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Stidium zmien obsahu vitaminov B, B, a B, a niektoryeh
mikrobiologickyeh ukazovatelov pri réznych spdsoboeh
termosterilizdcie hrachu

The study of capacity changes of vitamins B, B, and B and some microbiologie
coefficients in various methods of the peas thermosterilization

B. HOZOVA — L. SORMAN

Abstract: In this work content changes of nutritious and sensory effective substances
(vitamins By, By, By and some microbiologic coefficients) in unsterilized and in stationar y
and rotary stcnhzed peas at two heatmg regimes 15 min/121°C and 30 min/121°C by
physicochemical and microbiological methods were studied. The analyses results of the
sufficiency representative statistical collection of samples (10) document something
higher sparing of the rotatory thermosterilization opposite to the stationary one in herein-
before thermolabile components.

The both methods of sterilization as well as various heating regimes are sufficient as
to the microorganisms decontamination and are acceptable for preservation of the B,,
B,, B vitamins in a given type of the vegetable product.

Najdélezitejsou poziadavkou, ktord sa kladie na potravinarsky vyrobok je
jeho akost urc¢end prislusnymi normami akosti. Tieto zahrnuji rozliéné ukazo-
vatele — mechanické, fyzikalno-chemické, mikrobiologické a senzorické.
Okrem najstarsicho meradla kvality potravin, akym je energetickd hodnota,
vyuziva sa dnes mnoho inych kritérii, napr. nutriéna, senzoricka a hygienicka
hodnota, ktoré komplexnejsie charakterizuji tzitkovi hodnotu konzervéren-
skych vyrobkov.

Suroviny pri technologickom spracovani prechadzaji viacerymi operaciami,
ktoré vplyvaju na spracovany material. Popri pozitivnych zmenéch, ako je
typickd vona, chut, lepsia stravitelnost, znizenie pocétu mikroorganizmov
a pri spracovani zeleniny aj inaktivicia enzymov, dochadza aj k neziadtGcim
zmendm, najmé na vyzivovych zlozkach a senzorickych vlastnostiach potra-
vin. Je preto prvoradou tlohou konzervarenského priemyslu optimalizovat
podmienky tepelného zahrevu, aby sa zamedzili tieto straty a dosiahla sa lepsia
udrznost najméa termolabilnych zloziek potravin.

V odbornej literatire sa prezentuje velky pocet udajov o obsahu vyzivovo
a senzoricky t¢innych latok (najmé vitaminov skupiny B) v potravinarskych
surovindch vseobecne. Pomerne mélo tdajov vsak nachiadzame o vplyve no-
vych metéd konzervicie na hore uvedené zlozky, ako aj o mikrobiologickych
aspektoch netradiénych metdd konzervicie potravin. Preto sme sa pokusili
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prispiet vlastnou experimentalnou pracou k hlbsiemu poznaniu tejto problema-
tiky.

Material a metédy

Experimentalnemu stidiu sme v rdmei tlohy Komparativne sttdium zmien
zloziek nekyslych potravin rastlinného povodu podrobili sterilizovany hrasok
v slanom néleve. Kvéli sezénnosti sa pouzil mrazeny hriasok, dodany Sloven-
skymi mraziarnami, zavod 01 Bratislava. Vsadkova hmotnost P 1/1 bola
520 ¢ mrazeného hrasku (blanzirovaného v mraziarnach pred zmrazenim)
a 320 g hortceeho nalevu — podla odborovej normy 569 204. Obsah plechovky
sme po zaliati hermeticky uzatvorili a sterilizovali v poloprevadzkovom labo-
ratériu VU LIKO v stacionarnom autoklive WEBECKE Co., Bad Schwartan
a v rotatnom autoklave STOCK PILLOT pri 24 ot./min a 2 steriliza¢nych re-
zimoch: 121/15 min a 121/30 min.

