Stanoveni laktosy v jogurtu

prrava vzorku

Dodany vzorek jogurtu se promicha a bez dalSich Uprav se navazi do Cisté plastové
centrifugacni zkumavky (pfiblizn€ 0,5 g vzorku pfesn¢). Navazeny vzorek se rozmicha s 1,5
ml destilované vody a deproteinuje pifidavkem 4 ml ethanolu (denaturovaného 5 %
methanolu) s rozpuSténym salicinem (2-(hydroxymethyl)phenyl-B-D-glukopyranosid) jako
vnitinim standardem. Pfi koncentraci salicinu 2,5 mg/ml odpovida piidavek 20 mgna 1 g
jogurtu, tj 2 % (m/m). Vzorek se ditkladné promicha, sonifikuje 10 min v ultrazvukové 1azni a
centrifuguje (6 min, 4400 ot/min). Z ¢irého supernatantu se odebere 100 pl do ¢isté vialky a
kapalina se odpafi mirnym proudem dusiku pii teploté 50°C. K odparku se ptida 500 pl
roztoku hydroxylaminhydrochloridu v pyridinu (25 mg/ml), vialka se uzavie a inkubuje 30
min pii 75°C. Po ochlazeni se pfida 500 pl hexamethyldisilazanu a 50 pl kyseliny
trifluoroctové. Vzorek se dale inkubuje 30 min pfi laboratorni teploté, centrifuguje a
supernatant se analyzuje plynovou chromatografii s hmotnostné spektrometrickou detekei.

Parametry GC/MS metody

Nastiik: 1 pl; teplota 300°C; davkovaci puls 140 kPa, 0,2 min; kolona HP-5ms (30 m x 0,25
mm x 0,25 um); 150°C — 2 min — 10°C/min — 320°C — 15 min; helium 0,9 ml/min; EI 70 eV,
zaznam spekter 29 — 800 m/z). Typicky chromatogram je uveden na Obr. 1.

Vypocet obsahu laktosy
Pro vypocet je mozno pouzit odezvovych faktorii ziskanych analyzou standardi ptisluSnych
sacharidu a salicinu (fiu—=1,13; fionosach=0,606).

Obr. 1: Chromatogram odpovidajici analyze vzorku jogurtu
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