Instrukcja przygotowania i stosowania
Stewia (E960)

Przygotowano przez Musclegraphy MGN.
Adres: 590 Kingston Road, London, SW20 8DN, United Kingdom.
Email: info@musclegraphy.eu

1. Cel badania:

Preparat Stewia (E960) (10 mg liofilizowanego proszku) jest przygotowywany jako standard lub
probka analityczna do badan HPLC w celu identyfikacji 1 oznaczania zwigzkéw aktywnych w
analizie jakos$ciowej lub iloSciowe].

2. Materialy i sprzet:

Fiolka z liofilizowanym proszkiem Stewia (E960) (10 mg).

Woda dejonizowana lub rozpuszczalnik klasy HPLC (np. metanol, acetonitryl).
Mozdzierz z thuczkiem lub mtyn homogenizacyjny (do rozdrobnienia zawartos$ci).
Filtry strzykawkowe (0,2 um) klasy HPLC.

Strzykawki 1 pipety automatyczne.

Zlewki, proboéwki lub fiolki autosamplera.

Kolumna HPLC odpowiednia do badania zwigzkoéw matoczasteczkowych.

e Aparat HPLC z detektorem (UV, FLD, MS, zaleznie od protokotu).

3. Przygotowanie roztworu:

1. Przygotowanie probki:

1. Otworz fiolke z liofilizowanym proszkiem 1 doktadnie zwaz zawartosc.

2. Rozdrobnij proszek w mozdzierzu lub mtynie homogenizacyjnym, aby uzyskac
jednorodna konsystencje.

3. Rozpus¢ odwazong ilo$¢ (np. 10 mg) w odpowiedniej ilosci rozpuszczalnika (np. 10 ml
metanolu klasy HPLC), aby uzyska¢ roztwor o stezeniu 1 mg/ml.

4. Delikatnie mieszaj zawiesing, az proszek catkowicie si¢ rozpusci.

2. Filtrowanie:

Przefiltruj roztwor przez filtr strzykawkowy 0,2 um do czystej fiolki lub probéwki autosamplera,
aby usung¢ ewentualne nierozpuszczone czastki.

3. Rozcienczanie do odpowiedniego stezenia:



Jesli wymagane, wykonaj dalsze rozcienczenia zgodnie z protokotem HPLC, uzywajac
odpowiedniego rozpuszczalnika (np. woda z 0,1% TFA).

4. Warunki pracy HPLC:

1. Faza ruchoma:
e Faza A:0,1% TFA w wodzie.
e Faza B: 0,1% TFA w acetonitrylu.
e QGradient elucji: np. od 10% do 90% fazy B w ciggu 20 minut (dostosowa¢ do
charakterystyki probki).
2. Kolumna:
e Kolumna C18 (150 x 4,6 mm, 5 um) lub odpowiednia dla analizy zwigzkoéw
matoczasteczkowych.
e Temperatura kolumny: 25-40°C (zaleznie od protokotu).
3. Detekcja:

e Detektor UV: dlugos¢ fali 220 nm lub inna optymalna dla badanej substancji.
e Alternatywnie: detekcja MS (jesli dostgpna).

S. Analiza danych:

1. Interpretacja chromatogramu:

e Zidentyfikuj piki na podstawie czasu retencji (w poréwnaniu do wzorca, jesli dostepny).
e Oceniaj jednorodnos¢ pikow oraz ich ksztatt.

2. Obliczenia ilosciowe:
Wykorzystaj krzywa kalibracyjng przygotowang na podstawie roztworéw wzorcowych.
6. Uwagi:

e Przechowuj gotowy roztwor w lodowce (2—8°C) 1 uzyj w ciagu 24 godzin.

e Chroni¢ roztwor przed swiatlem — przechowuj w ciemnych fiolkach.
e Regularnie sprawdzaj stan kolumny HPLC oraz czysto$¢ faz ruchomych.

7. Utylizacja:

Zuzyte probki oraz odpady nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi przepisami dotyczacymi
odpadow chemicznych.
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