Preteplivost v obaloch pocas rotacnej sterilizacie sa merala termoclankami
pripojenymi na zapisova¢ E 11 a b, typ 29 CTF. Pre kazdy steriliza¢ny rezim
sme pripravili 10 obalov P 1/1 vyrobku, ktory sme senzoricky hodnotili a che-
micky a mikrobiologicky analyzovali.

Z vitaminov skupiny B sme venovali pozornost tym, ktoré vyrazne ovplyv-
nuju vyzivova hodnotu netdrznych potravin, najmé tiamin, riboflavin a pyri-
doxin [4]. Z mikrobiologickych ukazovatelov sme sledovali pritomnost:

— celkového poc¢tu mikroorganizmov,

— koliformnych mikroorganizmov,

— aer6bnych spérotvornych mikroorganizmov, pricom sme porovnavali vplyv
obidvoch uvedenych rezimov stacionarnej a rotacnej termosterilizacie na
spominané vyzivovo a senzoricky vyznamné zlozky.

Statistick reprezentativnost sme docielili osobitnym rozborom 10 samostat-
nych konzerv kazdej pokusnej série (s 2 paralelnymi analyzami) a ich Statistic-
kym vyhodnotenim (cez @, sz, R, 9, retencie pri vitaminoch).

1. Stanovenie vitaminu B, (tiaminu) [1]
Princip: Tiamin sa v silne alkalickom prostredi oxiduje hexakyanozelezi-

tanom draselnym na tiochrém, ktory sa kvantitativne prevedie do izobutanolu
a zmeria sa intenzita fluorescencie.

2. Stanovenie vitaminu B, (riboflavinu) [1]

Princip: Meria sa fluorescencia lumiflavinu, ktory vznika fotochemickym
rozkladom riboflavinu v alkalickom prostredi.

3. Stanovenie vitaminu B, (pyridoxinu) [2]

Princip: Meria sa hustota zdkalu buniek kvasinky Saccharomyces wvarum
Beijerinck ATCC 9080, ktord ma vyrovnanu aktivitu oproti vSetkym trom
¢lenom pyridoxinovej triddy (pyridoxolu, pyridoxalu a pyridoxaminu).
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4. Stanovenie celkového poc¢tu mikroorganizmov (CPM) [3]

Pouzili sme ockovaciu techniku zalievanim, opisant v CSN 56 0100. Pocet
mikroorganizmov zistenych touto metddou je meradlom pre celkové mikro-
biologické znecistenie skiimanej potraviny.

5. Stanovenie poc¢tu koliformnych baktérii [3]

Tak ako v predchidzajicom pripade postupovali sme podla predpisu, ktory
uvidza CSN 56 0100, Metéda slizi ako podklad na zistenie hrubého stupiia
znedistenia potravin na stanovenie tzv. indikatorovych a patogénnych mikro-
oreanizmov (Kscherichia, Klebsiella, Enterobacter a pod.), vyskytujacich sa pri
nespravnom dodrzani technologickych postupov a hygienickych zasad pri
vvrobe a skladovani.

6. Stanovenie poc¢tu aerdbnych spérotvornych mikroorganiz-
mov [3]

diadili sme sa metdédou, opisanou v CSN 56 0100. Z vysledkov stanovenia
sa d& posudit stupen primarnej kontamindcie surovin a dodrzanie hygienickych
podmienok pri vvrobe a technologickych postupoch.

Vysledky a diskusia

Dosiahnuté vysledky stanovenia zmien obsahu vitaminu B;, B, a B, ako
aj poctu vybranych skupin mikroorganizmov pocas rozlicnych sposobov ter-
mosterilizécie hrachu sme zaradili do tabuliek 1—5.

Tabulka 1 prehladne ukazuje statistické vyhodnotenie nameranych hodnot
tiaminu; vplyvom sterilizatnych zésahov sa zaznamenal jeho znatény pokles
vzhladom na povodny obsah v zdkladnej surovine (v priemere takmer 43 9).
Pritom z tabulky vidiet, ze so zvySovanim intenzity termosterilizacie obsah
tiaminu klesa, setrnejsia sa vsak javi rotacnd termosterilizacia.

