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STANOVENI OBSAHU RUTINU V NAZKACH POHANKY

METODOU HPLC

Ucdel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu rutinu v nazkéch pohanky seté.
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Princip

Rutin se z pomletého aktivovaného vzorku extrahuje smési methanol, voda, kyselina octova.
Obsah rutinu se nasledné stanovi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci
v UV oblasti pii 355 nm.
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Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Methanol, pro HPLC.

Acetonitril, pro HPLC.

Kyselina octova, 99,0 % (m/m), p(CH;COOH) = 1,05 g/ml.
Kyselina octova, c(CH3COOH) = 2 % (V/V).

Ptiprava: 20 ml kyseliny octové (4) se nafedi a doplni v 1000ml batnice vodou (1)
po znacku.

Mobilni faze.

Ptiprava: Smicha se 750 ml kyseliny octové (5), 150 ml acetonitrilu (3) a 100 ml
methanolu (2). Smés se dukladné promicha.

Methanol, ¢c(CH3OH) = 50 % (V/V).
Ptiprava: Smiché se 250 ml methanolu (2) a 250 ml vody (1).
Extrakéni smés.

Ptiprava: Smiché se 100 ml metanolu (2), 2 ml kyseliny octové (4) a 100 ml vody (1).
Smés se diikladné promicha.

Rutin hydrat, c(C27H30016 - xH20) > 94 %.
Rutin, zasobni roztok, c(C27H30016 - xH20) = 0,5 mg/ml.

Ptiprava: 25 mg rutinu (9) se rozpusti v 50 ml metanolu (7).
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Pristroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV/VIS detektorem.
Analytické vahy s ptesnosti 0,01 mg.

Minitfepacka typu Vortex.

Ultrazvukova lazei.

Laboratorni odstfedivka, 3900 ot/min.

Centrifugacni zkumavky (typ Falcon), 25 ml.

Strikackové filtry (PTFE, 0,45 pm), injekéni stiikacky, 2 ml.

Laboratorni susarna s regulaci teploty.
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Automatické pipety s nastavitelnym objemem, Spicky.
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Vialky se Sroubovacim uzavérem, 2 ml.

Laboratorni mlynek ZM 200.

—_—
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5 Postup
5.1 Priprava zkuSebniho vzorku

Laboratorni vzorek se po odstranéni necistot diikladné promiché a kvartaci se piipravi zkusebni
vzorek, ktery se pomele na laboratornim mlynu Retsch ZM 200 rychlosti 14000 ot/min. PouZzije
se sito s velikosti ok 0,25 mm. Pomlety materidl se uchovava v uzaviratelné plastové nadobé
pfi laboratorni teploté.

5.2 Extrakce

Pred vlastni extrakci se provede aktivace obsahu rutinu v pohance. Vysousecka s pfiblizné 2 g
pomletého zkusebniho vzorku se necha v susarné€ 30 min pfi teploté (150 + 2) °C. Poté se vlozi
do exsikatoru a vzorek se necha vychladnout na laboratorni teplotu. Do 25ml centrifugacni
zkumavky se navazi 0,5 g aktivovaného vzorku s piesnosti 0,1 mg. Pfid4 se 10 ml extrak¢ni
smési (8), zkumavka se uzavie a vzorek se extrahuje 1 h v ultrazvukové 1azni. Béhem extrakce
se kazdych 10 min vzorek protfepe na minittepacce. Poté se vzorek odstied’'uje 5 min rychlosti
3900 ot/min. Takto pfipraveny extrakt se ptefiltruje pies stiikackovy filtr do 2ml vialky.

5.3 Priprava kalibra¢nich roztokiu rutinu

Ze zasobniho roztoku rutinu (10) se pfipravi fada kalibra¢nich roztokti o koncentraci 1,25 pg/ml
az 150 pg/ml rutinu v metanolu (7). Redéni kalibracnich roztok je popséno v tabulce €. 1.
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Tabulka €. 1. PFiprava kalibracnich roztoki rutinu.
Oznaceni Pipetovany objem - A , .
kalibraniho | zésobniho(10)/kalibragniho | 1 1dany objem Vysledna
metanolu (7) koncentrace
roztoku roztoku
KIlb 9 3ml ZR 7 ml 150 pg/ml
Klb 8 2 ml ZR 8 ml 100 pg/ml
Klb 7 1 ml ZR 9 ml 50 pg/ml
Klb 6 0,5 ml ZR 9,5 ml 25 pg/ml
Klb 5 SmlKlb 6 5ml 12,5 pg/ml
Klb 4 5mlKlIb 5 5ml 6,25 ug/ml
KIlb 3 1 ml Klb_7 9 ml 5 pug/ml
Klb 2 0,5 ml Klb_7 9,5 ml 2,5 pg/ml
Kilb 1 5mlKlb 2 5ml 1,25 pg/ml

5.4 Chromatografické stanoveni

Vlastni analyza se provadi metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s vyuzitim
UV/VIS detektoru. Rutin se separuje izokratickou eluci na chromatografické koloné s reverzni
fazi C18 a detekuje pti 355 nm. Piiklad nastaveni chromatografickych podminek je uveden

v tabulce ¢. 2.

Rutin se identifikuje srovnanim reten¢niho casu standardu s retencnim casem piku
v analyzovaném vzorku. Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouzije metoda vnéjSiho standardu.
Pro stanoveni rutinu v nazkach pohanky se pfipravi nejméné sedmibodova kalibra¢ni piimka
vrozsahu 1,25 pg/ml az 150 pg/ml rutinu v 50% methanolu. Kontroluje se linearita
kalibracniho grafu.
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Tabulka ¢. 2. Priklad nastaveni chromatografickych podminek pro HPLC.

Chromatograficka HPLC Agilent 1260: Kinetex (15 cm x 4,6 mm ID, 2,6 um)
kolona HPLC Agilent 1100: Luna (25 cm x 4,6 mm ID, 4,6 um)

Ptedkolona Zorbax Pursuit 5 C18 (1,0 cm x 4,6 mm ID)

2% CH3COOH (5) : ACN (3) : MeOH (2)

Mobilni faze v poméru 75 : 15 : 10 (V/V/V)

Pratok mobilni faze | 0,7 ml/min

Teplota kolony 30 °C
Objem nastiiku 20 pul
Detekce 355 nm

6  Vypocet a vyjadieni vysledkii

Obsah rutinu ve vzorku se vypocita z kalibracni zavislosti. Sestroji se graf zavislosti plochy
piku rutinu na koncentraci v poZadovaném rozsahu. Ze smérnice kalibracni pfimky se zjisti
koncentrace rutinu a jeho obsah vyjadieny v mg/kg se vypocitd podle vztahu

cxXV
m

X =

kde x je obsah rutinu ve vzorku v mg/kg,
¢ koncentrace rutinu zjiSténa z kalibraéni zavislosti v pg/ml,
V  objem extrakéni smési v ml,

m  hmotnost zkusebniho podilu v g.

Vysledek stanoveni obsahu rutinu se ziskava jako primér ze dvou paralelnich stanoveni
za predpokladu, ze je splnén pozadavek na hodnotu opakovatelnosti. Pokud tomu tak neni,
opakuje se stanoveni se dvéma jinymi zkusebnimi podily.
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