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STANOVENI OBSAHU VITAMINU E V REPKOVEM OLEJI

1

METODOU HPLC

Ucel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu vitaminu E v fepkovém oleji.

2

Princip

Zkusebni davka oleje se rozpusti v n-heptanu a prefiltruje pies nylonovy filtr. Obsah
vitaminu E, vyjadfeny jako obsah jednotlivych tokoferoll a jejich suma, se stanovi metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni detekci v systému s normalni fazi.

3

Chemikalie

Chemikalie jsou analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Acetonitril, pro HPLC.

Ethanol, = 96%, denaturovany.

Petrolether.

Tetrahydrofuran, pro HPLC.

n-Heptan, pro HPLC.

Butylhydroxytoluen (BHT).

Mobilni faze.

Tetrahydrofuran, roztok v n-heptanu, ¢ = 3,85 %.

Ptiprava: K 1000 ml n-heptanu (5) se pomoci 20ml odmérné pipety ptida 2 x 20 ml
tetrahydrofuranu (4). Smés se homogenizuje 15 min v ultrazvukové lazni.

a-Tokoferol, standard, napt. Supelco DL-a-Tocopherol, 100 mg, 47783.
v-Tokoferol, standard, napt. Supelco (+)-y-Tocopherol, 25 mg, 47785.
o-Tokoferol, standard, napt. Supelco-6-Tocopherol, 100 mg, 47784.
a-Tokoferol, zasobni roztok, ¢ = 2000 pg/ml.

Ptiprava: Do 50ml odmérné banky z hnédého skla se navazi asi 100 mg a-tokoferolu (8)
a doplni se po znacku n-heptanem (5).
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12 y-Tokoferol, zdsobni roztok, ¢ = 1000 pg/ml.
Ptiprava: Do 25ml odmérné banky z hnédého skla se navazi asi 25 mg y-tokoferolu (9)
a doplni se po znacku n-heptanem (5).

13 §-Tokoferol, zasobni roztok, ¢ = 2000 pg/ml.
Ptiprava: Do 50ml odmérné banky z hnédého skla se navazi asi 100 mg d-tokoferolu (10)
a doplni se po znacku n-heptanem (5).

14 Smésny pracovni roztok tokoferold.
Piiprava: Postup piipravy smésného pracovniho roztoku tokoferoli je popsan
v kapitole 5.3.2.

Poznamky

1 Po otevieni lahve lze tetrahydrofuran (4) skladovat na tmavém misté pri laboratorni
teploté nanejvys 3 mesice.

2 Mobilni faze (7) se uchovava v lahvi z tmavého skla nanejvys 1 tyden v chladnicce.
Skutecna koncentrace a-, y- a o-tokoferolu v zdsobnich roztocich (11), (12), (13)
se stanovi spektrofotometricky, viz kapitola 5.3.1.

4 Zasobniroztoky (11), (12, (13) Ize skladovat chranéné pred svétlem v chladnicce po dobu
maximalné 1 mésic.

4  Pristroje a pomiicky

1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s fluorescen¢nim detektorem.

2 Spektrofotometr.

3 Analytické vahy s ptesnosti 0,01 mg.

4  Ultrazvukova lazen.

5  Topné hnizdo pro 250ml barky.

6  Extrakeni ptistroj (napt. podle Twiselmanna).

7 Zpétny chladic¢ s t¢innou délkou (20 — 30) cm, se zdbrusem pro piipojeni banky.

8 Extrakc¢ni banka se zabrusem, 250 ml.

9  Sklenéné varné kulicky.

10 Rotacni vakuova odparka, topna lazen.

11 Stiikackové nylonové filtry s velikosti péra 0,45 pum.

12 Injekeni stiikacky, 2 ml, injekéni jehly.
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Automatické pipety s nastavitelnym objemem, Spicky.
Vialky z tmavého skla se Sroubovacim uzavérem, 2 ml.
Koncentrator vzorktl, napt. Termovap 10.

Laboratorni mlynek ZM 200.

Postup

5.1 Priprava zkuSebniho vzorku

5.1.1 Extrakce oleje

ZkuSebni vzorek oleje se pfipravi extrakci semene fepky. PouZije se postup popsany v JPP
UKZUZ 10058.1 Stanoveni obsahu tuku.

Poznamky

5 Olej se se musi extrahovat bezprostredné po namleti vzorku.

6  Pred extrakci se k rozpoustedlu prida asi (5 — 10) mg butylhydroxytoluenu (BHT) (6)
na ochranu tokoferolit behem extrakce.

