CH 12.26. Stanovenie vitaminu E a K v biologickych matriciach

1. Pévod metody
SVPU Kosice

2. Princip metody
Metoda je zaloZzend na uvolneni vitaminu E po zmydelneni tukov a jeho extrakcii do
hexanu.

3. Pouzité pristroje
Vahy,

Trepacka,

Centriftga,

Rotac¢na vakuova odparka,
Centrifugacné skimavky,
Manifold SPE,

SPE kolonky,

Pipety,

4. Zoznam chemikalii

hexan p.a.,

chlorid sodny,

acetonitril g.g.,

metanol g.g,

dichlérmetan p.a.,

kyselina askorbova,

etanolicky roztok hydroxidu draselného

5. Priprava Standardov
Zasobny roztok sa pripravi s koncentraciou 1 mg/mL.

6. Priprava vzoriek

Svalovina, vajcia, tuk, vnutornosti:

K zhomogenizovanej vzorke sa prida etanolicky roztok KOH. Zmes sa vytrepava na
trepacke. Vitamin E sa zo zmesi extrahuje. Spojené hexanové extrakty sa odparia
na vakuovej rota¢nej odparke.

Sérum:
SPE kolonka sa aktivuje. Na kolonku sa nadavkuje sérum. Vitamin E sa z kolonky eluuje
zmesou acetonitril/dichlormetan. Eluat sa odpari dosucha na vakuovej rota¢nej odparke.

7. Podmienky stanovenia

Koléna: C - 18

Mobilna faza: :acetonitril / metanol / dichlérmetan
Prietok mobilnej fazy: 1 ml / min

Detekcia: DAD

Teplota: 40 °C

Injekovany objem: 20 ul.



CH 12.26.
STANOVENIE VITAMINU A, E METODOU HPLC

1. ROZSAH POUZITEENOSTI METODY

Skusobna metdda je pouzitel'na pre stanovenie v tuku rozpustnych vitaminov:
+ vitamin E (o — tokoferol)

* vitamin A (retinol)

vo vzorkéch brav€ového a hovidzieho mésa, v premixoch a v krmivach.

2. PRINCIP METODY

Zriedené a upravené vzorky sa analyzuju reverznofazovou HPLC s UV detekciou s vlnovou
dizkou 290 nm pre vitamin E a A=325 nm pre vitamin A.

3. PRISTROJE A POMOCKY

* Ultrazvukovy vodny kapel

* Rota¢na vakuova odparka

* Milli-Q-Plus, systém na precistenie destilovanej vody, Millipore

* HPLC pristroj HP 1100 s UV detektorom Agilent 1100

* Analytickd kolona: LiChroCART 125-4, Purospher 100 RP 18e (5um) s predkolonou RP 18
(5um), Merck

* Predvazky a analytické vahy

* Injek¢na striekacka Hamilton 100 pl

+ Kalibrované odmerné sklo

4. CHEMIKALIE A ROZTOKY

Pokial’ nie je uvedené inak, pouzivaju sa chemikélie Cistoty p.a.:
* Metanol - LiChrosolv, gradient grade

* Etanol - Uvasol

* N — hexan

* kyselina askorbova

* Hydroxid draselny

» tris(hydroxymetyl)-aminometan hydrochlorid

* Butylhydroxytoluen

* Pyrogalol

* Chlorid draselny

* Kyselina chlorovodikova

* Hydrochin6n

* Siran sodny, bezvody

* HPLC — grade H,O

» Referen¢né materidly: tokoferol acetat, a-tokoferol, retinol acetat, retinol



5. PRACOVNY POSTUP PRiPRAVY VZORIEK
5.1. Hovidzie a bravéové miso

Zo zmrazenej vzorky odvazime 1,00 g do sklenej gulatej banky s rovnym dnom, pridame
tlmivy roztok, banku uzavrieme a homogenizujeme v ultrazvukovej vani. Potom pridame BHT
v etanole a kyselinu askorbovil. Banku pretrepeme, vlozi sa do vodného kupela. Prida sa
KOH, znovu sa pretrepe, vlozime spit do vodného kupela. Roztok v skumavke prudko
ochladime v 'adovom kupeli. Do zmesi pridame 1 % pyrogalol a extrahujeme n-hexdnom
v deliacom lieviku. Po prefiltovani hexanovej fazy cez bezvody vyzihany siran sodny spojené
n-hexanové podiely odparime na rota¢nej vakuovej odparke takmer do sucha a zvySok
odfikame v prade dusika. Odparok rozpustime v metanole a ddvkujeme na chromatograficku
kolonu.

5.2. Premixy a kimne zmesi

Vitamin E

Do zmydeliiovacej banky avazime 2 g vzorky premixu, alebo 20 az 50 g vzorky kfmnej zmesi.
Do navézenej vzorky pridame BHT, hydrochinén, zalejeme etanolom, aby sa vzorka
prevlh¢ila, roztokom kyseliny askorbovej a podl'a druhu vzorky priddme potrebné mnozstvo
10% roztoku hydroxidu draselného v etylalkohole. Na banku nasadime spitny chladi¢ a 5 min
vzorku prebublavame prudom dusika. Potom banku ponorime do vodného kupela a
zmydelfiujeme za obcasného premieSania kriZivym pohybom. Po zmydelneni cez chladi¢
opatrne priddme vodu. Potom banku zo zmydeliiovace] aparatiry vyberieme a prudko
ochladime pod studenou te¢ticou vodou.

