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STANOVENI OBSAHU VITAMINU C METODOU HPLC

1 Ugel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni vitaminu C v krmivech a premixech metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie.

2 Princip

Vitamin C se ze vzorku extrahuje roztokem kyseliny metafosforecné. Kyselina
dehydro L(+) askorbova se redukuje na kyselinu L(+) askorbovou a celkovy obsah se nasledné
stanovi metodou HPLC s UV detekcei pti 265 nm.

Vitamin C se definuje jako soucet kyseliny L(+) askorbové a kyseliny dehydro L(+) askorbové.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Kyselina metafosfore¢na (HPO3)n.

2 Kyselina metafosfore¢na, (HPO3),, roztok, ¢ =200 g/1.

Ptiprava: 200 g kyseliny metafosforecné¢ (1) se rozpusti ve vodé (24), ptevede
do 1000ml odmérné banky a doplni se vodou po znacku. Roztok se skladuje
pii + 4 °C, stabilita 1 mé&sic.

3 Kyselina metafosfore¢na, (HPO3),, roztok, ¢ =20 g/l.

Ptiprava: Do 500ml odmérné baiiky se pipetuje 50 ml roztoku kyseliny metafosfore¢né
(2) a doplni vodou (24) po znacku. Roztok se ptipravuje Cerstvy v den analyzy.

4 Fosforecnan trisodny, Na3PO4 . 12 H>O, > 98,0 %.
5 Fosfore¢nan trisodny, roztok, NazPOs . 12 H>O, ¢ =200 g/I1.

Ptiprava: 200 g fosfore¢nanu trisodného (4) se rozpusti ve vodé (24), pievede
do 1000ml odmérné bariky a doplni se vodou po znacku.

6 Dihydrogenfosforecnan draselny, KH2PO4, > 99,0 %.
7 L-cystein, C3H7NO2S, > 99,0 %, nebo jiné vhodné redukéni Cinidlo.
8 L-cystein, C3H7NO2S, roztok, ¢ = 40 g/l.

Ptiprava: 20 g cysteinu (7) se rozpusti ve vodé (24), ptrevede do 500ml odmérné banky
a doplni se vodou po znacku. Roztok se pfipravuje Cerstvy v den analyzy.

9 N-cetyl-N,N,N-trimethylamonium bromid, C19H42BrN, > 99,0 %.
10 Methanol, CH30OH, pro HPLC.
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11 Mobilni féaze.
Ptiprava:
Roztok A: V kadince se rozpusti 13,6 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (6)
v 900 ml vody (24) a ptefiltruje se pies filtr 0,45 um.
Roztok B: V dalsi kadince se rozpusti 1,82 g N-cetyl-N,N,N-trimethylamonium
bromidu (9) ve 100 ml methanolu (10). Roztok se promicha a ptefitruje se pres 0,45
um.
Mobilni faze: Smicha se 900 ml roztoku A se 100 ml roztoku B. Roztok se pted
pouzitim odplyni.
12 Skrob, roztok, ¢ = 10 g/l.
Ptiprava: Navazi se 1 g rozpustného Skrobu a rozpusti se ve vodé (24). Prevede se
do 100ml odmérné banky a po promichdni se doplni po znacku.
13 Jod, I2,>99,0 %.
14 Jod, roztok, c(I>) = 0,05 mol/Il.
Ptiprava: Navazi se 6,41g jodu (13) a rozpusti se ve vod¢ (24). Prevede se do 500ml
odmérné banky a po promichani se doplni po znacku.
15 Kyselina sirova, H>2SO4, > 96,0 %.
16 Kyselina sirova, H2SO4, roztok, ¢(H2SO4) = 0,1 mol/L.
Ptiprava: 5,6 ml H>SO4 (15) se za stalého michani ptidda k 500 ml vody (24).
Po vytemperovani se v 1000ml odmérné baiice doplni vodou po znacku.
17 Kyselina askorbova, L(+) kyselina askorbova, CsHsCs, > 99,7 %.

Test pro urceni koncentrace a Cistoty standardu: Do kénické baiky se navazi 150 mg
kyseliny askorbové (17) s pfesnosti na 0,1 mg a rozpusti se pfidainim 10 ml kyseliny
sirové (16) a 80 ml vody (24). Po ptidavku roztoku skrobu (12) se titruje roztokem jodu
(14) do trvalého zbarveni. 1 ml roztoku jodu odpovida 8,81 mg kyseliny askorbové.

