, , v s " Strana 1
Narodni referen¢ni laboratof

) Jednotné pracovni postupy —
et I testovani odrud

50230.1 — Stanoveni obsahu celkovych alkaloidl Revize 1
v lupiné spektrofotometricky

Vydéni 1

STANOVENI OBSAHU CELKOVYCH ALKALOIDU V LUPINE
SPEKTROFOTOMETRICKY

1 Ucel a rozsah

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového obsahu alkaloidi v semeni lupiny.

2 Princip

Alkaloidy se stanovi z dietyleter-chloroformového extraktu vzorku po reakci se smési tetraboritanu
sodného a kyseliny borité spektrofotometricky.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

2 Extrakéni smés dietyleteru (19) a chloroformu (18) v objemovém poméru poméru 3 : 1.
3 Hydroxid sodny, NaOH.

4 Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana 35%, p(HCl) = 1,18 g/ml.

5 Hydroxid sodny, NaOH, roztok c(NaOH) = 15%

Ptiprava: V 1000ml odmérmné banice v cca 700 ml vody (1) se za stalého michani rozpusti
150 g NaOH (3), po vytemperovani se doplni po znacku vodou (1) a promicha.

6 Hydroxid sodny, NaOH, roztok c¢(NaOH) = 1 mol/I.
Ptiprava: V 1000ml odmérné baiice v cca 500 ml vody (1) se za stdlého michani rozpusti
40 g NaOH (3), po vytemperovani se doplni po znacku vodou (1) a promicha.

7 Kyselina chlorovodikové, HCI, roztok ¢(HCI) = 0,05 mol/l.
Ptiprava: V 1000ml odmérné baiice do asi 500 ml vody (1) se za stalého michani ptida
4,4 ml kyseliny chlorovodikové (4), po vytemperovani se doplni po znacku vodou (1)
a promicha.

8 Kyselina chlorovodikové, HCI, roztok ¢(HCI) = 0,01 mol/I.
Ptiprava: V 1000ml odmérné bance v asi 500 ml vody (1) se za stalého michani ptida
200 ml kyseliny chlorovodikové (7), po vytemperovani pak doplni po znacku vodou (1)
a promicha.

9 Tetraboritan sodny, Na;B4O7 . 10H>0.
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10 Tetraboritan sodny, roztok ¢(Na;B4O7.10H>0) = 0,05 mol/I.
Ptiprava: V 1000ml odmérné batice se rozpusti ve vodé 19,07 g tetraboritanu sodného
a doplni po znacku vodou (1).

11 Kyselina borita, H;BO:s.

12 Kyselina borita, H3BOs3, roztok ¢(H3BO3 ) = 0,2 mol/l.
Ptiprava: V 1000ml odmérné baiice se rozpusti ve vode (1) 12,37 g kyseliny borité (11)
a doplni po znacku vodou (1).

13 Bromthymolova modf.
Ptiprava: V 5 ml roztoku hydroxidu sodného (6) se rozpusti 1,56 g bromthymolové modfi
a doplni vodou do 500 ml.

14 Puft, pH 8,0.
Ptiprava: 171 ml roztoku tetraboritanu sodného (10) se smicha s 825 ml roztoku kyseliny
borité (12). pH se upravi NaOH (6) nebo HCI (7) na hodnotu 8,0.

15 Barevny roztok, (indikator).
Ptiprava: 50 ml pufru (14) se smicha s 8 ml bromthymolové modii (13).

16 Siran hotfecnaty, MgSOs, vysuSeny.

17 Hydroxid sodny v methanolu, roztok, c(NaOH) = 0,05 mol/I.
Ptiprava: V 1000ml odmérné baince se v methanolu rozpusti 2 g NaOH, doplni po znacku
a promicha.

18 Chloroform, CHCls.

19 Dietyleter, C4H100.

20 Gramin [3-(dimetylaminometyl) — indol], C11H14N>, zdkladni standardni roztok, ¢ = 1 g/l.
Ptiprava: Do 50ml odmérné banky se odvazi piesné 0,05 g graminu, doplni chloroformem
(18) po znacku a promicha.

21 Gramin, pracovni standardni roztok, ¢ = 500 mg/I.
Ptiprava: Do 50ml odmérné banky se piesné odpipetuje 25 ml zdkladniho standardniho
roztoku (20) a doplni chloroformem (18) po znacku a promicha.

Poznamky

1 Pri manipulaci s chloroformem a dietyleterem je nutno zachovdvat bezpecnostni pravidla.

veer

zinkem, olovem, médi a jejimi slitinami, s kyselinou octovou, amoniakem, sirou a fosforem.

