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STANOVENI OBSAHU VITAMINU A a VITAMINU E METODOU HPLC
S UV DETEKCI

1 Rozsah a ucel

Metoda je vhodna pro stanoveni celkového obsahu vitaminu A a vitaminu E v kompletnich
krmivech 1 premixech dopliikkovych latek s obsahem nad 1 000 m.j./kg, respektive 2,5 mg/kg.

POZNAMKY

1 Ucinnou formou vitaminu A je retinol a neoretinol. Retinol je all-trans isomer
a neoretinol je cis,trans-isomer a jsou esterové vazany na mastné kyseliny (tyto dve
formy prevazuji jako nativni vitamin A). Obsah vitaminu A se vyjadiuje v mezinarodnich
Jednotkach, ve zkratce m.j. retinolu na kg. Mezinarodni jednotka vitaminu A odpovida
aktivite 0,3 ug all-trans-retinolu, coz odpovida 0,344 ug acetdatu vitaminu A, 0,550 ug
palmitatu vitaminu A, 0,359 ug propiondtu vitaminu A.

2 Vitamin E je DL-a-tokoferol. Obsah vitaminu E se vyjadiuje v mg/kg, pricemz 0,91 mg
DL-a-tokoferolu odpovida 1,0 mg DL-acetatu tokoferolu.

2 Princip

Zkusebni vzorek se zmydelni hydroxidem draselnym, vitamin A a vitamin E se extrahuje do
organického rozpoustédla (hexanu). Extrakt se zakoncentruje a odparek se rozpusti
v methanolu, je-1i to nutné, natedi se na pozadovanou koncentraci. Obsah vitaminu A se stanovi
metodou HPLC s UV detekei pti vinové délce 325 nm. Nastavi se takové separani podminky,
aby nedochézelo k dé€leni cis a trans izomert vitaminu A. Obsah vitaminu E se stanovi metodou
HPLC s UV detekci pti vinové délce 292 nm. V piipadé€ pouziti programovatelného detektoru
UV detektoru se zjist'uje obsah vitaminu A i vitaminu E v jediném nasttiku.

3 Chemikalie

Pouzivaji se pouze chemikalie zaruCené analytické Cistoty, neni-li uréeno jinak.

1 Hexan nebo cyklohexan.

2 Methanol, HPLC grade.

3 Methanol, CH3OH.

4 Ethanol, C;HsOH, denaturovany hexanem 1 %.
5 Ethanol, vodny roztok 35 %, p = 0,945 g/1.

Ptiprava: V baiice se smicha 746 ml ethanolu (4), 1036 ml vody (23) a 1,8 g kyseliny
askorbové (11).

6 Ethanol pro UV.
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2-Propanol, C3H;0H, ¢istota HPLC.
Hydroxid draselny, KOH.
Hydroxid draselny, KOH, vodny roztok, ¢ = 600 g/I.

Ptiprava: Do kadinky se navazi 600 g KOH (8), rozpusti se ve vodé (23), necha se
vychladnout na laboratorni teplotu, pfevede se do 1000ml odmérné bariky a doplni se
vodou (23) po znacku.

Hydroxid draselny (KOH), roztok, ¢ = 200 g/1.

Ptiprava: Do kadinky se navazi 200 g KOH (8), rozpusti se v 800ml ethanolu (5), necha
se vychladnout na laboratorni teplotu.

Kyselina askorbova, C¢HgOgs.
Hydrochinon pevny, CsHsO:.
Sodna stil EDTA (Chelaton III).
Siran sodny, NaxSOs, bezvody.
Indikéator fenolftalein, roztok 10%.

Ptiprava: 1 g fenolftaleinu se rozpusti v 80 ml ethanolu a doplni se vodou na 100 ml.
Takto ptipraveny roztok se ziedi 10 x.

Mobilni faze.

Do 1000ml odmérné barky se nalije 20 ml vody (23), pfida se methanol téméf po znacku
a po vytemperovani na laboratorni teplotu se doplni po znacku.

All-trans-vitamin A acetat (C22H3202), CAS = 127-47-9, M = 328,49 g/mol, extra Cisty
s certifikovanou aktivitou, napt. SIGMA, No. R 3625, approx. 500 000 m.j./g.

