Stanovenie lipofiingeh vitaminov
vysokotlakovou kvapalinovou ehromatografiou. 1

M. SPANAR — M. GRODOVSKY

Vyhody chromatografickych metdd st najma v ich schopnosti rozdelit alebo
kvantitativne stanovit desiatky zloziek vzorky. Dalsimi prednostami sa
rychlost a reprodukovateinost rozdelenia, mala spotreba vzorky a mozZnosti
automatizacie.

Porovnanim jednotlivych chromatografickych metéd na rozdelenie zmesi
nizkomolekularnych latok sa zistilo, ze pomocou novovyvinutych stacionar-
nych fiz a detektorov sa HPLC priblizuje Gc¢innosti plynovej chromatografie
[1]. Prednost vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie je v tom, ze mozno
separovat aj termolabilné kvapalné latky. Podmienkou rychleho rozdelovania
je okrem malych rozmerov Castic naplne kolény aj vysoka linedarna rychlost
mobilnej fazy (v rozmedzi 0,001 =» = 0,1 m.s™!'), ¢o znamena, zZe treba
pouzit vysoké tlaky [1]. Preto sa metdda nazyva aj vysokotlakova kvapalinova
chromatografia (high pressure liquid chromatography — HPLC).

Cielom vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie je rozdelit jednotlivé
zlozky vzorky vo vhodnom Case tak, aby sa vymyli do detektora alko samostat-
né koncentracné zony s gaussovskym rozdelenim koncentracie zloziek.

Javy, ktoré prebiehaji v chromatografickej koléne, vysvetluji sa na zaklade
tedrie diftzie. Tato tedria je zalozena na zdklade predpokladu nerovnovaznej
koncentricie zlozky v mobilnej a staciondrnej faze pri pohybe mobilnej fazy [2].

Pri stanoveni lipofilnych vitaminov vysokotlakovou kvapalinovou chroma-
tografiou sme sa zamerali najmid na stanovenie tokoferolu — vitaminu E.
Tokoferol sa stanovil v oleji a tukoch, a to z vyrobkov n. p. Palma, ktoré su
fortifikované vitaminom A a E. Pri stanoveni sme ¢erpali najma z prace Car-
pentera [3].

Vitamin E — tokoferol sa sklada z 6smich prirodne sa vyskytujicich toko-
ferolov, z ktorych ma kazdy odlisna biologicku aktivitu. Skupina zlicenin
obsahuje styri tokoly oznacované o, 5, v, 0. Z nich tokoferol «-(5,7,8-trimetyl-
tokol) sa v potravinach vyskytuje najcastejsie a ma najvicsiu biologickt akti-
vitu. Bol aj predmetom nasho stanovenia.

Vitamin E sa stanovuje chemickymi, elektrochemickymi a chromatogra-
fickymi metédami. Pri chemickych metddach je stanovenie zalozené najma
na oxidacii fenolickej skupiny [3, 4]. Z metdd, ktoré sa najcastejsie pouzivaju,
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je to metdda podla Emmerie—Engela. Princip spoc¢iva v oxidacii tokoferolov
na chinény a v redukeii zelezitych ionov na zeleznaté, ¢o sa v pritomnosti
a,o-dipyridilu prejavi cervenym sfarbenim. Nevyhody tejto metddy :
Mozno stanovit iba «-tokoferol.

2. Dlhy ¢as analyzy, kde pocas pripravy vzorky méze dochadzat k degrada-
cii tokoferolu.

3. Zamedzenie f(\lebnej reakcie za pritomnosti glyceridovych olejov [3].

Dalsia polarograficki metéda moze byt vhodna na stanovenie jednotlivych
tokoferolov [3, 5] v selektivnych pripadoch, avsak rusenie spoésobené nedosta-
toénym rozlozenim 8 a yp tokoferolu moéze byt problémom aplikdcie tejto me-
tédy. Z chromatografickych technik sa najcastejsie pouziva tenkovrstvova
chromatografia, plynova a kolénova kvapalinova chromatografia. Tenkovrst-
vova a plynova chromatografia sa vyznacujii pomerne dlhym ¢asom pripravy
vzorky na stanovenie. Jedna z najac¢innejsich metéd, ktora bola vypracovana
na stanovenie tokoferolov v oleji a tukoch, je vysokotlakovd kvapalinovi
chromatografia.

Experimentalna ¢éast

Vzorky s obsahom vitaminu K sa analyzuja ihned postupnym rozpuastanim
v mobilnej fize. u-tokoferoly sa stanovia z kalibracnej krivky zhotovenej
z referentnej latky z-tokoferolu. Absorbancia sa meria pri 295 nm. Hlavné
zlozky olejov — triglyceridy, maji absorbanciu privlnovej dizke mensej ako
225 nm, takze nomteforUJH pri detekeii 295 nm [1].

Chromatograficka separacia sa robila na koléne MICROPAK SI-10 mobilnou
fazou 1,5 © izopropylalkohol v hexdne na kvapalinovom chromatografe
VARIAN 8500. Pristroj je vvbaveny bezpulznou pumpou, ktord umoziuje
pracovat s tlakmi 0—68,6 MPa (700 atm). Pristroj md bezseptovy injektor.
Pri stanoveni sme pouuh izokratickd eldciu, t. j. s jednym elu¢nym ¢inidlom
s nemeniacim sa zloZenim. Ako detektor sa pouzil VARI-CHROM, ktory
umoznuje merat absorbanciu v ultrafialovej a viditelnej oblasti v rozmedzi
200—720 nm. Zapisovac¢ TZ 21 S bol Ceskoslovenskej vyroby.

