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STANOVENI OBSAHU VITAMINU A A VIT’AMfNU E
METODOU HPLC S UV DETEKCI

1 Rozsah a ucel

Metoda je vhodna pro stanoveni vitaminu A a vitaminu E v kompletnich krmivech
i premixech doplikovych latek s obsahem nad 1 000 m.j./kg, respektive nad 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 dvé
formy prevazuji jako nativni vitamin A). Obsah vitaminu A se vyjadruje
v mezindrodnich jednotkach, ve zkratce m.j. retinolu na kg. Mezindarodni jednotka
vitaminu A odpovida aktivité 0,3 ug all-trans-retinolu, coz odpovida 0,344 ug acetdtu
vitaminu A, coz odpovida 0,550 ug palmitatu 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 a vitamin A a vitamin E se extrahuje
do organického rozpoustédla (hexanu). Extrakt se zakoncentruje a odparek se rozpusti
v methanolu, je-1i nutné, nafedi se na poZzadovanou koncentraci. Obsah vitaminu A se stanovi
metodou HPLC s UV detekci pfi vinové délce 325 nm. Nastavi se takové separacni
podminky, aby nedochéazelo dé€leni cis a trans isomeri vitaminu A. Obsah vitaminu E
se stanovi metodou HPLC s UV detekci pii vinové délce 292 nm, ptip. FLD detekci
pfi exitacni vlnové délce Ex = 295 nm a emisni vinové délce Em =330 nm. V piipad¢ pouziti
programovatelného UV detektoru se zjiStuje obsah vitaminu A 1 vitaminu E v jediném
nastiiku.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Hexan, nebo cyklohexan.

2 Methanol, HPLC grade.

3 Methanol.

4 Ethanol, denaturovany hexanem 1 %.

5 Ethanol, vodny roztok 35%, p = 0,945 g/ml.

Ptiprava: V baiice se smichd 764 ml ethanolu (4), 1036 ml vody (23) a 1,8 g kyseliny
askorbové (11).
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Ethanol, pro UV.

2-propanol, HPLC grade.

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
vychladit na laboratorni teplotu, prevede se do 1000ml odmérné baiiky a doplni vodou
(23) po znacku.

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

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

Kyselina askorbova, C¢HgOgs.
Hydrochinon pevny, CsHsO>.

Sodna stl kyseliny EDTA (Chelaton III).
Siran sodny, Na>SO4, bezvody.

Indikator fenolftalein, roztok 0,1%.

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

Mobilni faze.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se nalije 20 ml vody (23), pfida se methanol (2)
témet po znacku a po vytemperovani na laboratorni teplotu se doplni po znacku.

All-trans-vitamin-A-acetat, napt. SIGMA, No. R 4639 nebo All-trans-vitamin-A-
palmitat, napt. SIGMA, No. R 3625, approx. 500 000 IU/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 banky se nalije cca 300 ml ethanolu (5) a za stalého
michani se pfidava chlorid sodny (24) tak dlouho, nez se roztok nasyti (chlorid sodny
se nerozpousti).

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

Ptiprava: V 1000ml bance 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 plyni.
Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Chlorid sodny NacCl.

Koncentrovana kyselina chlorovodikova, HCI.
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26 Kyselina askorbova, C¢HgOs, 20% vodny roztok.
Ptipava: Do 100ml odmérné banky se odvazi 20 g kyseliny askorbové (11), ptida 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 odstfedivka.

6 Kolonky SPE, napi. Chromabond (Machery Nagel).

5 Postup

5.1  Zmydelnéni vzorku

Do koénické 500ml banky se zabrusem se podle deklarovaného obsahu vitamind s presnosti
na 0,01 g navéazi 5 az 15 g premixti doplitkovych latek nebo 40 g az 80 g mineralné
doplikovych krmiv resp. krmnych smési zkusebniho vzorku.

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

Tabulka 1. Objem hydrolyzaénich ¢inidel.

Navazka Objem ethanolu Objem KOH Celkovy objem
(g) (ml) (ml) (ml)
S5az 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. Barka se uzavie polyethylenovou zatkou,
nasadi do rotacni tfepacky a zmydelituje se 14 h az 16 h pti laboratorni teplot¢.

Poznamky

3

Roztoky vitaminu A i vitaminu E se museji chranit pred primym slunecnim svétlem
a UV svetlem. Teésne pred zmydelnénim a dalsim zpracovanim se vzorek
homogenizuje na castice o velikosti 1 mm. Béhem homogenizace se vzorek nesmi
prehrat.
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4 Lze pouzit také zmydelnovani za tepla, které probiha na vodni lazni s michdanim

pod zpétnym chladicem v atmosférie dusiku 30 min pri 80 °C. Po uplynuti této doby se
banka vyjme zvodni lazné a necha se pod zpétnym chladicem ochladit
na laboratorni teplotu.