DL-a-tokoferol-acetat, napt. Sigma No. T3001, approx. 1360 IU/g.
Chlorid sodny, NaCl, nasyceny roztok.
Chlorid sodny, NaCl, nasyceny roztok v roztoku ethanolu.

Ptiprava: Do 500ml konické baiiky se nalije cca 300 ml ethanolu (5) a za stdlého michani
se pridava chlorid sodny (24) tak dlouho, nez se roztok nasyti (chlorid sodny se
nerozpousti).

Kyselina chlorovodikova, HCI, ¢c(HCI) = 1 mol/l.

Ptiprava: V 1000ml banice se smicha 87 ml koncentrované HCI (25) s vodou (23) a po
vytemperovani na laboratorni teplotu se doplni po znacku.

Dusik, zarovkarensky, prosty kyselych latek a plynt.
Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Chlorid sodny NaCl.
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25 Koncentrovana kyselina chlorovodikové, HCI.
26 Kyselina askorbova, C¢HgOs, 20% vodny roztok.

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se odvazi 20 g kyseliny askorbové (11), pfida se 50 ml
vody (23) a kyselina askorbova se rozpusti. Pak se doplni vodou (23) po znacku. Roztok se
pfipravuje denné Cerstvy.

4 Pristroje a pomiicky

1 Analytické véahy.

2 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf a UV detekci, ptip. FLD detekei.
3 Rotac¢ni vakuova odparka nebo koncentrator vzorku.

4 Rotac¢ni tfepacka.

5 Laboratorni odstredivka.

6 Kolonky SPE, napi. Chromabond (Machery Nagel)

5 Postup

5.1 Uprava vzorku

Uprava vzorkii se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro p¥ipravu vzorku
a JPP 60010.1. Postupy uprav zkusebnich vzorki jednotlivych druhti krmiv.

5.2  Zmydelnéni vzorku

Do koénické 500ml baiiky se zabrusem se podle deklarovaného obsahu vitaminii s piesnosti na
0,01 gnavazi 5 az 15 g premixu doplitkovych latek nebo 40 g az 80 g mineraln¢ doplikovych
krmiv resp. krmnych smési zkusebniho vzorku.

Podle tabulky 1 se pfida definovany objem ethanolu (4) a hydroxidu draselného (9).

Tabulka 1. Objem hydrolyzacnich ¢inidel.

Navézka (g) Objem ethanolu (ml) Objem KOH (ml) Celkovy objem (ml)
5az 15 110 45 150
40 160 45 200
80 320 90 400

Postupné se ptida 750 mg kyseliny askorbové (11), 500 mg pevného hydrochinonu (12) a 500
mg EDTA (13) a obsah baiiky se promicha. Banika se uzavie polyethylenovou zatkou, nasadi
do rotac¢ni ttepacky a zmydelituje se 14 h az 16 h pfi laboratorni teplot¢.
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Poznamky

3 Roztoky vitaminu A i vitaminu E se museji chranit pred primym slunecnim svetlem a UV
svetlem. Tesne pred zmydelnénim a dal§im zpracovanim se vzorek homogenizuje na
castice o velikosti I mm. Béhem homogenizace se vzorek nesmi prehrat.

4 Lze pouzit také zmydelnovani za tepla, které probiha na vodni lazni s michanim pod
zpetnym chladicem v atmosfére dusiku 30 min pri 80 ° C. Po uplynuti této doby se barnka
vyjme z vodni lazné a necha se pod zpétnym chladicem ochladit na laboratorni teplotu.

5 Pri priprave krmnych smési s vyssim obsahem tuku (napv. mlécné krmné smési, krmné
smesi pro psy) je potreba zajistit uplné zmydelneni, a proto volime nizsi navazku.

