Stanoveni vit. A avit. E metodou HPL C v krmivech a premixech dopl ikovych |atek

STANOVENI VITAMINU A (RETINOLU) A VITAMINU E (a-TOCOPHEROLU)
METODOU HPLC V KRMIVECH A PREMIXECH DOPLNKOVYCH LATEK.

1. Definice

U¢innou formou vitaminu A obecného vzorce CigHos - R jeretinol aneoretinol (R =

CH3-C=CH-CH,0H) , kdy retinol je al-trans isomer a neoretinol je cis,trans-isomer. Meto-

dou se stanovi vitamin A v kompletnich krmivech i premixech doplnkovych katek od obsa-
hu nad 800 m.j./kg.

Vitamin E je DL-a-tocopherol sumarniho vzorce CygHgp0,. Obsah vitaminu E se

vyjadiuje v mg/kg. Metodou se stanovi vitamin E v kompletnich krmivech i premixech do-
plnikovych latek od obsahu nad 2,5 mg/kg.

2. Princip

ZkuSebni vzorek se zmydelni alkalickym hydroxidem (hydroxid draselny) a vitamin
A avitamin E se extrahuje do organického rozpou&édla (hexanu). Extrakt se odpaii k suchu
aodparek se rozpusti v methanolu, je-li nutné, naedi se na poZzadovanou koncentraci. Obsah
vitaminu A se stanovi HPLC metodou s UV detekci pri vinové délce 325 nm nebo fluores-
cencni detekci pii vinovych délkach Ex: 325 nm, Em: 480 nm. Separacni podminky (pratok
mobilni faze a sila elucniho roztoku) se nastavi takove, aby nedochazelo déleni cis a trans
isomeru vitaminu A. Obsah vitaminu E se stanovi HPLC metodou s UV detekci pii vinové
délce 292 nm nebo fluorescencni detekci pii vinovych délkach Ex: 295 nm, Em: 330 nm.
V piipadé pouziti programovatelného UV detektoru se zjist'uje obsah vitaminu A i vitami-
nu E v jediném nastiiku.

3. Zkusebni pomucky a chemikélie

3.1 Hexan, p.a
3.2 Methanol, HPLC grade
3.3 Ethanol, denaturovany hexanem 1 %

3.3.1 Ethanol, vodny roztok 35 %, r = 0,945 g.cm™
3.4 Hydroxid draselny, KOH M, =
3.4.1 Hydroxid draselny, ethanolicky roztok (35 % ethanol) 200 g/I
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3.5 Kyselinaaskorbovd, CgHgOg, M, = 176,1
3.6 Hydrochinon pevny, CeHegO», M, = 110,1
3.7 Siran sodny, bezvody

3.8 Indikéator fenolftalein, roztok 0,1 % :1 g fenolftaleinu se roz pusti v 80 ml ethanolu a
doplni vodou na 100 ml. Takto piiprave ny roztok se ziedi 10krat.

3.9 Mohilni faze: methanol-voda (980 + 20), pomér se musi upravit tak, aby odpovidal
pouZzité koloné a aby nedochézelo k tailovani piku vitaminu A pri ¢astecné separaci
cis- atrans - isomert vitaminu A.

3.10 Dusik, zérovkarensky, prosty kyselych latek a plyna
3.11 All-trans-vitamin-A-acetét, napt. SIGMA, No. R 4639

3.12 All-trans-vitamin-A-pamitét, napi. SIGMA, No. R 3625, approx. 500 000 1U/g
3.13 DL-a-tocopherol-acetat, napi. SigmaNo.T3001, approx. 1360 1U/g
3.14 Chlorid sodny, nasyceny roztok v 35 % ethanolu (3.3.1)

3.15 Kysdina chlorovodikova, ziedéna, 1 mol.I™

4. Pracovni postup

4.1 Priprava vzorku a préce se vzorky

Roztoky vitaminu A i vitaminu E se musi chranit pred piimym slunecnim svétlem
aUV svétlem, jsou citlivé na oxidacni a kyselé latky (roztoky se chrani hlinikovou folii ne-
bo se uchovavgji ve skle nebo v jiném materialu, které nepropousti UV -zaieni). Pri zpraco-
vani vzorku se vyhneme prehiéti vzorku béhem jeho homogenizace. V zorek se homogenizu-
je nac¢astice o velikosti 0,5 mm a mensi. Pokud mozno, vzorek se nemele, ale pouze se roz-
tird v porceldnové misce. Homogenizace a Uprava vzorku se déje tésné pred jeho zmydelné-

nim a dal§im zpracovanim, aby se zabranilo ztrétam retinolu a tocopherol u.
4.2 Zmydelnéni vzorku

