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\'"_r,-ho<11' chlornatoglaficlii'ch nrctr'rrl sri naintii v icl.r schopnosti rozdelit, alebo
l<varrtitativne stnnovit rlesiltliy zkti',iel< r'zorkr'. Daliimi prednostami sir
rrichiost & r'eprodukovateirrost r:ozrleleuia, nrtrld, spotlebir vzorky a rnoZnosti
trutr.rmatizticie.

Porovnaninr jedrrotlivych cht'ornatogr:aficliych uretdcl na rozdelenie znesi
nizkornolekulSrnych l6tok sa zistilo, le ponrocotr novovyvinutych stacion6r-
nych f6,z a, cletektorov sa FIPLC plibliZuje riiinnosti plvnovej chromatografie
!1. Preclnost v1-soliotlakovej kvapalinovej chromatografie je v tom, Ze moZno
separor.at a j termolabilir6 kvapaln6 lir,tk.v. Podmienkou r;ichlelio rozdelovania
je okrem rnalych roznrerov dastic nri,plne koldnr. aj vysok6, line6,rna r;ichlost
rnobilrrej f6,zy (v rozmedzi 0,001 < u ( 0, I 

^.t-t), 
do znamen6, Ze treba

pouZit 'r'ysok6 tlaky I I l. Preto sa metdcla, naziva aj vvsokotlakovi kvapalinovd,
chron'ratografia (high l)r:essure litluid clrronratoglaph;,- -- FIPLC).

Oielom vvsokotlakovej kvapalinovej chromatografie je rozclelid jednotliv6
zloi,\<y vzolky vo vhoclnom irase tak, ilb\- sa vi'rnl'li do cletektora a,lio sanlostat-
u6 koncentrai,n6 z6ny s gaussovskym rozclelenim lioncent'r'6,cie zloZiek.

Jav.1r, ktor6 prebiehajri v chlonlatografickej kol6ne, vysvetlrrjri sa na z6,klade
te6rie difrizie. T6,to te6ria je zaloZenri na ziikltrde pledpohladu nerovnovdZnej
koncentrlrcie zloZ,kv v mobihrej a staciondrnejfi.ze pri pohybe mobilnej fhzy l2l.

Pri stanoveni lipofihrrich vitaminov vvsokotlakovou kr.apllinovou chroma-
tografiou sme srr zumerali najmii, na stanovenie tokofercllu - vitamintr E.
Tolio{'erol sa stanovil v oleji a tukoch, >t to z'r.i,r'obl<or. n. p. Palma, ktor6 sri
foltifikovarr6 vitaminonr A rr I,l. Pli stanoveni snre ierpali najurii z 1tr6"ce Cav
pentera fl3l.

Vitamin E - toko{'erol srr sklaclti z 6smich pliloclne sa i'1'skytujircich toko-
{'erolov, z ktorych m6, liaZcllr odliinir biologichri aktivitu. Skupina zlfrdenin
obsalrnje Stvri tokolv ozntr6ovan6 a", lJ, y, d. Z nich tokoferol a,-(5,7,8-trimetyl-
tokol) sa v potravin6,ch vvskl'tu.je najiastejBie a m6, najv[6iiu biologickri akti-
vitu. Bol aj preclmetorn nti5iro stanovenia.

Vitamin E srl stanovuie chemick;inri, elektrochemick.fnii rr, clrromatogra-
fickymi met6clanri. Pti chertiickS?ch met6dach je stanovenie zaloien6 najmd,
rra oxirlicii f'enolickej sliupinr' 13, 11. Z met6cl, ktor6 sa ntijiastejSie pouZivajri,
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je to metdda podla Ilmrnerie-Engela. Princip spoiir.a v oxidd,cii tolioferolov
na clrin6ny a v redukcii Zelezitych i6nov na i,eleznat6, do sa v pritomnosti
a, a,-dipyridilu prej avi ierven;inr sfarbeninr. Nevyhocly tejto rnetddy :

1. MoZno stanovit' iba a.-tokoferol.
2. Dlhj, ias anr,r,lfzJ', kde poiras pripravv vzorkv m6Ze dochri,dzat k degradd,-

cii tokoferolu.
3. Zameclzenie farebnej realicie za pritontnosti gl.vceridov;ich olejov [3].
DalSia pola,roglaficklt metdcla rn6le bi't, vhodn6, ,ri stonon"nie lednottiv;fc-tr

tokoferolov [3, 5l v selektivnych pripa,cloch, avSali mienie sp6soben6 nedosta-
todnlim rozloZenirn /i a 7 tokofer:olu nr6Ze bvt probl6morn a,plik6,cie tejto me-
tod5r. Z cluornatograficky-cli technik str uajdastej5ie pouZiva tenkovrstvovd,
chromatografia, plynov6, a kol6nor'6, kvapalino'rd, chlontatografia. Tenkovrst-
vot'6, a plvnov6, chromatoglafia sa vyznair,rjri ponerne dlh;im dasom pripravy
vzorky na stanovenie. Jeclna z najfrdinnejSich met6d, ktorri bola vypracovand,
ntl stanovenie tokoferolov v oleji a tukoch, je vysohotlakov6, kvapalinovd
chromatografia.

l)xporimcntflna rlasf

Vzorky s obstrhom vitarniru li sa analyzujri ihnecl postupnyrn rozpfidtanim
v mobilnej fhze. t-lokoferol.v sa stanoviil z kalibradnej krivky zhotovenej
z refereninej ldtk.v a,-tokoferolu. Absorbancia sa rneria pri 295 nm. Hlavn6
zloi,ky olejov - triglvceridr'. nrajri absorbanciu privlnovej diZke rnen5ej ako
225nm, takZe neinterferujir pri detekcii 295nrn !1.