5.3 Extrakce
Postup A — Extrakce kapalina - kapalina

Do 500ml délici nalevky se nalije 30 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (19), 30 ml vody
(23) a 50,0 ml zmydelnéného roztoku podle 5.2. Do délici nalevky se zmydelnény roztok
ptevede tak, aby jeho pevny podil zGstal v barice. Piida se 50,0 ml hexanu (1). Délici ndlevka
se uzavie a tfepe se manualné po dobu 30 s. Ob¢ faze se nechaji asi 2 min az 5 min rozdé¢lit. Pri
Spatném déleni obou fazi se miize do dé€lici ndlevky pfidat asi 5 ml ethanolu (5) k rozruSeni
vzniklé emulze. Vodna faze se hexanem extrahuje jesté dvakrat az tiikrat tak, Ze se vodna faze
extrahuje nejprve s 50 ml hexanu (1) a poté opét s 40 ml hexanu, pricemz po rozdéleni fazi (viz
vyse) se hexanové extrakty spojuji v délici ndlevce na 500 ml. K oplachovani zéatky d¢lici
nalevky se pouziva ethanol (5). Spojené extrakty se proplachnou 100 ml vody, pticemz se dé€lici
nalevkou otaci tak, aby nedochazelo k tvorbé emulze. Potom se extrakt proplachne 2 x 100 ml
vody, pfi¢emz se délici ndlevkou vzdy kratce krouzi tak dlouho, aZ je promyvaci voda neutralni
(po pfidani roztoku fenolftaleinu (15) zlstava roztok bezbarvy). Extrakt se filtruje do 200ml
odmérmné banky pies sklddany papirovy filtr s vrstvou siranu sodného. Nalevka i filtr se
proplachnou 20 ml hexanu (1) a odmérna barika se doplni hexanem po znacku a promicha.

Postup B — Extrakce na pevné fazi

Odpipetuje se 40 ml zmydelnéného roztoku podle 5.2 a doplni se roztokem kyseliny askorbové
(26) na 50 ml v odmérné bance. Po poradném promichani eventualn€ vzniklé emulze se pipetuje
15 ml na SPE kolonku. Po 15 min se zakotvend faze vymyje hexanem (1). Eludt se jima do
50ml nebo 100ml odmérné banky a doplni se hexanem po znacku. Pokud se ve vzorku oc¢ekéava
vysoky obsah vitaminu A a E, je nezbytné ovéfit, Ze vitaminy byly z SPE kolonky zcela vymyty
a v ptipadé¢ pozitivniho nalezu zajistit eluci veskerych vitamint.
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5.4 Uprava hexanového extraktu
5.4.1 Krmné smési a premixy

Alikvotni podil hexanového extraktu (5.3) se odfoukd pod proudem dusiku a takto vznikly
odparek se rozpusti v alikvotnim podilu methanolu (3). Pokud se pipetuje objem nad 10 ml,
extrakt se pipetuje do 100ml varné banky s kulatym dnem. V tomto piipadé se obsah banky
odpafi na rotacni vakuové odparce za snizen¢ho tlaku pfi teplote¢ 55 °C témét az k suchu.
Odparek se rozpusti v definovaném objemu methanolu (3).

Pted nastfikem na chromatografickou kolonu se roztok filtruje pfes membranovy filtr (0,45 pm)
nebo se odstiedi na laboratorni odstfedivce po dobu 3 min pii 9 000 ot/min.

5.4.2 Krmiva s obsahem robenidinu

Obsahuji-li premixy doplitkovych latek robenidin, robenidin se extrahuje kyselinou
chlorovodikovou (21). Do 250ml délici nalevky se pipetuje definované mnozstvi hexanového
extraktu, v pfipad¢ nutnosti se objem hexanové faze upravi na cca 10 ml hexanem a ptida se 20
ml kyseliny chlorovodikové (21). Obsah se protiepe, po rozdé€leni fazi se vodna faze odpusti
a extrahuje se jeste 2 x s 20 ml kyseliny chlorovodikové (21). Po odpusténi posledniho podilu
vodné faze se obsah délici nalevky promyje 3 x 100 ml vody do odstranéni kyselé reakce,
hexanova faze se prefiltruje pies vrstvu siranu sodného bezvodého (14) do varné baiky
s kulatym dnem na 100 ml, pficemz filtr s vrstvou siranu sodné¢ho 1 délici nélevky se
proplachnou 20 ml hexanu, obsah barky se odpaii na rotacni vakuové odparce za snizené¢ho
tlaku pii teploté 55 °C téméf az k suchu. Varna banka se sejme a zbyvajici roztok se odpaii
k suchu pod proudem dusiku (22). Odparek se rozpusti v definovaném mnozstvi methanolu.