Cistota standardni latky ws v % se vypo¢ita podle vztahu

¥V, x881x100
=
m
Kde V; je objem spotiebovaného roztoku jodu v ml,
m navazka kyseliny askorbové v mg,
8,81 konverzni faktor,
100 konverzni faktor.
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Kyselina askorbova, zdsobni roztok, ¢(CsHsCe) = 1 g/I.

Ptriprava: 100 mg kyseliny askorbové (17) se navazi s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se
v kyselin¢ metafosfore¢né (3) a doplni se ve 100ml odmérné bance po znacku. Roztok
se pripravuje Cerstvy v den analyzy.

Kyselina askorbova, kalibracni roztok, c(CsHsCs) = 5 ng/ml az 50 pug/ml.

Ptiprava: Do 50ml odmérné banky se odpipetuje 0,25 ml az 2,5 ml zasobniho roztoku
kyseliny askorbové (18) a doplni se kyselinou metafosfore¢nou (3) po znacku. Roztok
se pripravuje Cerstvy v den analyzy.

Kyselina erythorbova (izoaskorbova), D (-) kyselina askorbova, C¢HgCs, > 99,0 %.
Kyselina erythorbova (izoaskorbova), zdsobni roztok, c(CsHgCe) = 1 g/l.

Ptiprava: 100 mg kyseliny erythorbové (20) se navazi s piesnosti na 0,1 mg, rozpusti se
v kyselin¢ metafosforecné (3) a doplni se ve 100ml odmérné baiice po znacku. Tento
roztok se pfipravuje Cerstvy v den analyzy.

Kyselina erythorbova (izoaskorbova), kalibra¢ni roztok, ¢(CsHsCs) = 10 pg/ml.

Ptiprava: Odpipetuje se 1 ml zasobniho roztoku kyseliny erythorbové (21) do 100ml
odmérné baiiky a doplni se kyselinou metafosforecnou (3) po znacku. Standardni roztok
musi mit koncentraci kyseliny erythorbové mezi 5 pg/ml az 20 pg/ml. Roztok se
ptipravuje Cerstvy v den analyzy.

Pufry na kalibraci pH metru, pH =4,01; pH = 7,00; pH = 10,01.

Voda (neionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

Pristroje a pomiicky
Vysokoucinny kapalinovy chromatograf's UV nebo DAD detektorem.

Chromatografickd kolona s néplni Cis, napi.: Lichrospher 100 RP-18 (250 mm x
4,0 mm, 5 pum) nebo Supelcosil LC-18 DB (250 mm x 4,6 mm, 5 um) s ptfedkolonou
Metaguard 4,6 mm Intersil ODS.

pH metr.

Magnetické michadlo.

Mlynek ultraodstiedivy, mixer.

Analytické vahy s ptesnosti 0,1 mg.

Odsttedivka, 1300 ot/min.

Ultrazvukova lazen.

Lyofiliza¢ni zafizeni.

Membréanovy filtr s velikosti port napt. 0,2 um nebo 0,45 pm.

Kuvalitativni filtrani papir napi. FILPAP KA 2.
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12 Laboratorni sklo.

5 Postup
5.1  Piiprava vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro p¥ipravu vzorku
a JPP 60010.1 Postupy tprav zkuSebnich vzorkt jednotlivych druhii krmiv.

Vzorky krmiv, predev§im premixi, se dodavaji bud’ v pevném stavu nebo v roztoku. Tekuté
vzorky se dikladn€¢ promichaji, ptipadn¢ pokud obsahuji vétsi castice, homogenizuji se
v mixéru v ochranné atmosféie CO,. Vzorky v pevném stavu se melou na ultraodstiedivém
mlynku. Pii mleti nesmi dochazet k zahtivani vzorku a zaroven vSechny mleci elementy a sita
mlynkd museji byt vyrobeny z nerezové oceli. Po namleti se vzorky dikladné promichaji a
okamzit¢ analyzuji.