7 Sestihodinovou extrakci vzorku lze rozdélit do dvou dni (napr. prvni den 4 h, druhy den
2 h).

8 Zbytky petroletheru a vody se ze vzorku po extrakci oleje odpari na rotacni vakuové
odparce do sucha.

9 Olej se extrahuje ve 2 paralelnich stanovenich.

5.2 Uprava vzorku pied chromatografickym stanovenim

Do 10ml tmavé odmérné baniky se navazi pipetou 0,1 g zkuSebniho vzorku oleje s pfesnosti
na 0,01 g. Ptida se asi 5 ml n-heptanu (5), krouzivym pohybem se baiika promichd a doplni
n-heptanem (5) po znacku. Takto pfipraveny extrakt se piefiltruje pies stiikackovy nylonovy
filtr s velikosti pord 0,45 um do 2ml vialky a bezprostiedné¢ se pouzije k vlastni
chromatografické analyze.

Poznamky

10

11

Vzorek je behem celé pripravy nutné chranit pred primym slunecnim svetlem a UV
svétlem.

Z duvodu ochrany tokoferolii se vzorek pro chromatografické stanoveni pripravuje
bezprostredné po extrakci oleje a naslednem odpareni zbytku rozpoustédia.
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5.3

Kalibrace

5.3.1 Stanoveni piresné koncentrace jednotlivych tokoferoli v zasobnich roztocich

Skutecna koncentrace a-, y- a d-tokoferolu v zasobnich roztocich (11), (12), (13) se stanovi
spektrofotometricky:

1 ml zasobniho roztoku a-tokoferolu (11) se pipetou odebere do Sml extrakéni vialky,
ktera se umisti do koncentratoru vzorki, kde se odpafti pod proudem dusiku pii 40 °C.
Zbytek po odpateni se rozpusti v ethanolu (2) a kvantitativné se pfevede do 50ml
odmérné banky a doplni ethanolem (2) po znacku.

1 ml zasobniho roztoku 6-tokoferolu (13) se pipetou odebere do 5Sml extrakéni vialky,
ktera se umisti do koncentratoru vzorku, kde se odpafti pod proudem dusiku pii 40 °C.
Zbytek po odpafeni se rozpusti v ethanolu (2) a kvantitativné¢ se prevede do 50ml
odmérné banky a doplni ethanolem (2) po znacku.

2 ml zésobniho roztoku y-tokoferold (12) se pipetou odebere do Sml extrakéni vialky,
ktera se umisti do koncentratoru vzorki, kde se odpafti pod proudem dusiku pii 40 °C.
Zbytek po odpateni se rozpusti v ethanolu (2) a kvantitativné se prfevede do 50ml
odmérné banky a doplni ethanolem (2) po znacku.

Pomoci spektrofotometru se zméii maximalni absorbance téchto roztokti v rozsahu vinovych
délek 270 nm az 310 nm. Takto pfipravené roztoky standardi se promé&fi na spektrofotometru
v 1 cm kyveté v absorpénim maximu pfisluSného tokoferolu proti ptislusSnému rozpoustédlu.
Pro vypocet koncentrace standardu (c) v pg/ml pak plati:

A xR
¢ = 10000 x 1%
lcm
kde ¢ je koncentrace standardu v pg/ml,
A absorbance roztoku,
R fedéni roztoku tokoferolu v ethanolu (R = 50).

Pro  a-tokoferol v ethanolu pii vinové délce 292 nm A% =76,
y-tokoferol v ethanolu p¥i vinové délce 296 nm, A%, =91,
8-tokoferol v ethanolu pii vinové délce 298 nm, AT = 87.

Poznamky

12 Kazdy jednotlivy roztok tokoferolu v ethanolu se méri spektrofotometricky ve trech

opakovanich. Pro kazdy z roztokii se vypocita priimerna absorbance A, ktera se pouZije
k vypoctu skutecné koncentrace zasobnich roztokil.
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5.3.2 Piiprava smésného roztoku tokoferolu
Pracovni roztoky jednotlivych tokoferolt se pfipravi fedénim piislusnych zasobnich roztokd:

Pracovni roztok a-tokoferolu, ¢ = 40 pg/ml (A).

Ptiprava: Do 50ml tmavé odmérné banky se pipetuje 1 ml zasobniho roztoku a-tokoferolu (11)
a doplni se po znacku n-heptanem (5).

Pracovni roztok d-tokoferolu, ¢ =40 pg/ml (B).

Ptiprava: Do 50ml tmavé odmérné banky se pipetuje 1 ml zdsobniho roztoku o-tokoferolu (13)
a doplni se po znacku n-heptanem (5).

Pracovni roztok y-tokoferolu, ¢ = 40 ng/ml (C).

Ptiprava: Do 25ml tmavé odmérné banky se pipetuje 1 ml zasobniho roztoku y-tokoferolu (12)
a doplni se po znacku n-heptanem (5).