Chromatografick6 separd,cia sa robila na kol<lne MICROPAK SI-10 mobilnori
fdzot 1,5 o/u izopropylalkohol v hexSrne na kvapalinovom chrornatografe
VARIAN 8500. Pristroj je v1'baven5i' bezpulznou pumpou, ktord, umoZiuje
pracovat s tlakmi 0-68,6l{Ptr (700 atm). Pristroj md bezseptovf injektor.
Pri stanoveni sme pouZili izokratickfi ehiciu, t. j. s jedn;im eludnym dinicllom
s nemeniacim sa zloi,enim. Ako cletektor sa pouZil VARI-CHROiVI, ktorri
umoZfiuje melat absorbanciu v ultrafialovei a, viclitehrej oblasti v rozmedzi
200-720 nm. Zapisova( "lZ 2l S bol deskoslovenskej vyrob.y.

Vfsledky a disliusia

Pri nameranych hoclnotri,ch uvedenych v tabr"rlke I boli tieto zrikladn6
cltarakteristil<v pristl'oja :

- mobilnr4, f6,za: spektrofotornetricky n-hextln s 1,5 ori izopropanolom,

- detekcia 295 nm,

- tlak na pumpe 5 MPa,

- prietok 60 ml/lr,

- nrl,strek 100 pr,l.

Ako cl6kaz iriinnosti vysokotlakovej kvapalinovej clrromatografie uvd,dza-
rne vSisleclky v tabulke 2, kde porovndvame_ vysledkv dvoch stanoveni. Na
jednej strane st'anovenie vitaminu E poclla CSN a na druhej vysokotlakovir
kvapalinovri chromat'ografiu. Nlerania prebiehali na totolnrich vzork6,ch.

Na zd,klade vSisledkov uvedenych v tabulk6ch 1 a 2 m6i,eme 
'viest, 

Ze ide
o pr:ogresivnu rnet6du pri stanoveni tokoferolov v oleji a tukoch. Reproduko-
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'l'abulka 2. I:'orrn'narric vjsletlkov st&lovonit vitnmitrtt lN vvsokotllkovott kr'&palirtovtttt
chlornatoglafiorr (HI'LC) so statror-t rriln lxrclia ('SN 5ti (X)55

Hlrl,('
(rug . kg r)

.1{ lr

5-l{ )

\ratelnost teito rnet6<ly je clobrr'r,. s{) sitl:'i'otliljttc,tr odchl'lkou <lkolo 39ir.

V5'dBia spolnhlivost, vysleclkov pf i stauoveni y. tokofet'oltt pottiocou vYsokotl&-
kovej ki'rlpalinovcrj chrontirtografie je zrejnta z ttrbulkl' 2. Drrliia, pomc'r'ne
d6leZjtii predrlost vi'sol<otlal<<-ivej kvapalinovej chronlatografie oploti ostatnirrr
met6clam je v cllZlie trvirnitt allalfz)'.

Stanovc-nie r tol<ofer'olu l)o(ll'ir eSX iO 00i55 s1lr,i'ir.ii v zlr).\:(lehreni a extlakcii
ncrzmycleltliterln6ho pocliehr, chromatogrtrfickont deleni a vo vlilstnom l(olori-
metri'ckon stanor.erii tokof'eroltr. Cel6 stanovenie trv6,5-6 hotlin [8]. Nie ie
znnedbateLny ani {akt, le pri jerlnotlivych oper6,ci6ch m6Ze tlochriclztrt' k degra-
cl6cii t str.atirn vzorkt.. Toliofelolt, trebn, stzrnovovat pri.nepriamom osvetleni.
Z uveden6ho vvpll"r.a ponlelne velh{ pricltost a zrli}rai'ost met6dy OSN
56 0055 r1a stano\renie tokclferolo\r v oleji a v ttlkoc:h.

Naploti tonru llli \-\'sokotlakovej kvapaiinovej chl:omatoglafii szl, vzorka
ttrkrr alr bt> oleja priamo rozptrsti v rnobilncj fftze bez pletlchriclzajirceho
zmydelne.nia, a extiakcie. Alik'v-otn;ri poclicl vzol'kv sa l)r'iamo nastrekne lla
l<ol6nu. Cas trvunin a,rrn,l.i'zv od nd.streku vzorkv r.ra kol6ntr je desat rninirt.
Z uveclen6ho vypli\ru, Ze odpacl6 zdlhavf pl'oces Priplilv\- vzorkv, iim sa
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sklacuje tas trvarria analjzy a zti/tuje sa moZnost degrad6cie vzorky po6as
analj,zy.

Sfihrn

Cl{nok sa zaober6, vyuiitim v;,sokotlakovej kvapalinovej chromatografie
na stanovenie lipofilnych vitaminov, najma oc tokoferolu. Reprodukovatelnost
met6dy je dobr6. Vysledkv ziskand pomocou HPLC sri vySSie ako podla
prisluBn.icli CSN.

Vysokotlakovd, kvapalinovd, chromatografia pre stanovenie a - 
tokoferolu

v oleji a tukoch je met6da r5ichla, citliv6, a presnri. Reprodukovatelnost met6dy
je dobr6.
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S1.laritir', M. -- Groclovskj', M.

A determination of the lipophile vitamins by the high-pressuro liquid chromatography
method. I.

li tr rnrna r 1'

The use of the high-pressure liquid chromat,ography method for the del,ermination of
the lipophile vitamins mainly oc-tocopherol. The reproducibility of this method is good.
The results obtained by this rnethod are highel as those obtained by the method according
to t'he competeut' Czechoslovak St,andards.
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