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STANOVENI OBSAHU B-KAROTENU METODOU HPLC

1 Ugel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni celkového B-karotenu v krmivech a premixech
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie.

2 Princip

Obsah B-karotenu se stanovi po alkalické hydrolyze vzorkli hydroxidem draselnym a nasledné
extrakci  hexanem metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
se spektrofotometrickou detekci ve viditelné oblasti pti 450 nm.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
Acetonitril, pro HPLC.

Methanol, pro HPLC.

Dichlormetan.

Buthylhydroxytoluen (BHT).

Triethylamin.

Octan amonny (CH;COONHy).

Octan amonny, metanolicky roztok: c(CH3COONH4) = 0,05 mol/I.
Ptiprava: Do 500ml odmérné baiiky se navazi 1,972 g octanu amonného (6), rozpusti se
v metanolu (2) a doplni metanolem po znacku.

8 Mobilni faze.
Ptiprava: Smicha se 750 ml acetonitrilu (1), 200 ml methanolického roztoku octanu
amonného (7), 50 ml dichlormetanu (3) a ptida se 1 g BHT (4) a 0,5 ml triethylaminu
(5). Roztok se promicha a odplyni v ultrazvukové lazni (8) a nechd se stat v uzaviené
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nadobé do druhého dne.
9 Hexan, pro HPLC.
10 Hexan.

11 Ethanol, c(C2HsOH) ~ 96 %, denaturovany benzinem.

12 Ethanol, roztok: c(C2HsOH) » 35 %.
Ptiprava: Smiché se 365 ml etanolu (11) a 635 ml vody (24).
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Hydroxid draselny, KOH, etanolicky roztok: c(KOH) = 200 g/1.

Ptiprava: 200 g hydroxidu draselného se rozpusti v etanolu (12), pievede se do 1000ml
odmérné banky a doplni po znacku.

Kyselina askorbova.

Kiemelina.

Hydrochinon.

Chelaton III.

Chlorid sodny, NaCl, nasyceny roztok v etanolu.

Ptiprava: K 50 g chloridu sodného se ptida 100 ml etanolu (12).
Fenolftalein (indikator), etanolicky roztok.

Piiprava: Navazi se 1 g fenolftaleinu, rozpusti se v 80 ml etanolu (11). Roztok
se prevede do 100ml odmérné baiiky a doplni vodou (24) po znacku. Pfipraveny roztok
se zfedi vodou (24) desetkrat.

Siran sodny bezvody, Na;SOs.
Standardy s ¢istotou > 97,0 % : B-karoten, a-karoten, zeaxantin, lutein, lykopen.
B-karoten, zasobni roztok.

Ptiprava: Do 100ml odmérné batiky se navazi (3 = 0,1) mg B-karotenu (21) a rozpusti
se ve 20 ml dichlormethanu (3). Odmérné banka se umisti do ultrazvukoveé 1azné (8)
pfiblizné€ na 30 s a poté se doplni hexanem (9) po znacku. Do 100ml odmérné barky se
napipetuje 10 ml tohoto roztoku a doplni se po znacku hexanem (9). 1 ml tohoto roztoku
obsahuje 3 pg P-karotenu v hexanu/dichlormetanu (98/2)(V/V). Zéasobni roztok se
skladuje chranén pred svétlem pfi teploté nizsi nez 4 °C.

Test pro urceni koncentrace a Cistoty standardu: Na spektrofotometru (5) se zméfi
absorbance zasobniho roztoku B-karotenu (22) pii vinové délce A =453 nm a zaroven
absorbance pfi vlnové délce 340 nm a 483 nm. Poté se vypocita obsah B-karotenu
v ug/ml pomoci vztahu

A% 10*
2592

kde

P obsah B-karotenu v pg/ml,

A4s3  absorbance zasobniho roztoku pti A =453 nm,

2592 hodnota Eiem!” pro B-karoten v hexanu.

Pomér Ass3/Aszs musi byt vyssi nez 15, pomér Assz/A4gs se pro Cisty B-karoten musi

pohybovat v rozmezi 1,14 az 1,18.
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23 B-karoten, standardni roztok.

