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Zakladni pozadované znalosti pro vstupni test

1. Principy kapalinové chromatografie (stacionarnéefazypy kolon, mobilni faze, detektory,
princip spektrofotometrie, Lambert-Bégrzakon)

2. Prepaiet hmotnosti na latkové mnoZstvi, hmotnostniho kloma hmotnostni koncentraci,
hmotnostni koncentrace na molarni (latkovou) a akpgiprava roztok

3. Vyhodnoceni metodou kalibtai kiivky, metodou pimého srovnani se standardem

4. Zakladni struktura a vlastnosti askorbove kyseljajf,stabilita, doporéena denni davka
a bEZny vyskyt v potravinach

5. Zakladni principy potenciometrické titrace, zaklagrojmy (odngrny roztok, titrace,
titracni kiivka, bod ekvivalence, vygty v odnerné analyze)

6. Pravidla bezp@osti prace a protipozarni ochrany
(Pozadované znalosti jsou v rozsahegnaSek z Chemie potravin a Analytické chemie a

navazuji na cvieni a grednésky z Analyzy potravin)

DalSi doporu €ené otazky

Jaka je stabilita askorbové kyseling pasobeni tepla, $¥la, vzdusného kysliku...?

Jaky je BZny obsah askorbové kyseliny v potravinach?

Kolik g standardu askorbové kyseliny je f&dta pro fipravu 100 ml zasobniho roztoku o
koncentraci 1 mg/ ml? Jaky objem (ml) odeberdt#hnto zasobniho roztoku préipravu
10 ml standardnich roztaélo koncentraci 30, 60, 90 a 120 mg/I?

Deklarovany obsah vitaminu C ve vzorku jaiiého dZzusu je 10 mg/100 ml. PoZadovana
koncentrace (s ohledem na rozsah katibr&iivky) vitaminu C v ndéedéném vzorku je 50
mg/l. Jak pipravite 10 ml tohoto roztoku?

Deklarovany obsah vitaminu C ve vzorku tabletyga €00 mg v jedné tabtetlaky bude
obsah (mg/l) vitaminu C v roztoku ziskaném rozgni$h této tablety ve100 ml extré&kiho
¢inidla? Jaky objem (ml) tohoto roztoku pethuje pro ngedni 10 ml roztoku o
koncentraci 50 mg/I?

30 g homogenizovanych brambor bylo extrahovano 80 3f% roztoku kyseliny
metafosforéné. Ziskany extrakt byl ipfiltrovan pes filtratni papir, filtrat byl
kvantitativre preveden do 100 ml od¥mé baiky a dopl@n po znéku extraknim
¢inidlem. 1 ml extraktu byl fefiltrovan ges membranovy filtr a 20 pl extraktu bylo
nastiknuto do kapalinového chromatografu. Plocha odpeidi piku askorbové kyseliny
byla A=92. Jaka je vysledna koncentrace askorbgseéliny v bramborach v mg/kg, je-li
rovnice kalibr&ni kiivky y=1,7333x-4,5?

Vypocty v odmerné analyze, potenciometricka titracé&ppava odnirnych roztoki




Naplni ulohy

o Stanoveni askorbové kyseliny v napojich, ovoci &rie¢ metodou HPLC/DAD

(Diode Array Detection), akreditovana zkusebni rdat§ZP| Praha (A/11¥,SN EN
14130 (adaptovano pro pgeby vyuky)

o0 Sledovani stability askorbové kyseliny vip&¢hu pripravy a homogenizace vzorku,

skladovani a tepelného zpracovéani ovoce a zeleniny

o Stanoveni askorbové kyseliny potenciometrickoaditr
o Porovnani vysledk ziskanych ~metodou kapalinové chromatografie a

potenciometrickou titraci

Upresreéni ke stanoveni obsahu askorbové kyseliny v napofi@a vzorcich ovoce, zeleniny

sledovani vlivu zpracovani a tepelnych Uprav

Cast studerit bude provagt analyzy véerstvém vzorku spoteé s gipravou standaid
¢4st studerit bude sledovat vliv zpracovani - tepelné Upravydmg mrazeni), skladovani,
razny zpisob homogenizace vzarka hladiny askorbové kyseliny

Porovnéni s nutthimi tabulkami, vyhodnoceni vlivu tepelnych Upralegradace v
zavislosti natase nebo teplst

Pouzité matrice

o

Ovocné dZusyaje a bonbony obohacenych vitaminem C, Sipky, mitvé $ava €erstvy
vzorek, vzorek po zaliti horkou vodou . ¢grstva a tepethupravena zelenina (brambory,
brokolice, kapusta, por, petrzel, paprika¢a#d...) a ovoce. Ovoce a zelenina zpracované
pomoci smoothie mixéru.