V piipad¢ obsahu robenidinu v krmnych smésich se postupuje podle 5.3, hexanové extrakty se
shromazd’uji v 500ml d¢lici nalevce. Pfida se 50 ml kyseliny chlorovodikové (21) a obsah se
ttepe manualné asi 30 s. Po rozdé€leni fazi se vodna faze odpusti a extrakce se opakuje jesté 2 x
s 50 ml kyseliny chlorovodikové (21). Po odpusténi posledniho podilu vodné faze se obsah
délici nalevky promyje 3 x 100 ml vody do odstranéni kyselé reakce, hexanova faze se
ptefiltruje pres vrstvu siranu sodného bezvodého (14) do 250ml varné baiiky s kulatym dnem,
piicemz filtr s vrstvou siranu sodného i dé€lici ndlevky se proplachnou 20 ml hexanu, obsah
banky se odpaii na rotacni vakuové odparce za sniZzené¢ho tlaku pfi teploté 55 °C téméf az
k suchu. Varna banka se sejme a zbyvajici roztok se odpaii k suchu po proudem dusiku (22).
Odparek se rozpusti v definovaném mnozstvi methanolu. Pfed nastiikem na chromatografickou
kolonu se roztok filtruje ptes membranovy filtr (0,45 pm) nebo se 3 min odstiedi na laboratorni
odsttedivce pti 9 000 ot/min.

5.5 Chromatografické stanoveni

Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkusebnich vzorki se méfi za nasledujicich separanich podminek
chromatografického systému. Uvedené podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity i jiné
podminky za ptedpokladu, ze poskytnou rovnocenné vysledky.
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Tabulka 2. Chromatografické stanoveni.

Kolona: C18 - Nova-Pak 4 um, 150 mm % 3,9 mm (Waters) nebo podobna

Mobilni faze: 16

Pritok: 1 ml/min Objem nastiiku (20 — 50) pl

Detektor: 325 nm (0. min az 4. min) 292 nm (4. min az 8. min)

Teplota: 30 °C, Cas analyzy 12,5 min

Retencni Cas: asi 2,1 min - Retinol asi 5,6 min - Tokoferol
5.6 Kalibrace

5.6.1 Priprava pracovniho roztoku

Do 250ml kulaté zabrusové baiiky s plochym dnem se navazi asi 500 mg vitaminu A (17)
a 500 mg vitaminu E (18), pficemzZ se dba na ustanoveni v pozndmce 3, standard se prevrstvi
10 ml ethanolu (4). Postupné se ptfida 750 mg kyseliny askorbové (11), 500 mg pevného
hydrochinonu (12), 500 mg EDTA (13) a 75 ml roztoku hydroxidu draselného (10). Na banku
se nasadi zpétny chladi¢ a po Sminutovém odvzdusnéni dusikem (22) se banka ponoti do vodni
lazn¢ a obsah baiky se zmydeliiuje po dobu 60 min pfi teploté¢ 80 °C za stalého michani. Po
ukonceni zmydelnéni se zpétny chladi¢ oplachne asi 30 ml ethanolu (5), pfida se 14 ml vody
a obsah barky se ochladi na laboratorni teplotu.