Podle obsahu vitaminu A a vitaminu E se do kulaté banky s plochym dnem na 250
nebo 500 ml se z&brusem navazi 5 g (premixy dopliikovych latek) nebo 15 az 20 g (krmné
smési) zkuSebniho vzorku s presnosti na 0,01 g a zalije se 25 ethanolu (3.3). V pripade, Ze
vzorek neni dostatecné smoceny, piida se jesté 5 ml ethanolu (3.3.1). Postupné se piida 750
mg kyseliny askorbové (3.5), 500 mg pevného hydrochinonu (3.6) a 75 ml roztoku hydroxi-
du draselného (3.4.1). Na baiku se nasadi zpétny chladi¢ a po 5 minutové deareaci dusikem
(3.10) se banka ponoii do vodni |azn¢ a obsah baiky se zmydeliuje po dobu 30 minut

/premixy dopliikovych létek/ nebo 60 minut /krmné smési a cisté laky ¢i trituraty/
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pii teploté 80 O°C za stalého michani. Po ukonceni zmydelnéni se zpétny chladi¢ oplachne
30 ml 35 % ethanolu (3.3.1), prida se 34 ml vody a obsah banky se ochladi na laboratorni
teplotul.

4.3 Extrakce

Do délici ndlevky na 500 ml se pfida 15 ml nasyceného roztoku chloridu sodného
(3.14) azmydelnény roztok se prevede do délici ndlevky tak, aby pevny podil zistal v bance.
Pevny podil v bance se vyplachne 30 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (3.14) a ka
palina se prevede do délici ndlevky. K pevnému podilu ve zmydelnovaci baice se prida 60
ml hexanu (3.1) a krouZivym pohybem se promich&. Po usazeni sedliny se hexanovy podil
pievede do délici ndlevky k vodno-ethanolické fazi, délici ndlevky se uzavie atiepe po dobu
30 s. Ob¢ féze se nechgji asi 2 - 5 minut rozdélit. P Spatném déleni obou fazi se mtze do
delici nalevky pridat as 5 ml 35 % ethanolu (3.3.1) k rozruSeni vzniklé emulze. Extrakce
vodné faze s hexanem se provadi jesté dvakrat ato tak, Ze se vodna faze extrahuje nejprve s
50 ml hexanu (3.1) a poté opét s 50 ml hexanu, pricemz po rozdéleni fazi (viz vy3e) se he-
xanove extrakty spojuji v délici ndlevce na 250 ml (500 ml). K oplachovani zatky délici na-
levky se pouZiva 35 % ethanol (3.3.1). V piipadé obsahu tuku nad 30 g.kg™ se extrakce opa-
kuje 4krét, pro obsahy tuku nad 70 g.kg™ se extrakce opakuje 5krét a hexanové extrakty se
spojuji v délici ndlevce na 500 ml. Spojené extrakty se proplachnou 100 ml vody, pii¢emz
se délici nalevkou ot&i tak, aby nedochazelo k tvorbé emulze. Potom se extrakt proplachne
2krat 100 ml vody, piicemz se délici ndlevkou vzdy krétce krouzi, tak dlouho, aZ je promy-

vaci voda neutrdni (po piidani roztoku fenolftaleinu (3.8) zustavaroztok bezbarvy).

4.4 Uprava hexanového extraktu

4.4.1 Methanolovy extrakt

Extrakt se filtruje do varné baiky s kulatym dnem na 250 ml nebo 500 ml pres suchy
skladany papirovy filtr s vrstvou siranu sodného (3.7). Ndlevkai filtr se proplachnou 50 mli
hexanu (3.1). Obsah baiiky se odpati na rotacnim vakuoveém odparovéku za snizeného tlaku
pii teplote 55 °C témek aZ k suchu. Varna baiika se sejme a zbyvajici roztok se odpaii k su-
chu po proudem dusiku (3.10). Odparek se rozpusti v definovaném mnozstvi methanolu tak,

aby se koncentrace vitaminu A pohybovala okolo 5 000 - 10 000 m.j./I.
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4.4.2 Premixy dopliikovych latek - hexanovy extrakt