Tabulka 2 Statisticky dokumentuje obsah riboflavinu v konzervich rozdielne
sterilizovaného hrachu; je evidentné, ze obsah vitaminu B, po tepelnom zasa-
hu sa iba nevyrazne odlisuje od jeho hodnoty v pévodnej surovine a vykyvy
hodnot s minimalne (retencia je v priemere az 80 9). Toto konstatovanie
poukazuje na pomerne vysoki termorezistenciu sledovaného vitaminu.

(‘o sa tyka zmien obsahu pyridoxinu, tieto plehl'adne podava tabulka 3.
Vy p Vva z nej. ze signifikantné rozdiely nespocivaji natolko v sposobe sterili-
zacie ako v dizke tepelneho procesu. U bytok pyridoxinu z pévodného mnoz-
stva pri rezime 30 min/121 °C je takmer 50 © Vs

Zhodnotenie vysledkov kontroly mikrobiologickej kvality hrachu je v ta-
bulkich 4 a 5.

7 tabulky 4 je zrejmé, ze pévodny pocet mikroorganizmov (v denzitach
radovo 10%) sa uz déinkom staciondrneho sterilizatného rezimu 15'/121 °C
znizil o 2 poriadky a pri ostatnych spdsoboch sterilizécie boli uz nélezy mikro-
organizmov vo vsetkych pokusnych séridach nulové.

Vyskyt aerébnyeh spérotvornych mikroorganizmov (tab. 5) sa pohyboval
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Tabulka 1. Zmeny obsahu tiaminu pocas rozliénych sposobov termosterilizdcie hrachu

(mg/100 g)

Oznacenie
vzorky

Nazov vzorky

Celkovy
priemer
@

Smerodajna
odchylka

Sz

Varia¢né
rozpitie
R

Retencia

%

H

15

"
Sgg

30

hrach
nesteril.

hrach
steriliz.
staciondr.
157/121 °C

hrach
steriliz.
stacionar.
307/121 °C

hrach
steriliz.
rotacéne
15'/121 °C

hrach
steriliz.
rotacne
30°/121 °C

0,148

0,086

~1
o

0,0

0.102

0,079

0,009

0,0102

0,0075

0,0109

0,015

0,021

0.030

0,023

0,034

0.044

68,9

Tabulka 2.

Zmeny obsahu riboflavinu poc¢as rozliénych sposobov termosterilizacie hrachu

o (mg/100g)
v e Celkovy Smerodajna | Variaéné .
Oznacenie iy : . Fait — Retencia
Nazov vzorky priemer odchylka rozpitie o/
vzorky : c %
T Sz R
H hrach 0,026 0,0047 0,014 100
nesteril.
S5 hrach 0,022 0,0036 0.011 84.1
steriliz.
stacionar.
15’/121 °C
S30 hrach 0,020 0,0029 0,008 77,8
steriliz.
stacionar.
30°/121 °C
Ry; hrach 0,021 0,0033 0,010 82,9
steriliz.
rotacne
15’121 °C
R;, hrach 0,019 0,0054 0,009 75,1
steriliz.
rotacne
307/121 °C
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Tabulka 3. Zmeny obsahu pyridoxinu poc¢as rozliénych spésobov termosterilizdcie hrachu
(mg/100 g)

Oznacenie

Celkovy

Nazov vzorky

vzorky

priemer
@

| Smerodajné
odchylka
Sz

Varia¢né
rozpitie
R

Retencia

%

H hrach

nesteril.

Sis hrach
steriliz.
staciondr.