Ptiprava: 25 ml zasobniho roztoku B-karotenu (22) se odpaii do sucha na vakuové
rotacni odparce (3) pii teploté neptevysujici 40 °C. Zbytek po odpateni se rozpusti ve 25
ml metanolu (2). Skladuje se v chladni¢ce pii teploté nizsi nez 4 °C, chranén pred
svétlem nejdéle po dobu 1 tydne. Kalibra¢ni standardni roztoky se ptipravi tak, ze do
sady 10ml ban¢k se pipetuje (1; 2; 3; 4; 6; 8) ml standardniho roztoku B-karotenu
a doplni se metanolem (2) po znacku.

24 Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

4 Pristroje a pomiicky
1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV/VIS detektorem nebo DAD detektorem.

2 Chromatograficka kolona s naplni Cig Spherisorb ODS 2 (150 mm x 4,6 mm, 5 um)
nebo obdobna ve spojeni s chromatografickou kolonou Grace Vydac 201 TP 54
(250 mm x 4,6 mm, 10 um) nebo obdobnou.

Rotac¢ni vakuova odparka.
Termovap.

Spektrofotometr UV/VIS.

3
4
5
6 Mlynek ultraodstiedivy, mixer.
7 Analytické véhy s ptesnosti 0,01 mg.

8 Ultrazvukova lazen.

9 Vodni lazen s moZnosti regulace teploty.
10 Lyofilizacni zafizeni.

11 Laboratorni sklo.

12 Papirové filtry sttedni hustoty.

5 Postup
5.1  Uprava vzorku

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

Podle povahy se vzorky v piivodnim Cerstvém stavu homogenizuji v kuchyniském mixéru nebo
se vysusi pomoci lyofilizace a nasledn¢ pomelou. Vzorky krmiv v pevném stavu a lyofilizované
vzorky se melou na ultraodstfedivém mlynku napt. Retsch ZM 200. Pii mleti nesmi dochézet
k zahtivani vzorku. Po namleti se vzorky diikkladné promichaji. Vzorek se homogenizuje a
upravuje tésne pred jeho zmydelnénim. Vzorky se chrani pred svétlem a UV zafenim.
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5.2  Zmydelnéni

Podle ocekavaného obsahu B-karotenu se do 250ml kulaté baiiky se zabrusem navézi 2 g az
10 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a zalije se 30 ml ethanolu (11). Postupné se piida 1 g kyseliny
askorbové (14), 1 g hydrochinonu (16), 1 g chelatonu 3 (17) a 70 ml ethanolického roztoku
hydroxidu draselné¢ho (13). Na banku se nasadi zpétny chladi¢ a umisti se do vodni lazn¢.
Zmydelnéni probiha 45 min pfi teploté 80 °C pod proudem dusiku. Po ukonceni zmydelnéni se
chladi¢ oplachne 30 ml ethanolu (12) a 30 ml vody (24) a obsah baiiky se ochladi na laboratorni
teplotu.

Poznamky

1 Antioxidanty (kyselina askorbovda a hydrochinon) je nutné pridat do vzorku
pred pridavkem roztoku hydroxidu draselného. Aby se zabranilo nebezpeci oxidativniho
katalytického piisobeni stopovych mnozZstvi kovii, je mozné pridat chelaton Il nebo

sulfid sodny.

2 Jestlize se po zmydelneéni vyskytuje na povrchu zmydelnéné smési tuk nebo olej, musi
byt pridan dalsi etanolicky roztok hydroxidu draselného a zmydeliovani musi byt
prodlouzeno.