Casovy snimek cvi éeni

Operace Priblizna ¢asova nar@&nost (min)
HPLC/DAD, potenciometricka titrace
Uvodni vyklad a zkouseni, test 20 min
Navazeni standaiid priprava vzorku, .
L . 30 min
Priprava pracovnich roztak
Extrakce a filtrace vzorku 30 min
Vyklad k HPLC a titraci 20 min
Méreni vzorki 120 min
Uklid 20 min
Celkem 240 min (4 h)

Studenti provagi alternativié stanoveni podle pracovniho postupu

Kazdy student zpracovava vlastni vzorekipad sledovani stability zpracovavaji
studenti stejny vzorek: (i) &erstvém stavu, (ii) po tepelnych a jinych Upravagi), po
homogenizaci pomoci smoothie mixeru.

Student porovnd vysledky stanoveni askorbové kygeliskané metodou HPLC/UV a
potenciometrickou titraci (pokud byla provedenaiskutuje gipadné rozdily ve zjighych
hladinach.

Vlastni nalez kyseliny askorbové student porovmteldarovanym obsahem na obalu
vzorku (pokud je uveden)fipadre s kEZnymi obsahy uvedenymi v dostupné litefatu




Pracovni postup pro stanoveni askorbové kyseliny v
napojich, ovoci a zelenin é

(podle akreditované zkuSebni metody SZPI PrahaJAT'SN EN 14130; adaptovano pro

poteby vyuky)

1. Pouzitelnost metody
Metoda slouzi ke stanoveni askorbové kyseliny \ojiép, v ovoci a zelenif) v rostlinnych
vyrobcich a ve vitaminovychifpravcich.

2. Princip metody

Askorbova kyselina se z homogenizovaného materigirahuje roztokem kyseliny
metafosforéné. Po filtraci extraktu se jeji obsah stanovi rdetovysokodinné kapalinové
chromatografie s DAD detekci. Identifikace a kvhkdice se provadi metodou g&&iho
standardu, technikou kalikinai kiivky.

3.

Pouzivané p Fistroje a za Fizeni

O O O O 0O o

o O

Kapalinovy chromatograf-Hewlett Packard Series HRLDAD detektora=254 nm)
Analyticka kolona s RP C18 (250 x 4,6 mnyrg; 125 x 4 mm, um)
HP Chemstation, Hewlett Packard, USA
Analytické vahy
Ultrazvukova laze
Laboratorni mixer nebo kuchgky tyovy mixerVai¢, nerezovy hrnec, rychlovarna
konvice
Mixér na smoothie
Podtlakové filtréni zaizeni (vakuova pumpa MevacsM20 ChromservigRY
Blchnerova nalevka, filttai baika)
Potenciometricky titrator EasyPro Plus, Mettler&dn

4. Chemikalie, roztoky a standardy

methanol (pro HPLC)

demineralizovana a destilovana voda

kyselina metafosfotma

pokud neni uvedeno jinak pouzivaji se chemikéfitoty p.a.
membranovy filtr o porozit5 pm

béZné laboratorni sklo

kyselina L-askorbova p.a. (PENTA)

Priprava standardnich roztdk



Pripravte zasobni roztok kyseliny L-askorbové o kariaei cca 1 mg/ml v extrgkim
¢inidle (pfiprava extra&niho¢inidla viz bod 5.1).

Pro zhotoveni kalibgai kiivky pfipravte standardni roztoky o koncentraci 10, 30, 60
90 a 120 mg/l v extrakim cinidle (pfiprava extraé&nihocinidla viz bod 5.1).
PoznamkaMaximalni doba pouzitelnosti standare 1 den.

5. Pracovni postup

- modifikace normy SZPI Praha

5.1. Riprava laboratorniho vzorku

Priprava extraknihocinidla:
3 % roztok kyseliny metafosfaree (tj. roztok 9 ml kapalné kyseliny metafostoré v
491 ml vody, pop rozpustit 15 g pevné kyseliny metafostoré v 500 ml vody).

5.1.1. Pevné vzorky

10 - 25 g pevného vzorku (v zavislosti na typu kmouri vyucujici) se homogenizuje
s 60 - 80 ml extrakniho¢inidla po dobu 1 minuty. Ziskany extrakt sefitruje pres filtratni
papir, ktery se&kolikrat proplachne; fpadre je mozné vyuzit filtrace za pomoci vakua. Filtrat
se kvantitativl prevede do 100 ml odémeé baiky a doplni po zn&gku extraknim ¢inidlem.
VSechny roztoky vzork se ged nasikem do kapalinového chromatografu filtrujies
skladany filtr, pop. membranovy filtr.