Do 500ml délici nalevky se pfida 15 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (20)
a zmydelnény roztok se pievede do délici ndlevky tak, aby pevny podil zistal v barce.
Zmydelnovaci banka se vyplachne 30 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (20) a kapalina
se prevede do délici nalevky. Tento postup se opakuje jesté jednou s 60 ml hexanu (1)
a krouzivym pohybem se promicha. Hexanovy podil ptevede do délici nalevky k vodno-
ethanolické fazi, délici ndlevka se uzavie a ttepe se manualné po dobu 30 s. Obé¢ faze se nechaji
asi 2 min az 5 min rozdé¢lit. Pfi Spatném déleni obou fazi se miize do d€lici nalevky piidat asi
5 ml ethanolu (5) k rozruSeni vzniklé emulze. Vodna faze se hexanem extrahuje jesté 5 x tak,
ze se vodna faze extrahuje nejprve s 50 ml hexanu (1) a poté opét s 50 ml hexanu, pti¢emz po
rozdéleni fazi (viz vyse) se hexanové extrakty spojuji v 500ml d€lici nalevce. Spojené extrakty
se proplachnou 100 ml vody, pficemz se délici nalevkou otaci tak, aby nedochazelo k tvorbé
emulze. Potom se extrakt proplachne 2 x 100 ml vody, pficemz se délici nalevkou vzdy kratce
krouzi, tak dlouho, az je promyvaci voda neutrdlni (po pfidani roztoku fenolftaleinu (15)
zustava roztok bezbarvy). Extrakt se filtruje do 500ml odmérné banky pies suchy sklddany
papirovy filtr s vrstvou siranu sodného (14). Nalevka i filtr se proplachnou 20 ml hexanu (1)
a odmérné banka se doplni hexanem po znacku a promicha. Ke kontrole obsahu vitaminu A
a vitaminu E se hexanové extrakty natedi 50 x 2-propanolem (7) pro vitamin A (1 ml do 50ml
odmérné banky) resp. 25 x ethanolem (6) pro vitamin E (1 ml do 25ml odmérné banky). Takto
pfipravené roztoky standardii se proméii na spektrofotometru v lcm kyveté v absorpénim
maximu pfislusného vitaminu proti pfislusSnému rozpoustédlu a pro vypocet koncentrace
standardu (c) v mg/1 pak plati
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A
c=10000 x Al_%
1cm
Je-li navazka standardu m (g), kone¢ny objem extraktu V (I) a fedéni R, pak plati pro
koncentraci standardu X (mg/g)

AV X R

1%
1cm

X =10000 x
xXm

Pro vitamin A (m.j./g) plati

Y =1000 X 107 AV xR
= X — = X 5
0,3 A xmx0,3

1cm

Pro DL-o-tokoferol v ethanolu pii vinové délce 292 nm je AY% = 74,7, pro retinol

v 2- propanolu pii vlnové délce 325 nm je Ai%’mz 1821.

5.6.2 Priprava kalibra¢niho roztoku a sestrojeni kalibra¢ni krivky

Do sady 25ml odmérnych bané€k se odpipetuje postupné (0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0) ml hexanového
extraktu vitaminu A a vitaminu E, ziskané¢ho podle 5.6.1, rozpoustédlo se odpafi pod proudem
dusiku (22), doplni se methanolem (3) po znacku a promiché. Aktualni koncentrace vitaminu
A a vitaminu E se pfepocte podle zjisténé koncentrace podle 5.6.1. Takto ptipravené kalibra¢ni
roztoky se nands$i postupné na chromatografickou kolonu o objemu nastfiku 25 pl.
Z prumérnych hodnot jim odpovidajicich ploch pikt se sestroji kalibracni kiivka.

6 Vypocet

Obsah vitaminu A vyjadfeny v m.j./kg a obsah vitaminu E v mg/kg se vypocita podle vztahu

cXVXR ¢
= m—a =z
kde
c je koncentrace vitaminu odectend z kalibrac¢ni kiivky v m.j./l nebo mg/1,
Ma hmotnost zkuSebniho vzorku v g,
V objem hexanového extraktu v ml,
R fedeéni resp. zkoncentrovani béhem piipravy,

F faktor fedéni.
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6 Faktor korigovany se vypocitd takto
- ’ % = Ther =Y _m
fle= e o= v Vkor_/? p—Vpip
kde

Fx  je korigovany faktor fedéni resp.zakoncentrovani,
F faktor redeni resp.zakoncentrovani,

F%  prepocteny faktor na korigovany objem,

Vkor objem extraktu korigovany na p (ml),

V objem extraktu (ml),

Voip  pipetovany objem zmydelnéného vzorku (ml),

P hustota vyluhu (g/ml),

m hmotnost pipetovaného objemu zmydelnéného vzorku (g).
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