Extrakt se filtruje do odmérné banky na 200 ml pies suchy skladany papirovy filtr
svrstvou siranu sodného (3.7). Nalevkai filtr se proplachnou 20 ml hexanu (3.1) a odmérna
banka se doplni hexanem po znatku a promichd. Obsah odmérné barky naiedi na koncent-
raci asi 5000 - 10 000 m.j./l tak, Zze hexanovy extrakt se pipetuje do objemu 10,0 ml do od-
meérné banky na 25 ml a extrakt se odfouka pod proudem dusiku a odparek se rozpusti
v methanolu, doplni methanolem po znac¢ku a promicha. Pri pipetovaném objemu > 10 ml se

pipetuje extrakt do varné baiky s kulatym dnem na 250 ml a obsah barky se odpaii na ro-

v v ~

tacnim vakuovém odpatovaku za snizeného tlaku pii teploté 55 °C témék a2 k suchu. Varna
barka se sejme a zbyvgici roztok se odpaii k suchu po proudem dusiku (3.10) a odparek se
rozpusti v methanolu. Roztok se prevede do odmérné barky takového objemu, aby koncent-
race vitaminu A bylaasi 5000 - 10 000 m.j./I.

4.4.3 Krmné smési a premixy dopliitkovych latek v piitomnosti robenidinu

V piipadé obsahu robenidinu v premixech doplikovych latek se robenidin extrahuje
kyselinou chlorovodikovou (3.15). Podle tabulky 3 se do délici ndlevky na 250 ml pipetuje
definované mnoZstvi hexanového extraktu, v piipadé nutnosti se objem hexanoveé faze upra-
vi na cca 10 ml hexanem (pro obsahy vitaminu A nad 8 000 000 m.j./kg) a prida se 20 ml
kyseliny chlorovodikové (3.15). Obsah se protiepe, po rozdéleni fazi se vodna faze odpusti a
extrakce se provede jest¢ 2krat s 20 ml kyseliny chlorovodikové (3.15). Po odpusténi po-
sledniho podilu vodné féze se obsah délici nalevky promyje 3krét 100 ml vody do odstrang-
ni kyselé reakce, hexanova féze se piefiltruje pres vrstvu siranu sodného (bezvodého) (3.7)
do varné banky s kulatym dnem na 250 ml, piicemz filtr s vrstvou siranu sodného i délici

nélevky se proplachnou 20 ml hexanu, obsah baiky se odpati nha rotacnim vakuovém odpa-
rovaku za snizeného tlaku pii teplots 55 °C témet aZ k suchu. Varna baiika se sejme a zby-
vajici roztok se odpaii k suchu po proudem dusiku (3.10) a odparek se rozpusti v methanolu.
Roztok se pievede do odmérné banky takového objemu, aby koncentrace vitaminu A byla

asi 5000 - 10 000 m.j./I.

V piipadé obsahu robenidinu v krmnych smésich se postupuje podle ¢l. 4.3, hexano-
vé extrakty se shromazd'uji v délici ndlevce na 500 ml. Prida se 50 ml kyseliny chlorovodi-

kové (3.15) a obsah se tiepe asi 30 sekund. Po rozdéleni fazi se vodné féze odpusti a extrak-
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ce se opakuje jesté 2krat s 50 ml kyseliny chlorovodikové (3.15). Po odpusténi posledniho
podilu vodné faze se obsah délici nalevky promyje 3krat 100 ml vody do odstranéni kyselé
reakce, hexanova faze se prefiltruje pies vrstvu siranu sodného bezvodého (3.7) do varné
barky s kulatym dnem na 250 ml, pri¢em? filtr s vrstvou siranu sodného i délici nalevky se

proplachnou 20 ml hexanu, obsah baiky se odpati na rotatnim vakuovém odparovaku za

v v ~

snizeného tlaku pri teploté 55 °C téméi a7 k suchu. Varna baika se sejme a zbyvajici roztok
se odpari k suchu po proudem dusiku (3.10) a odparek se rozpusti v methanolu. Roztok se
pievede do odmérné barky takového objemu, aby koncentrace vitaminu A byla asi 5 000 -
10 000 m,j./I.

Pred nastiikem na chromatografickou kolonu se roztok filtruje pres membranovy filtr

(0,45 mm) nebo se odstiedi na laboratorni odstiedivce po dobu 3 minut pii 8000 ot/min.
4.5 Stanoveni metodou HPLC

Vlastni méieni, jak kalibracnich roztoku tak i extrakti zkusebnich vzorku, se provadi
zanésledujicich separaénich podminek chromatografického systému:

Kolona: a) Cq1g - Nova-Pak 4 mm, 150x3,9 mm (Waters) nebo
b) C1g - Nova-Pak 4 nm, 250x4,6 mm (Waters)

Eluéni roztok: Methanol-voda, 980 + 20, (V + V) viz. 3.9
Pritok: 1 ml/min
Objem nastfiku: FL-detektor - 5 m; UV-detektor - 25 m