Pracovni smésny roztok tokoferolu (14).

Ptiprava: Pracovni smésny roztok se pfipravi smichdnim pracovnich roztokl jednotlivych
tokoferoli (A), (B), (C) do 50ml tmavé odmérné bainiky. Objem pracovnich roztoki
jednotlivych tokoferoli se =zvoli tak, aby jejich vyslednd koncentrace odpovidala
pozadovanému rozsahu analyzy. Obvykla koncentrace pro analyzu je pro a-tokoferol,
c=11 pg/ml, pro é-tokoferol, ¢ = 13 pg/ml, pro y-tokoferol, ¢ = 0,8 pg/ml. Objem banky
se doplni po znacku n-heptanem (5).

5.3.3 Priprava kalibra¢nich roztoku tokoferoli

Do sady 10ml tmavych odmérnych bané€k se pipetuje postupné (0; 0,75; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 10,0)
ml pracovniho smésného roztoku tokoferolt (14). Banky se doplni po znacku n-heptanem (5).
Vypocitd se aktudlni koncentrace jednotlivych tokoferoli v kalibracnich roztocich
z koncentraci zjisténych podle 5.3.1.

5.4 Chromatografické stanoveni

Vlastni analyza se provadi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s vyuZzitim
fluorescenc¢niho pole. Jednotlivé tokoferoly se separuji izokratickou eluci na chromatografické
diolové kolonég s normalni fazi. Detekuji se pti 295 nm (excitace) a 330 nm (emise). Ptiklad
nastaveni chromatografickych podminek je uveden v tabulce €. 1.

Jednotlivé tokoferoly se identifikuji srovnanim retencnich casi standardd o-tokoferolu,
y-tokoferolu a é-tokoferolu s reten¢nimi Casy pikti v analyzovaném vzorku. Pro kvantitativni
vyhodnoceni se pouZzije metoda vnéjSiho standardu. Pro a-,y- a 6-tokoferol se pfipravi nejméné
sedmibodové kalibra¢ni pfimky. Kontroluje se linearita kalibracnich grafi.
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Tabulka ¢.1. Chromatografické podminky, priklad.

Kolona LiChrospher 100Diol Sum, (250 x 4) mm CrtdgCol
Predkolona LiChroCART® 4-4 LiChrospher® 100 DIOL (5 pm)
Mobilni faze Tetrahydrofuran, roztok v n-heptanu (7)
Pritok mobilni faze 1 ml/min
Teplota kolony 25°C
Objem nastriku 10 pl
Detekce 295 nm (excitace), 330 nm (emise).
Poznamky

13 Pri separaci jednotlivych tokoferolit je vhodné po kazdém vzorku kolonu proplachnout
mobilni fazi po dobu 10 min, pri priitoku Iml/min; pred mérenim po dobu 15 min,
pri pritoku 0,5ml/min, po mereni po dobu 30 min, pri priitoku 0,5ml/min.

6  Vypocet a vyjadieni vysledkii

Obsah vitaminu E, stanoveny jako obsah jeho vitameri a-, y- a d-tokoferold ve vzorku
fepkového oleje se vypocita z kalibracni zévislosti. Vitamin E se mize stanovit také jako
vypoctovy parametr — suma tokoferoll (a + y + ) tokoferol. Sestroji se grafy zavislosti plochy
piki tokoferolti na koncentraci v pozadovaném rozsahu. Ze smérnice kalibracni ptimky se zjisti
koncentrace kazdého tokoferolu v extraktu. Vyslednd koncentrace a-, y- a o-tokoferolu
ve vzorku , vyjadiend v mg/kg se vypocita podle vztahu:

cxXV
X:

m

kde x je obsah tokoferolu (a-), nebo (y-), nebo (8-) ve vzorku v mg/kg,

¢ koncentrace tokoferolu (a-), nebo (y-), nebo (0-) zjiSt€na z kalibrac¢ni zavislosti
v ug/ml,

<

objem extrak¢ni smési vzorku v ml,

m navazka vzorku v g.
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Poznamky

14 Podle CSN EN ISO 9936 je na vypocet mozné pouzit také vztah:

_p XA XV
x= Ay Xm

kde x  je obsah tokoferolu ( a-), nebo (y-), nebo (0-) ve vzorku v mg/kg,
p  koncentrace tokoferolu ( a-), nebo (y-), nebo (0-) zjisténa z kalibracni zavislosti v ug/ml,
A;  prumeérna plocha piku tokoferolu ( a-), nebo (y-), nebo (0-) ve zkusebnim vzorku,
V' objem extrakcni smési vzorku v ml,
Ay primeérna plocha piku ziskaného pro standard tokoferolu ( a-), nebo (y-) nebo (0-).

navazka vzorku v g.
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