15//121 °C

S0 hrach
steriliz.
stacionar.
307/121 °C

hrach
steriliz.
rotacéne
157121 °C

hrach
steriliz.
rotac¢ne
30’/121 °C

0,059

0,049

0,031

0,047

0,032

0,0023

0,0022

0,001

0,0035

0,001

0,007

0.007

0,003

0.010

0,003

100

83,1

79,7

54,2

Tabulka 4. Zmeny obsahu CPM pocas rozliécnych

sposobov termosterilizédcie hrachu (v 1 g)

Oznacenie
vzorky

Nézov vzorky

Celkovy
priemer
T

Smerodajna
odchylka

Sz

Varia¢né
rozpétie
R

Ry,

hrach
nesteril.

hrach
steriliz.
stacionar.

15//121 °C

hrach
steriliz.
stacionar.
30°/121 °C

hrach
steriliz.
rotacne
157/121 °C

hrach
steriliz.
rotacne
307/121 °C

1103

11

835,3

2750

10
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Tabulka 5. Zmeny obsahu aerébnych spoérotvornych mikroorganizmov pocas rozliénych
sposobov termosterilizdcie hrachu (v 1 g)

Celkovy Smerodajna | Varia¢né
Nézov vzorky priemer odehylka rozpitie
z Sy R

Oznacenie
vzorky

H hrach 30 14,1 30
nesteril.

Sis hrach 0 0 0
steril.

staciondr,
15/121 °C

Sa0 hrach 0 0 0
steril.

stacionar.
30/121 °C

Ry, hrach 15 5.0 10
steril.,
rotaéne

15°/121 °C

Ry, hrach 0 0 0
steril.
rotacne
307/121 °C

v nesterilizovanom hrachu v mnozstve 20—50/g. Ojedinele sa naSli spéry
vo vzorkach rotacne sterilizovaného hrachu (10—20/g), ¢o sveddl o tom, Ze
aplikovany steriliza¢ny rezim v tomto pripade nepostacoval. Aviak vzhladom
na ojedinelost a sporadickost pozitivnych nélezov nemozno z vysledkov stano-
veni urobit jednoznac¢né zavery.

Koliformné mikroorganizmy sa nevyskytli ani v jednej analyzovanej vzorke,
preto nepokladdme za potrebné tabelarne ich uvidzat. Z vysledkov mozno
vsak zhodnotit dobra kvalitu zdkladnej suroviny, ako aj celkovii dostatoénit
intenzitu termosterilizatnych zikrokov. Dékazom tohto konStatovania bola
aj negativna termostatova skiska po desatdiovej inkubdcii konzerv v termo-
state pri 37 °C [3].

Stuhrn

V predlozene] praci sme sa zamerali na studium zmien obsahu vyzivovo
a senzoricky Gc¢innych latok (vitamin B,, B,, B4 a niektorych mikrobiologic-
kych ukazovatelov) v nesterilizovanom a v stacionirne a rotatne sterilizova-
nom hrachu pri dvoch zahrievacich rezimoch 15 min/121 °C' a 30 min/121 °C,
a to fyzikalnochemickymi a mikrobiologickymi metédami. Vysledky analyz
dostatocne reprezentativneho Statistického stiboru vzoriek (10) dokumentuja
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o nieto vysfiu Setrnost rotalnej termosterilizacie ako staciondrnej oproti
spominanym termolabilnym zlozkam.

Stihrnne mozno povedat, ze obidva sposoby sterilizacie, ako aj rozliéné
zahrievacie rezimy su postacujice zo stranky dekontamindcie mikroorganiz-
mov a prijatelné pre uchovanie vitaminov B, B, a By v danom type zelenino-
vého produktu.
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Heeaeposanne usMenceniii cogepskannsa suraMinos B, B, 1 By 1 HeROTOpHIX MHRPOOHOI0-
ACD B Dy D2 6
CHYUCCRIX MORA3ATe1eli B PA3BHDBIX €H0Co0aX TepMOCTePIIBalil ropoxa