Detektor: viz tabulka €. 4 a tabulka €. 5
FL-detektor, retinol EX/Em - 325/480, tocopherol EX/Em - 295/330
AUFS: 1,000

UV-detektor, €asoveé programovatelny s programovatelnou vinovou délkou

Casové zmény vinovych délek UV-detektoru

Chromatogr aficka kolona 250 mm Chromatograficka kolona 150 mm
Cas (min) Vinova délka (nm) Cas(min) | VInova déka (nm)
0,0 325 0,0 325
6,0 292 4,5 292

FL-detektor, Casové programovatelny s programovatelnou vinovou délkou

Casové zmeény vinovych délek FL-detektoru
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Chromatogr afické kolona 250 mm Chromatograficka kolona 150 mm
Cas (min) Vinova délka (nm) EX'Em Cas (min) Vinova délka (nm) EX'Em
0,0 325/480 0,0 325/480
6,0 295/330 4,5 295/330
Teplota: okoli (resp. 30 °C)
Run Time: pro kolonu a) 12,5 min kolonu b) 27,5 min
RetTime: a) Retinol 2,1 min Tocopherol 5,6 min

b) Retinol 4,3 min Tocopherol 13,6 min
4.6 Kalibrace

4.6.1 Priprava pracovniho roztoku

Do kulaté baiky s plochym dnem na 250 ml se zébrusem navéZi asi 60 aZ 85 mg
vitaminu A (3.11 nebo 3.12) a 40 az 60 mg vitaminu E (3.13), pricemZ se dba na ustanoveni
¢l. 4.1, standard se prevrstvi 10 ml ethanolu (3.3) a déle se postupuje podle ¢l. 4.2 a 4.3.

Konecny objem methanolového extraktu je 250 ml.
1 ml tohoto roztoku obsahuje vitamin A (retinol)- 150 U, vitamin E (tocopherol) - 0,2 mg.
4.6.2 Priprava kalibraéniho roztoku a sestr ojeni kalibraéni k¥ivky

Do sady odmernych ban¢k na 25 ml se odpipetuje postupné 0,5 - 1,0 - 2,0 - 50 a
10 ml methanolového extraktu vitaminu A avitaminu E, ziskaného podle ¢l. 4.6.1, doplni se
methanolem (3.2) po znatku a promich& Takto piipravené kalibracni pracovni se nanési

postupné na chromatografickou kolonu o objemu nastiiku 25 i .
Z pramernych hodnot jim odpovidajicich ploch pikt se sestroji kalibraéni kiivka.
4.6.3 Priprava kalibraéniho roztoku a sestrojeni kalibra¢ni  k¥ivky pro krmné
smési a suroviny s nizkym obsahem vitamina

Do sady odmérnych banék na 100 ml se odpipetuje postupné 0,25 - 0,5-1,0a2,0 ml
methanolového extraktu vitaminu A a vitaminu E, ziskaného podle ¢l. 4.6.1, doplni se met-
hanolem (3.2) po znatku a promichd. Takto piipravené kalibracni pracovni roztoky odpovi-
daji priblizné koncentraci 250 - 500 - 1500 a 3000 U/l vitaminu A (retinol) a0,5- 1,0 - 2,0
a4,0 mg/l vitaminu E (tocopherol). Takto pripraveny roztok se nastikuje postupné na ko-
lonu HPLC o objemu néstiiku 5 ni .

Strana 6 ze 6

PDF byl vytvofen zkuSebni verzi FinePrint pdfFactory Pro http://www.fineprint.cz



http://www.fineprint.cz

Stanoveni vit. A avit. E metodou HPL C v krmivech a premixech dopl ikovych |atek

5. Vypocet

Obsah vitaminu A vyjadieny v 1U/kg a obsah vitaminu E v mg/kg se vypocita podie

VZOrce:

kdec je koncentrace vitaminu odectena z kalibracni kiivky v 1U/l  (retinol) nebo mg/I

(tocopherol)

m, hmotnost zkusebniho vzorku v g

V objem extraktu v ml

R fedéni /zakoncentrovani/

Poznamka: Fluorescencni detekce je vhodné pouZivat u vzorkii, obsahuji Ususky pic-
nin a prirodni barviva (b-karoten, carophyll), kdy dochazi k nizkému roziSeni pikiz b-
karoten - tocopherol, retinol - robenidin. V tomto pripade je nutné koneché koncentrace

methanolovych extrakti; upravit na kalibrachi krivku pro FF-detektor.
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