Vysledky a diskusia

Pri nameranych hodnotach uvedenych v tabulke I boli tieto zakladné
charakteristiky pristroja:

— mobilné faza : spektrofotometricky n-hexan s 1,5 9, izopropanolom,

— detekeia 295 nm,

— tlak na pumpe 5 MPa.

— prietok 60 ml/h,

— nastrek 100 pl.

Ako dokaz ucinnosti vysokotlakovej k\’dpalinovej chromatografie uvadza-
me vysledky v tabulke 2, kde porovnivame vysledky dvoch stanovem Na
jednej strane stanovenie vitaminu E podia CSN a na druhej vysokotlakovi
kvapalinovit chromatografiu. Merania prebiehali na totoznych vzorkdch.

Na zaklade vysledkov uvedenych v tabulkiach 1 a 2 mdézeme uviest, ze ide
o progresivnu metddu pri stanoveni tokoferolov v oleji a tukoch. Reproduko-
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Tabulka i. Stanovenie tokoferolu vysokotlakovou kvapalinovou ehromatografion

[ \
Meranie HELIOL \ JUNO I HERA
‘
|
l vyska piku l vyska piku vyska piku
(cm) i (em) (em)
1. 9,6 ‘ 8,7 747
2. 9,7 \ 8.6 7.7
3. 9.6 } 8.8 8.0
4. ; 9,5 ‘ 8,5 7.8
J. | 9,7 { 8.4 7.6
z-tokoferol ‘ z-tokoferol %-tokoferol
(mg . kg1) (mg . kg 1) ! (mg . kg™
L. 540 l 443 375
2. 543 ! 440 375
3. 540 ! 445 380
4. 336 T 28 377
5. 543 | 1436 372
priemer < 540.4 1 440,4 375.8
smerodajna i
odehylka s, 2,92 ] 3,67 3.08
| |

Tabulka 2. Porovnanie vysledkov stanovenia vitaminu B vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou (HPLC) so stanovenim podlia (‘SN 56 06055

‘\ HPLC } CSN 56 0055

“ (mg . kg™1) 1 (mg . kg™1)
Hera 375 | 300
Juno 440 | 350 1
Heliol 540 1

392
|

vatelnost tejto metddy je dobra. so smerodajnoun odehylkou okolo 3%,
Vyssia spolahlivost vysledkov pri stanoveni = tokoferolu pomocou Vvsokotld—
kovej kvapalinovej chromatografie je zrejmd z tabulky 2. Dalsia, pomerne
dolezita plednost vysokotlakovej kvapalinovej chromatooldho oproti ostatnym
metodam je v dizke trvania analyzy.

Stanovenie « tokoferolu podla CSN 56 0055 spociva v zmydelneni a extrakeii
nezmydelnitelného podielu, chromatografickom delem a vo vlastnom kolori-
metrickom stanoveni tokoferolu. Celé stanovenie trva 5 [8]. Nie je
zanedbatelny ani fakt, ze pri jednotlivych operaciach méze dochadzat k degra-
dacii a stratam vzor k\ Tokoferoly treba stanovovat pri nepriamom os svetlent.
Z uvedeného vyplyva pomerne velkd pricnost a zdihavost metody CSN
56 0055 na stanovenie tokoferolov v oleji a v tukoch.

Naproti tomu pri vysokotlakovej kvapalinovej chromatografii sa vzorka
tuku al-bo oleja priamo rozpusti v mobilnej fize bez pwdchadm]uceho
zmydelnenia a extrakcie. Alikvotny podiel vzorky sa priamo nastrekne na
kolénu. Cas trvania analyzy od nastreku vzorky na kolénu je desat minut.
7 uvedeného vyplyva, ze odpada zdihavy proces pripravy vzorky, ¢im sa
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skracuje Cas trvania analyzy a znizuje sa moznost degradacie vzorky pocas
analyzy.

Nthrn

(lanok sa zaoberd vyuzitim vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie
na stanovenie lipofilnych vitaminov, najmé « tokoferolu. Reprodukovatelnost
metédy je dobra. Vysledky ziskané pomocou HPLC st vyssie ako podla
prislusnych CSN.

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia pre stanovenie o — tokoferolu
v oleji a tukoch je metdda rychla, citlivd a presna. Reprodukovatelnost metédy
je dobra.
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Iansap, M. I'poztoBewru, M.

Ounpejteaenue TmioQILIHLIX  BUTAMEHOB ¢ HOMOIIBIO BbICOROHAIHOTATEILHOH KHIKROCTHOI
xpovarorpagum. 1.

BuiBo, bl

Henoan30Bamie BoCOROHAIHETATE IbHOM AU IKOCTHO XPOMaTOrpa@un 115 Olpe;ie/1eHu s
JMIOQUAHBLIX BUTAMHHOB 0CO0CHHO o-TORO(epo.1a. BocnponsBouMocTh MeTO/la XOpOLIas.
Pesy.ibrathl HpnoOpeTeHHbie ¢ MOMOIILIO BbICOROHAIHETATE/ILHOT #UJIKOCTHON  XpoMaTo-
rpauu MOKABLIBAIOT BLICHIME 3HAUCHMS UEM PE3YbTaThl HPHOOPCTCHHBIC METOOM O 0=
OTBETCTBYIOIIM e XOC TOBAIIKHM HOpPMaM.

Spandr, M. — Grodovsky, M.

A determination of the lipophile vitamins by the high-pressure liquid chromatography
method. 1.

Summary

The use of the high-pressure liquid chromatography method for the determination of
the lipophile vitamins mainly «-tocopherol. The reproducibility of this method is good.
The results obtained by this method are higher as those obtained by the method according
to the competent Czechoslovak Standards.
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