Peziome

Mol BaHNMAJICH HCCJAEA0BAHNCM U3MCHCHIIL COJCp/KaHIA IUTATEILbHO I CEHCYalbHO
ARTUBHBIX BemecTB (Bur. By, B, u Bg Il HCROTOPHIX MURpOGHOIOTIUCCKIX NOKaszaTelel)
B HECTeDPUJINB0BAHHOM ¥ B CTAIINOHAPHO I POTAIIOHHO CTCPINIMPOBAHHOM I'OpOXe B ABYX
PeARIMAX HATpeBa, T. O. 15 muu/121 °C u 30 mum/121 °C, MeTo1aMu U3NKAILHO-XIMIUECKII-
Ml I MHKPOOHOIOTHYECKUMHU. Pe3yJIbTaThl aHalIl3 J0CTATOYHO Penpes3eHTaTiiBHOIO CTaTIiC-
TUYCCKOTO ROMILIeRca 00pasios (10) 0RA3LIBAIOT HEMHOMKO BBICIIYIO HROHOMUIO pOTal{HOH-
HOII TEePMOCTEPIVII3AIMIL B CPABHCHMIL €O CTAHIMOHAPHOIL B OTHOUICHIUIL IIPUBEACHHBIX
TePMOJIa0UALHBIX KOMIOHEHTOB.

MOJKHO 3aKIIOUUTE, 9TO 00a CHOCOOLI CTePUIN3AINT KAk I Pa3Hble PesKIMbl HOKa3aIuch
JOCTATOYHBIMII ¢ TOURI 3peHitsa 00e33apasKiuBaHiisal MIKPOOPIaHI3MOB I TaksKe HplieMileMble
St coxparens ButaMuios By, D, 1 Bg B JlaHHOM THIIE OBOIIHOIO IIPO;LYRTA.
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Stanovenie lipofilnych vitaminov vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou. IL

Determination of lipophile vitamins by the high-pressure liguid
chromatography. II

M. SPANAR — M. GRODOVSKY

Abstract: The high-pressure liquid chromatography is rapid, specific, it gives many
advantages opposite to the standard method according to the Czechoslovak Standard
(CSN).

Prvy, ktory upozornil na zavislost charakteristickej absorpcie nezmydelni-
telného podielu rybacich olejov a ich vitaminového tc¢inku, bol Takahasi [1].

Morton a Heilbron [2] dokézali, ze medzi hodnotou absorbancie pri 328 nm
a biologickou aktivitou existuje kvantitativny vztah. Tato skuto¢nost sa stala
podkladom pre spektrofotometrické stanovenie vitaminu A v rybacich olejoch.
Stanovenia sa vyznacovali pomerne velkou chybou, ktorda sa vysvetlovala
pritomnostou rozlicnych balastnych latok, absorbujicich v tejto oblasti.
Pritomnost balastnych latok viedla k pouzivaniu rozlicnych spdsobov cistenia
vitaminu A od sprievodnych latok. Glover [3] pouzil kolénku naplnent odtuc-
nenou kostnou mickou a vitamin eluoval aceténom. Miiller [4] pouzil na dele-
nie stipec naplneny vrstvami kysliénika hlinitého s rozli¢nou aktivitou.

7 chemickych metéd najvécsie rozsirenie ziskalo stanovenie chloridom anti-
monitym, ktoré sa nazyva aj Carrova—Priceova metdda. Stanovenie podla
(farra—Pricea sa vyznacCuje mensou preciznostou, ale vacésou Specifickostou
ako napr. meranie v ultrafialovej oblasti. Nevyhody, ktoré vyplyvaja z tejto
metddy, st najmé citlivost ¢inidiel na vlhkost, vznik nestabilného modrého
chromoféru, interferencia sterolov a karotenoidov pri farebnej reakeii, ale aj
toxicita chloridu antimonitého.