Obsah banky nechame usadit, tekuti Cast’ prenesieme do deliaceho lievika tak, aby pevny
podiel zostal v banke. Zmes v deliacom lieviku dokladne vytrepeme n-hexanom tak, Ze najprv
preplachneme pevny podiel v banke. Zmes dokladne trepeme a po oddeleni spodnu vodntl fazu
vypustime. Hexanové extrakty spojime v zbernom deliacom lieviku, premyjeme vodou, pricom
vodnu fazu vzdy vypustime a d’alej nepouZijeme. Hexanova vrstvu filtrujeme cez riedky
papierovy filter, obsahujlci vyZihany siran sodny do odmernej banky a doplnime po znacku.
Do odparovacej banky odoberieme extrakt vzorky a ¢iastocne odparime na rotacnej vakuovej
odparke pri teplote 50°C. Zostavajuci roztok odparime do sucha pod pridom dusika. Odparok
vzorky rozpustime v metanole. Po dokladnom rozpusteni davkujeme na chromatograficka
kolonu.

Vitamin A

Do zmydeliovacej banky o objeme navazime 2 g vzorky premixu, alebo 20 az 50 g vzorky
kfmnej zmesi, priddme etanol, aby sa vzorka prevlh¢ila a podla druhu vzorky pridame
potrebné mnozstvo 10% roztoku hydroxidu draselného v etylalkohole. Na banku nasadime
spatny chladi¢ a vzorku prebublavame pridom dusika. Potom banku ponorime do vodného
kipel'a a zmydeliiujeme za obCasného premieSania krizivym pohybom pod stalym pradom
dusika. Po zmydelneni cez chladi¢ opatrne priddme vodu. Potom banku zo zmydeliovace]
aparatury vyberieme a prudko ochladime pod studenou tecticou vodou.

Po ochladeni obsah banky prenesieme do deliaceho lievika a dokladne vytrepeme n-hexanom.
Hexéanové extrakty spojime v zbernom deliacom lieviku, pridame 0,01 M HCL a dokladne
pretrepeme. Po oddeleni a odstraneni spodnej vodnej fazy hexdnovy extrakt opakovane
preplachujeme vodou az do neutralnej reakcie vodnej fazy na pH papierik. Hexdnovy extrakt



kvantitativne prefiltrujeme cez stredne husty papierovy filter, obsahujici malé mnoZzstvo
vyzihaného siranu sodného do odmernej banky a doplnime hexanom po znacku.

Do odparovacej banky odoberieme extrakt vzorky a Ciastocne odparime na rotacnej vakuovej
odparke. Zostavajici roztok odparime do sucha pod pradom dusika. Odparok vzorky
rozpustime v metanole. Po vhodnom nariedeni davkujeme na chromatograficku kolonu.

6. HPLC STANOVENIE

* Analytické koléna: LiChroCART 125-4, Purospher 100 RP 18e (5um) s predkolénou
RP18 (S5um) — 4x4

* Mobilna faza: A =voda
B = metanol

* Zlozenie mobilnej fazy: vitamin E: izokratickd elucia 2 % A +98 % B
vitamin A: izokratickd elicia 3 % A+97 % B

* Prietok mobilnej fazy: vitamin E: 1,8 ml/min
vitamin A: 1,0 ml/min

* Objem néstreku: 50 ul
* Teplota kolony: 20°C
* Detekcia: vitamin E: UV pri 290 nm

vitamin A: UV pri 325 nm

Vzorky pripravené postupom uvedenym v kapitole 5. kvantifikujeme kvapalinovym
chromatografom, ktory je Specifikovany v kapitole 3.

7. SPRACOVANIE NAMERANYCH UDAJOV A VYHODNOTENIE VYSLEDKOV

Po ukonceni série analyz vzoriek je potrebné spracovat’ jednotlivé analytické behy, ktorych
data st ulozené v adresari DATA.

Pritomnost’ a mnozstvo vitaminu A a E kvantifikujeme pomocou multikalibra¢ného programu,
ktory je sucastou programového vybavenia.

Po prebehnuti kalkulacie a vytlaceni vysledkov analyzy urobime prepocet koncentracie analytu
vo vzorke na riedenie, ndvazku a vytaznost. Hodnota vysledku je vyjadrend v mg/kg vzorky.

10. POUZITA LITERATURA

1. HPLC in food analysis, R.Marcae, 1988, Reading, UK
2. Vestnik Ministerstva podohospodarstva SR, r.1998:
Cast M1 - Stanovenie vitaminu A str. 535-537
Cast M2 - Stanovenie vitaminu E str. 539-540



	CH 12.26 vitaminy E a K.pdf
	CH 12.26.Vitamin A+E- HPLC.pdf

