ptida 10 ml vody (1)
a tfepe se dalSich 5 min. Smés se pievede do délici nalevky, uzavie zatkou a nechd 30 min
stat, aby doslo k dokonalému oddéleni fazi. Spodni vodno-ethanolicka faze se prevede zpét
do Erlenmeyerovy banky, piida se 25 ml smésného roztoku (6) a provede se druhé tfepani.
Horni hexanova vrstva se piefiltruje pres papirovy filtr, na ktery se piida asi 1 g bezvodého
siranu sodného (7), aby doslo k odstranéni zbytkli vody z extraktu. Filtruje se do 50ml
odmérné bailky. Smés po druhém tiepani se znovu nalije do dé€lici ndlevky a necha se 30 min
stat. Po oddéleni se spodni vodna vrstva velmi opatrné odstrani a horni organicka vrstva
se opét filtruje pres stejny filtr s pfidavkem siranu sodného (7) do 50ml baiiky obsahujici
prvni podil. Erlenmeyerova banka, délici ndlevka, i ndlevka se opakovan¢ promyji malym
mnozstvim hexanu (3), ktery se ptfida k obéma podilim. Nakonec se odmérna bainka doplni
hexanem (3) po znacku.

Poznamky
1 Po kazdém ukonu se nadoby uzaviraji zatkami, aby nedochazelo k odparovani hexanu.

2 Roztok lykopenu se chrani pred primym slunecnim svetlem a UV zarenim.
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5.3 Priprava kalibra¢nich roztoku lykopenu

Do sady 50ml odmérnych banck se pipetuje (0; 1; 3; 4; 5; 6; 8; 10) ml zdsobniho roztoku
lykopenu (9) a doplni se hexanem (3) po znacku. Ziskaji se tak kalibracni roztoky
o koncentraci (0; 0,8; 2.,4; 3,2; 4,0; 4,8; 6,4; 8,0) pg/ml.

5.4 Spektrofotometrické stanoveni

Spektrofotometrické méteni probiha ptfi vlnové délce 503 nm. Nastaveni absorban¢ni nuly
piistroje se provadi na smésny roztok (6). Pfed vlastnim stanovenim se vzdy proméii sada
kalibra¢nich roztokl lykopenu a vytvofi se kalibracni zavislost.

Poté se prométi ptipraveny vzorek (5.2) a ziskana hodnota absorbance se vyhodnoti podle
kalibra¢ni zavislosti.

Poznamky

3 Pro spektrofotometrické stanoveni byla zvolena vinova délka 503 nm. Lykopen zde ma
jedno ze svych maxim (obrazek ¢. 1), které vsak neni ovlivnéno jinymi pigmenty jako
Jjsou napr-. lutein nebo p-karoten.

4  Pri vypoctu koncentrace kalibracnich roztokii je nutné zohlednit Cistotu pouzitého
standardu (obvykle 90 %).

Obrazek. €. 1. Absorp¢ni spektrum lykopenu.
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6  Vypocet a vyjadieni vysledkii

Sestroji se graf zavislosti absorbance lykopenu na jeho koncentraci v pozadovaném rozsahu
a ze smeérnice piimky se vypocita obsah lykopenu v extraktu, vyjadieny v pg/ml.

Vysledna koncentrace lykopenu ve vzorku, vyjadiena v mg/kg se vypocte ze vztahu

_ch
m

X

kde V je celkovy objem pracovniho roztoku v ml,

c zméfena koncentrace lykopenu na spektrofotometru, stanovend odectem
z kalibra¢ni zavislosti v pg/ml pfi vinové délce 503 nm,

m  navazka vzorku v g.

Vysledky se ziskavaji jako primér minimalné dvou paralelnich stanoveni a uvadéji se v mg/kg
cerstvé hmoty.
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