Intenzivne fluorescentné vlastnosti retinolu vyuzil Sobotka a spol. [5]
na stanovenie v rybacom oleji. Ako vela inych aj tato metéda zahfna pritom-
nost interferujicich zliéenin v extrakte vzorky. Erdman a spol. [6] v tom
istom Case opisali fluorometrickt metédu na stanovenie vitaminu A, ktora je
Specifickd zavedenim korekcie pre interferujuce zlozky, napr. provitaminy A
a iné.

Metdda, ktora riesi problémy jednotlivych spektrofotometrickych, foto-
metrickych a fluorometrickych stanoveni, je vysokotlakovd kvapalinova

M. Spatdr prom. farmaceut, Ing. M. Grodovsky, Vyskumny ustav potravindrsky, Tren-
cianska 53, 898 13 Bratislava.



chromatografia. Tato metéddu vyvinuli Dennison a Kirk [7]. Aktivita vitaminu
A je stanovena kvantitativne obsahom retinolu. Retinol sa uvolni postupnym
zmydelnenim vzorky s alkoholickym roztokom hydroxidu draselného, pri¢com
sa premeni retinylester na retinol [8]. Postupnou extrakciou sa retinol separuje
z nezmydelnitelnych zloziek a stanovi pomocou HPLC (high pressure liquid
chromatography), pouzitim izokratickej elticie pri teplote prostredia na kolénu
u-Porasil. Retinol bol kvantitativne stanoveny postupnym monitorovanim
kolénového prietoku bud pri 313 nm, bud pri ohrani¢enom absorpénom maxi-
me retinolu 325 nm. Ako sa uvadza v praci Dennisona a Kirka, identifikdciu
retinolu potvrdila tenkovrstvova chromatografia a infracervend spektroskopia.

Head a Gibbs [9] opisali gradientovi elticiu HPLC na stanovenie retinolu
z nezmydelnitelnej frakcie potravin. Nevyhodou tejto metddy je potreba
nového kondiciovania kolény Li Chrosorb Si 60-0 (Varian Micro-Pak) pred
vstreknutim dalsej vzorky do systému.

Soderhjelm a Andersson [10] vypracovali sti¢asné stanovenie vitaminu A a I
v potravinach pouzitim reverznej fazy vysokotlakovou kvapalinovou chroma-
tografiou. Zistili vytazok 86 9, pre retlnvlacetat a 91 9, pre tokoferylacetat.
Reteniné ¢asy boli 4 mintty pre vitamin A a 17 minat pre vitamin E. Stan-
dardna odchylka sa pohybovala v rozmedzi - 3 9

HPLC sa méze aplikovat pri stanoveni v1tamlnu Av 107hcnych druhoch
potravin, ako napr. mlieko, vajcia, pecen, tekutda detskd vyziva a i. Vyhodou
HPLC je, ze karotenoidy, pomocné latky a oxidac¢né produkty vitaminu A
neinterferuju pri kvantitativnom stanoveni. Velkd vyhoda metédy je najma
rychlost analyzy.

Experimentilna ¢ast

Vitamin A sme stanovili vo vzorkach, ktoré si Vyrobkami n. p. Palma. Sa
fortifikované vitaminom A a E. Maju presne deklarované mnozstvo vitaminov.

Slnetnicovy tuk Heliol mé podla CSN 58 0220 obsahovat minimélne 7mg/kg
vitaminu A. Slne¢nicovy tuk Hera podla CSN 58 0250 obsahuje 6 mg/kg vita-
minu A. Rastlinné maslo Juno ma mat obsah vitaminu A podia (SN 58 0250
9,6 mg/kg a lah6édkovy mliecny tuk Visa 9 mg/kg.

Porovnanie vysledkov stanovenia retinolu podla HPLC, metédou podla
Landa [11] a CSN 56 0053 uvadzame v tabulke 2.