5.2 Extrakce

Do 100ml odmérné batky se navazi vhodné mnozstvi zkuSebniho vzorku s ptesnosti na 1 mg
(napt. 3 g, je-li predpokladany obsah vitaminu C piiblizné 200 mg/kg). Ptida se 80 ml roztoku
kyseliny metafosfore¢né (3) a promicha se. Doplni se roztokem kyseliny metafosforecné (3) po
znacku, opét se promicha a zfiltruje (11). Ihned se provede redukéni krok.

5.3 Redukéni krok

Do kadinky na 50 ml se pipetuje 20 ml roztoku vzorku (5.2). Ptidd se 10 ml roztoku
L-cysteinu (8). Na magnetickém michadle se ptidavkem roztoku fosfore¢nanu trisodného (5)
upravi pH na hodnotu mezi 7,0 aZ 7,2 a micha se pfesn¢ 5 min. Pak se ptidavkem kyseliny
metafosforecné (2) snizi pH na hodnotu mezi 2,5 az 2,8. Roztok se kvantitativné prevede
do 50ml odmérné baiiky za omyti elektrody, michadélka a kadinky vodou (24). Doplni se vodou
(24) po znacku.

5.4  Chromatografické stanoveni

Vzorek piipraveny v 5.3 se zfiltruje se pfes membranovy filtr (10). Filtrat se pouZije
pro chromatografické stanoveni.

Poznamky

1 Obsahuje-li vzorek zahustovadla nebo latky podporujici tuhnuti, je vhodné tyto latky
vysrazet, aby se predeslo ucpani kolony. V tomto pripade se ke 4 ml redukovaného
roztoku (5.3) prida 1 ml methanolu (10) a zfiltruje se pres membranovy filtr (10). Filtrat
se pouzije pro chromatografii.
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Ptiklad nastaveni parametrii pro stanoveni vitaminu C metodou HPLC je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1. Chromatografické podminky pro HPLC.

Chromatograficka kolona Supelcosil LC-18 DB (250 mm x 4,6 mm, 5um)
Ptedkolona Metaguard 4,6 mm Intersil ODS

Mobilni faze (11)

Teplota kolony 25 °C

Pritok mobilni faze 0,7 ml/min

Injektovany objem 30 pl

Detekce 265 nm

Vitamin C se identifikuje porovnanim reten¢niho ¢asu piku roztoku vzorku (5.3) s reten¢nim
casem piku roztoku standardu (19).

Pik mtze byt identifikovan také ptidavkem standardni latky k roztoku vzorku.

Pro kvantitativni stanoveni se pouzije metoda vné&jSiho standardu. Pfipravi se nejméné
petibodova kalibraéni ptimka v rozsahu 5 pg/mlaz 50 pg/ml kyseliny askorbové v extrakénim
roztoku. Kontroluje se linearita kalibra¢niho grafu.

Poznamky

2 Priklady jinych mozZnych nastaveni chromatografickych podminek pro stanoveni
vitaminu C, vcetné pouziti dalsich stacionarnich fazi uvadi CSN EN 14130.

6 Vypocet

Obsah vitaminu C v mg/kg vzorku se vypocita z kalibra¢ni zavislosti. Sestroji se graf zavislosti
plochy piku kyseliny askorbové na koncentraci v pozadovaném rozsahu. Obsah kyseliny
askorbové ve vzorku se vypocte ze smérnice kalibra¢ni piimky.

Obsah vitaminu C lze zjednoduSen¢ vypocitat i podle vztahu

_ AgxpxVxF

w= x 1000
Ag, x mx1000
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kde w je obsah vitaminu C ve vzorku v mg/kg,
As plocha piku kyseliny L-askorbové ziskana z roztoku vzorku,

Ast plocha piku kyseliny L-askorbové ziskana z kalibra¢niho roztoku standardu,

P obsah kyseliny L-askorbové ve standardnim roztoku v mg/ml,

m navazka vzorku v g,

V celkovy objem pracovniho roztoku vzorku pied redukénim krokem v ml,
F faktor fedéni v redukénim kroku,

1000 konverzni faktor z ug na mg,
1000 faktor pro piepocet obsahu vitaminu C na 1 kg vzorku,

Vysledky se ziskéavaji jako primér dvou paralelnich stanoveni a uvadéji se v mg/kg.

7 Literatura

1 CSN EN 14130 Stanoveni vitaminu C metodou HPLC
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