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

5.2 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 5.1. Do délici nadlevky se zmydelnény
roztok prevede tak, aby jeho pevny podil zistal v baiice. Piida se 50,0 ml hexanu (1). D¢lici
nalevka se uzavie a tfepe se manualné po dobu 30 s. Ob¢ faze se nechaji asi 2 min az 5 min
rozdélit. Pti Spatném dé€leni obou fazi se miize do délici nalevky pfidat asi 5 ml ethanolu (5)
k rozruseni vzniklé emulze. Vodnd 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, pficemz
po rozdéleni fazi (viz vySe) se hexanové extrakty spojuji v dé€lici nalevce na 500 ml.
K oplachovani zatky délici nalevky se pouziva ethanol (5). Spojené extrakty se proplachnou
100 ml vody, pficemz se d¢€lici nalevkou otaci tak, aby nedochdzelo k tvorbé emulze. Potom
se extrakt proplachne 2 x 100 ml vody, pficemz se dé€lici nalevkou vzdy kratce krouzi, tak
dlouho, az je promyvaci voda neutrdlni (po pfidani roztoku fenolftaleinu (15) zlistava roztok
bezbarvy). Extrakt se filtruje do 200ml odmérné banky ptes skladany papirovy filtr s vrstvou
siranu sodné¢ho. Nalevka 1 filtr se proplachnou 20 ml hexanu (1) a odmérna baiika se doplni
hexanem po znacku a promicha.

Postup B — Extrakce na pevné fazi

Odpipetuje se 40 ml zmydelnéného roztoku podle 5.1. a doplni se roztokem kyseliny
askorbové (26) na 50 ml v odmérné bance. Po pofddném promichani eventudlné vzniklé
emulze se pipetuje 15 ml na SPE kolonku. Po 15 min se zakotvena faze vymyje hexanem (1).
Eluat se jima do 50ml nebo 100ml odmérné baiiky a doplni se hexanem po znacku. Pokud
se ve vzorku oCekava vysoky obsah vitaminu A a E, je nezbytné ovéfit, ze vitaminy byly
z SPE kolonky zcela vymyty a v piipadé€ pozitivniho nalezu zajistit eluci veSkerych vitamind.

5.3  Uprava hexanového extraktu

5.3.1 Krmné smési a premixy

Alikvotni podil hexanového extraktu (5.2) 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 baiiky s kulatym dnem. V tomto piipad¢ se obsah banky
odpaii na rotacni vakuové odparce za snizeného tlaku pii teploté 55 °C téméf az k suchu.
Odparek se rozpusti v definovaném objemu methanolu (3).
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Pfed nastfikem na chromatografickou kolonu se roztok filtruje pies membranovy filtr (0,45
pum) nebo se odstiedi na laboratorni odstfedivee po dobu 3 min pii 9 000 ot/min.

5.3.2 Krmiva s obsahem robenidinu

Obsahuji-li premixy doplinkovych latek robenidin, robenidin se extrahuje kyselinou
chlorovodikovou (21). Do 250ml délici nalevky se pipetuje definované mnozstvi hexanového
extraktu, v pfipadé 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 jeSt¢ 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 piefiltruje pres vrstvu siranu sodného bezvodého (14)
do varné banky s kulatym dnem na 100 ml, pficemz filtr s vrstvou siranu sodného i délici
nalevky se proplachnou 20 ml hexanu, obsah baiky se odpaii na rotacni vakuové odparce
za snizeného tlaku pfi 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 ptipadé obsahu robenidinu v krmnych smésich se postupuje podle 5.2, hexanové extrakty
se shromazd’uji v 500ml délici nalevce. Ptida se 50 ml kyseliny chlorovodikové (21) a obsah
se trepe manudlné asi 30 s. Po rozdéleni fazi se vodna faze odpusti a extrakce se opakuje jeste
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 prefiltruje ptes vrstvu siranu sodné¢ho bezvodého (14) do 250ml varné banky s kulatym
dnem, pti¢emz filtr s vrstvou siranu sodného i délici nalevky se proplachnou 20 ml hexanu,
obsah barky se odpaii na rotacni vakuové odparce za snizeného tlaku pii teploté 55 °C téméf
az k suchu. Varna baiika 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 pfes membranovy filtr
(0,45 pum) nebo se 3 min odstfedi na laboratorni odstiedivce pti 9 000 ot/min.

5.4  Chromatografické stanoveni

Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkli se méfi za ndsledujicich separacnich
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 pm, 150 mm x 3,9 mm (Waters) nebo podobna