Dietyleter je extrémné horlava kapalina, ktera se vzduchem vytvari vybusnou smés. Pokud je
vystaven piisobeni svétla, muze vytvaret vybusné peroxidy.
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4 Piistroje a pomiicky

Spektrofotometr s kyvetou 10mm (musi byt se zatkou) pro méfeni pii vinové délce 630 nm.

2 Filtra¢ni papir pro rychlou filtraci- stiedni velikost porta pori (napi. KA2, 1289).

5 Postup
5.1 Kalibrace

Do 25ml odmérnych banék se odpipetuje (0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0) ml pracovniho standardniho
roztoku graminu (21), coz odpovidd koncentracim (0; 10; 20; 40; 60; 80; 100) mg/l. Odmérné
banky se doplni chloroformem (18) po znacku.

Kazdy z téchto kalibracnich roztok se pak dale pouzije takto:

Do 100ml délicich nélevek se postupné pipetuje 5 ml barevného roztoku (15), 5 ml chloroformu
(18) a 1 ml pfislusného kalibra¢niho roztoku. Obsah dé€licich nalevek se diikladné protiepe a spodni
chloroformova vrstva se odpusti do graduované zkumavky, pfida se dalSich 5 ml chloroformu (18),
protfepe a spodni chloroformova vrstva odpusti do stejné zkumavky. Poté se do graduované
zkumavky pfidaji 2 ml hydroxidu sodného v methanolu (17) a doplni se chloroformem (18)
na objem 20 ml, zazatkuje, promichd a necha 60 min stat pii laboratorni teploté. Po 60min stani
se zm¢éti absorbance pii vinové délce 630 nm v 10mm uzaviené kyveté proti chloroformu (18).

Z namétenych hodnot absorbanci a jim odpovidajicich koncentraci se sestroji kalibracni graf.

5.2 Extrakce vzorku a méreni

Do 250ml Erlenmayerovy banky se odvazi asi 2 g + 0,001 g jemné namletého semena lupiny. Ptida
se 30 ml smési dietyleter-chloroform (2), dikladné se promicha a necha 15 min stat. Pak se ptidaji
2 ml roztoku hydroxidu sodného (5), opét se promicha, t€sn¢ uzavie a necha stat ptes noc. Druhy
den se prida 1 1zicka (cca 3 g) siranu hotecnatého (16), protfepe a necha stat 30 min.

Takto ziskany extrakt se prefiltruje do 250ml dé€lici nalevky, ktera obsahuje 5 ml roztoku kyseliny
chlorovodikové (7). Baiika se dukladné promyje (15 — 20) ml extrak¢ni smési (2) a opét prefiltruje
do stejné délici nalevky. Délici nalevka se uzavie a dikladné protiepe, po ustani se ¢ird (prihlednd)
spodni vrstva pfevede do 50ml odmérné baiiky a horni organicka vrstva, kterd zlstala v délici
nalevce, se promyje 10 ml kyseliny chlorovodikové (8), protiepe a vydélend cira spodni vrstva
se prevede do téze odmérné banky a doplni vodou po znacku.

Mezitim se ptipravi 100ml délici ndlevka s 5 ml barevného roztoku (15), do které se prevede 1 ml
roztoku z 50ml odmérné banky a piida 5 ml chloroformu (18). Obsah dé¢lici nalevky se dikladné
protiepe a necha 30 min stat. Pak se do zkumavky s graduaci pfevede spodni chloroformova vrstva.
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Délici néalevka se znovu promyje 5 ml chloroformu, protiepe a opét se odpusti spodni
chloroformova vrstva do graduované zkumavky. Poté se pfidaji 2 ml hydroxidu sodného
v methanolu (17), doplni chloroformem na objem 20 ml, zazatkuje, promicha a necha 60 min stat
pfi laboratorni teploté. Absorbance se méti pfi 630 nm v 10mm uzaviené kyveté proti chloroformu
(18). Slepy pokus se ptipravi stejnym zptisobem bez navazky vzorku.

Mnozstvi alkaloidl se odecte z kalibra¢niho grafu.

6 Vypocet a vyjadreni vysledku
Celkovy obsah alkaloid X(%) se vypocita podle vztahu

Yo CxV xR
10000 x m,
C koncentrace alkaloidi zjisténé z kalibracniho grafu (po ptfipadném odectu mnoZstvi

alkaloidii zjisténych pii slepém pokusu) v mg/I;
Vv celkovy objem extraktu v ml;
R tedici faktor (20);
10000 prepocitaci faktor z mg/kg na %;

mo hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky primér vysledkii dvou soubézné provedenych stanoveni.
Vyjadtuje se s ptesnosti na 0,01 % pro obsahy do 3,0 % a na 0,1 % pro obsahy nad 3,0 % alkaloidi.
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