3 Priklady dalsich vhodnych zpiisobii zmydelnéni vzorku uvadi CSN EN 12823-2.

5.3 Extrakce

Do délici nalevky na 500 ml se v uvedeném potadi pfida 30 ml nasyceného roztoku chloridu
sodného (18), zmydelnény roztok (5.2), ktery se prevede do dé€lici nalevky tak, aby pevny podil
zlstal v baiice a ptida se jesté 60 ml hexanu (10). Délici ndlevka se uzavie a tiepe se manudlné
3 min. Poté se obsah nalevky necha rozdélit. Pevny podil v bafice po zmydelnéni (5.2) se
mezitim kvantitativné pievede do plastové kyvety a odstfed’uje se pii 2500 ot/min po dobu 10
min. Po rozdéleni fazi v prvni dé€lici ndlevce se spodni vodno-ethanolicka faze prevede do druhé
délici ndlevky a horni organicka faze se pfevede do sbérné délici nalevky na 500 ml. K vodno-
ethanolické fazi se pfida 15 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (18), supernatant po
odstfedéni pevného zbytku a 50 ml hexanu (10). Druh4 d€lici nalevka se tfepe po dobu 3 min.
Po rozdéleni fazi se pfevede organicka faze do sbérné délici nalevky a vodno-ethanolické faze
se tfepe opet s 50 ml hexanu po dobu 5 min. Po rozdéleni fazi se spodni vodno-ethanolicka faze
odstrani a organickd faze se ptida do sbérné délici nalevky. K oplachovani zatky délici nalevky
se pouziva roztok ethanolu (12). Spojené extrakty se proplachnou nejméné 2 x az 3 x 200 ml
vody (24), pficemz délici nalevkou se otaci tak, aby nedochazelo k tvorbé emulze. Promyva se
tak dlouho, aZ promyvaci voda vykazuje neutrdlni reakci na fenolftalein (19). Organicka faze
se prevede do Erlenmeyerovy banky s kifemelinou (15) a siranem sodnym (20), zamicha se
a necha stat do vyceteni. Poté se filtruje do 200ml odmérné banky a doplni hexanem (10) po
znacku.
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5.4  Odpareni

Alikvotni ¢ast extraktu se odpafi na vakuové rotacni odparce za snizené¢ho tlaku a pfi teploté
neprevysujici 40 °C. Zbytek po odpafeni se rozpusti v methanolu (2) tak, aby bylo dosazeno
koncentrace do 3 pg B-karotenu v 1 ml roztoku.

5.5  Chromatografické stanoveni

Ptiklad vhodnych chromatografickych podminek pro stanoveni B-karotenu metodou HPLC
uvadi tabulka 1.

Tabulka 1. Chromatografické podminky pro stanoveni f-karotenu.

Chromatograficka Spojeni kolony Spherisorb ODS 2 (150 mm x 4,6 mm, 5um)
kolona a kolony Vydac 201 TP 54 (250 mm x 4,6 mm, Sum)
Mobilni faze (8)

Teplota kolony 30 °C

Pritok mobilni faze 1,5 ml/min

Injektovany objem 50 ul

Detekce 450 nm

B-karoten, pfipadné dalsi karotenoidy (a-karoten, lykopen, lutein, zeaxantin) se identifikuji
porovnanim retenénich ¢asu piki roztoku vzorku (5.4) s reten¢nimi ¢asy piki roztokd standardt

(21).
Piky mohou byt identifikovany piidavkem malého mnozstvi roztoku jednotlivych standarda
(21) k roztoku vzorku (5.4).

Pro kvantitativni stanoveni se pouzije metoda vnéjSiho standardu. Pfipravi se minimalné
pétibodova kalibra¢ni pfimka v rozsahu 0,3 pg/ml aZ 3 ng/ml p -karotenu v extrakénim roztoku.
Kontroluje se linearita kalibra¢niho grafu.

6 Vypocet

Obsah B-karotenu v mg/kg vzorku se vypocita z kalibracni zavislosti. Sestroji se graf zavislosti
plochy piku B-karotenu na koncentraci v poZadovaném rozsahu. Obsah B-karotenu ve vzorku
se vypocte ze smérnice kalibra¢ni pfimky.

Obsah B-karotenu lze zjednodusené vypocitat i podle vztahu

o= Ag x ¢ x Vg x Vg,

= x1000
Ag x m x Vg x1000
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kde pje  obsah celkového B-karotenu v mg/kg,
As plocha piku B-karotenu ziskaného z roztoku vzorku,

As:  plocha piku B-karotenu ziskaného ze standardniho roztoku,

c obsah B-karotenu ve standardnim roztoku po korekci na Cistotu v ug/100 g,
m navazka vzorku v g,
Vs celkovy objem pracovniho roztoku vzorku v ml,

Vs nastfikovany objem pracovniho roztoku standardu v pl,
Vis  nastfikovany objem pracovniho roztoku vzorku v ul,
1000 konverzni faktor z ug na mg,

1000 faktor pro ptepocet obsahu B-karotenu na 1 kg vzorku.

Vysledky se ziskavaji jako prumér ze dvou paralelnich stanoveni. Uvadéji se v mg/kg.
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