Mobilni faze 16

Prutok: 1 ml/min

Objem néstiiku | (20 — 50) ul

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

5.5  Kalibrace
5.5.1 Ptiprava pracovniho roztoku

Do 250ml kulaté zabrusové baiiky s plochym dnem se navazi asi 500 mg vitaminu A (17)
a 500 mg vitaminu E (18), pfi¢emz se dba na ustanoveni v pozndmce 3, standard se pfevrstvi
10 ml ethanolu (4). Postupné se ptida 750 mg kyseliny askorbové (11), 500 mg pevného
hydrochinonu (12), 500 mg EDTA (13) a 75 ml roztoku hydroxidu draselné¢ho (10). Na baiku
se nasadi zpétny chladi¢ a po Sminutovém odvzdusnéni dusikem (22) se baiika ponofi
do vodni 1azn¢ a obsah baiiky se zmydelituje po dobu 60 min pii teploté 80 °C za stalého
michani. Po ukonceni zmydelnéni se zpétny chladi¢ oplachne asi 30 ml ethanolu (5), ptida se
14 ml vody a obsah baiiky 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 baiikka se vyplachne 30 ml nasycen¢ho roztoku chloridu sodného (20)
a kapalina se pfevede do dé€lici nalevky. Tento postup se opakuje jesté jednou s 60 ml hexanu
(1) a krouzivym pohybem se promicha. Hexanovy podil ptevede do délici ndlevky k vodno-
ethanolické fazi, dé€lici nalevka se uzavie a tfepe se manualné¢ po dobu 30 s. Ob¢ faze
se nechaji asi 2 min az 5 min rozdé¢lit. Pfi Spatném déleni obou fazi se miize do délici nalevky
pridat asi 5 ml ethanolu (5) k rozruseni vzniklé emulze. Vodna faze se hexanem extrahuje
jeste 5 x tak, ze se vodna faze extrahuje nejprve s 50 ml hexanu (1) a poté opét s 50 ml
hexanu, pfi¢emz po rozdéleni fazi (viz vyse) se hexanové extrakty spojuji v 500ml délici
nalevce. Spojené extrakty se proplachnou 100 ml vody, pficemz se délici nalevkou otaci tak,
aby nedochézelo k tvorbé emulze. Potom se extrakt proplachne 2 x 100 ml vody, piicemz
se délici nalevkou vzdy kratce krouzi, tak dlouho, az je promyvaci voda neutralni (po ptidani
roztoku fenolftaleinu (15) zlstdva roztok bezbarvy). Extrakt se filtruje do 500ml odmérné
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banky ptes suchy skladany papirovy filtr s vrstvou siranu sodného (14). Nalevka 1 filtr
se proplachnou 20 ml hexanu (1) a odmérna 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 baiiky) resp. 25 % ethanolem (6) pro vitamin E
(I1ml do 25ml odmérné banky). Takto pfipravené roztoky standardi se proméfi
na spektrofotometru v lem kyveté v absorpénim maximu pfislusSného vitaminu proti
pfislusnému rozpoustédlu a pro vypocet koncentrace standardu (c) v mg/l pak plati

A

1%
cm

¢=10000 x

Je-li navazka standardu m (g), konecny objem extraktu V (I) a fedéni R, pak plati
pro koncentraci standardu X (mg/g)

X =10000 x ﬂ
Ay x
Pro vitamin A (m.j./g) plati
Y= 1000X£ 10’ XI‘)A&
0,3 A" x mx0,3

1%6
cm

Pro dl-a-tokoferol v ethanolu pii vinové délce 292 nm je = 74,7, pro retinol

v 2-propanolu pii vinové délce 325 nm je .4'~° = 1821.

crn

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

Do sady 25ml odmérnych banék se odpipetuje postupné (0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0) ml
hexanového extraktu vitaminu A a vitaminu E, ziskaného podle 5.5.1, rozpoustédlo se odpafi
pod proudem dusiku (22), doplni se methanolem (3) po znaCku a promichd. Aktudlni
koncentrace vitaminu A a vitaminu E se pfepocte podle zjisténé koncentrace podle 5.5.1.
Takto pfipravené¢ kalibracni roztoky se nanaSi postupné na chromatografickou kolonu
o objemu nastiiku 25 pl.

Z prumérnych hodnot jim odpovidajicich ploch pikt se sestroji kalibracni kiivka.

6 Vypocet
Obsah vitaminu A vyjadieny v m.j./kg a obsah vitaminu E v mg/kg se vypocita podle vztahu
cx VxR ¢

m F

a

X =

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 2. 1. 2020



Narodni referenéni laborator
Strana 8
& Jednotné pracovni postupy — zkouSeni krmiv ‘ Vedni |
ydani
10381.1 — Stanoveni obsahu vitaminu A a vitaminu E Revize )
metodou HPLC s UV detekci

kde
C je koncentrace vitaminu odectend z kalibracni kiivky v m.j./l nebo mg/I,
m, hmotnost zkuSebniho vzorku v g,
A% objem hexanového extraktu v ml,
R fedéni resp. zkoncentrovani béhem piipravy,
F faktor fedéni.
Poznamky
6 Faktor korigovany se vypocitd takto
Fx=F x F% Fp=2r oy, Y e
P V pip
kde
Fx Jje korigovany faktor redeni resp.zakoncentrovani,
F faktor redeni resp.zakoncentrovani,
F% prepocteny faktor na korigovany objem,
V kor objem extraktu korigovany na p (ml),
V objem extraktu (ml),
V pip pipetovany objem zmydelneného vzorku (ml),
P hustota vyluhu (g/ml),
m hmotnost pipetovaného objemu zmydelnéného vzorku (g).
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