5.1.2. Kapalné vzorky

Tekuté materialy se po dokonalém promichani (mnogstvoli podle fedpokladaného
obsahu, tak aby koncentrace v analyzovaném rozidpovidala rozsahu kalibrace 10 — 120
mg/l) prevedou do 100 ml odkmé baiky a doplni vodou po zgku. Fred nastkem do
kapalinového chromatografu je nutné extralfittrovat p‘'es membranovy filtr.

5.1.2. Tableta

Tabletu je nutno zvazit a rozdrtit, na zakiagpaoctu student navaziifslusné mnozstvi
tablety dle deklarovaného obsahu vitaminu C do govaného objemu (25, 50 nebo 100 ml —
bude specifikovano asistentem), tak aby vysledndcéwtrace vitaminu C byla v rozsahu
kalibratni kiivky.

Poznamka¥V ptipact nutnosti (odezva je mimo rozsah kalibrace) je néozzorek dalgedit
extrakénim ¢inidlem (kyselinou metafosfoéaou).

Sledovani stability vitaminu C v flo¢hu @ipravy vzorku, skladovani a tepelného zpracovani

Pevné vzorky

Vzorky ovoce a zeleniny jsou zabany ve vod a v pde v nerezovém hrnci — podminky dle
uréeni asistenta

Kapalné vzorkygaje s obsahem vitaminuwzorek je zalit horkou vodou fipadreé skladovan
za definovanych podminek - podminky diéami asistenta

Ovocné a zeleninové smootki@zorek je fipraven podle pokyinasistenta



5.2. Stanoveni kapalinovou chromatografii

Analyticka kolona: analytick& kolona s RP1€ (250 x 4,6 mm, fum nebo 125 x4,6 m, 5
pum;) s gedkolonkou

Mobilni faze: methanol : voda (5:98y) pH3 (HPQy)
(pripravena mobilni faze se odplyni v ultrazvukovénlgzo dobu 10
minut)

Pratok mobilni faze: 0,6 - 1 ml/min (dle pokymsistenta)

Detekce: DAD, 254 nm

Objem nagiku: 20 pl

Teplota kolony laboratorni teplota ppadré teplota dle pokyi asistenta)

Identifikace a kvantitativni vyhodnoceni

Identifikace se provadi porovnanim reteino casu analytu ve vzorku s reterim
casem kalibréniho standardu. DalSi moZznosti identifikace latkypjidavek standardu ke
vzorku.

Kvantitativni vyhodnoceni se provadi metodowjsiho standardu ki odestenim
koncentrace analytu z kalitéra kiivky (tj. zavislosti plochy, fip. vySky piku na koncentraci
standardu v g/l v rozsahu jednof&mlu; koncentrace analytu ve vzorku musi leZet ervatiu
mezi nejniz§im a nejvyssim bodem kaltdmaprimky) a gepaitem na jvodni vzorek nebo
porovnanim plochy, ifpadré vysSky piku sledovaného analytu a standardu podobné
koncentraca pgrepaitem na fivodni vzorek.

5.3. Stanoveni potenciometrickou titraci

Student bude postupovat dle pokyasistenta




Vybaveni pracovniho stolu

kompletni dokumentace k Uloze — 2 kopie

Laboratorni sklo:

- filtra¢ni nalevka (3x), nalevka (1x)

- vaZzenka (1x)

- odmeérna baika 10 ml (10x), 25 ml (1x), 50 ml (4x), 100 ml (7200 ml (2x), 250 ml
(2x), 500 ml (1x),

- sklerené zatky

- pipeta 1 ml (1x), 2 ml (1x), 5 ml (1x), 10 ml (1x)

- Pasteurovy pipety, dudlik (1x)

- odmerny valec 50 ml (1x), 100 ml (1x)

- kédinka 150 ml (2x), 250 ml (1x), 50 ml (2x), 600 (ix)

- odsavaci bigka (2x)

- Erlenmeyerova hgka 250 ml (3%), 500 ml (2x), 1000 ml (1x)

- Bichnehv nastavec (1x)

- tmava zasobni lahev

- vywéva

Laboratorni pdaeby:

- stiikacka 500ul (Hamilton) (1x)
- lzicka (2x)

- pipetovaci balének

- filtra¢ni papiry

- membranove filtry um
- sticka (2x%)

- struhadlo

- mixeér

- prkénko na krajeni

- naz

Chemikalie:

- kyselina L-askorbova

- kyselina metafosforma

- methanol

- kyselina fosforéna (v laboratti ve skini s anorganickymi kyselinami)




Klasifikace

Do klasifikace bude zahrnuto:

(@)

Priprava na ulohu, kontrola poZadovanych znalosti

o Vysledky kontrolniho testu / zkouSeni

0 Spravnost zakladnich vypi v protokolu a dodrzeni formalnich pozadavka
protokol

o Celkova préace v laboratica pristup studenta

o UkKlid v laboratdi a dodrzovani organizaich pravidel

o0 Vc¢asné odevzdani a spravnost protokolu