1. Stanovenie vitaminu A vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou

Princip: Vzorka tuku alebo oleja sa postupne zmydelni. Nezmydelnitelny
podiel sa extrahuje hexdnom. Po vysuseni a zahusteni extraktu sa zvysok
v banke rozpusti v mobilnej faze. Po nastreknuti na kolénku sa absorbancia
eludatu stanovuje pri 325 nm a zapisuje zapisovacom. Zaznam sa vyhodnoti
na zaklade niektorej zo Standardnych metdd. V nasom pripade na zaklade
vysky piku.

Pristroje a zariadenia: Kvapalinovy chromatograf Varian 8500, ktory ma
bezpulzovii pumpu a moéze pracovat s tlakmi 0—68,6 MPa. Detektor Vari-
-Chrom s rozsahom absorbancie v UV a viditelnej oblasti v rozmedzi 200—700
nm. Ceskoslovensky zapisovac TZ 21 S.
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Pracovny postup: K navazku vzorky pridame 50 ml alkoholického roz-
toku KOH (10 g KOH sa za stdleho mieSania rozpusti v 100 ml odmernej
banke v 50 ml 90 9%, etanolu a po rozpusteni sa doplni objem po znacku)
a vzorka sa zmydelnuje vo vriacom vodnom kupeli 30 min v atmosfére dusika.
Po zmydelneni (pridanim malého mnozstva vody sa roztok nesmie zakalit)
priddme 50 ml destilovanej vody a extrahujeme Styrikrat s 30 ml hexanu.
Spojené hexanové vytrepky premyjeme dvakrat destilovanou vodou. Hexa-
novy extrakt vysusime bezvodnym siranom sodnym, prefiltrujeme a odparime
do sucha na retacnej vakuovej odparke. Odparok zriedime mobilnou fézou
(hexdn s 1,5 9 izopropanolom) a nastrekneme prislusny objem na kolénu.

2. Stanovenie vitaminu A podla Langa

Princip: Podstata stanovenia vitaminu A podla Langa spoc¢iva v tom. ze
retinol vyvolava v prakticky bezvodnom prostredi, napr. v chloroforme s vhod-
nymi zliceninami kyseliny sirovej (v tomto pripade s p-toluénsulfénovou
kyselinou) spolu s kyselinou mravcou intenzivne modré sfarbenie, ktoré sa
zmeni na velmi stabilnd fialova farbu [11].

Reagencia: Roztok 1 : 1 g p-toluénsulfénovej kyseliny sa rozpusti v 90 ml
chloroformu a pred pouzitim sa pridda 10 ml octového anhydridu. Roztok 2:
koncentrovand kyselina mravcia. B

Referen¢ény roztok vitaminu A: Standard vitaminu A so zndmym
obsahom vitaminu sa rozpusti v 100 ml chloroformu. Vhodné je napr. kapsula
firmy Vegan-Merck-Bayer, ktord obsahuje 15,0 mg vitaminu A ako retinolu,
¢o je ekvivalentné 17,2 mg octanu retinolu.

Zriedeny roztok sStandardu: 10,0 ml zékladného standardného roztoku
zriedime do 100,0 ml v odmernej banke chloroformom. 1 ml zriedeného roztoku
obsahuje 15 ug vitaminu A ako retinolu.

Pristroje a zariadenia: Spektrofotometer pre viditelnt oblast.

Pracovny postup: Zmiesame 5,0 ml chloroformového roztoku nezmydel-
nitelného podielu vzorky alebo priamo roztok vzorky v chloroforme s 1 ml
reagenéného roztoku kyseliny p-toluénsulfénovej a 1 ml koncentrovanej kyse-
liny mravéej. Za pritomnosti vitaminu A vznikne tmavomodré sfarbenie, ktoré
sa zmenf za 2—35 minut na fialové. Absorbanciu meriame po 15 minttach pri
545 nm.

Reakecia je pozitivna uz za pritomnosti 1,5 ug retinolu v 1,0 ml. Vypocet
urobime na zaklade odé¢itania koncentracie retinolu z kalibracnej krivky.

3. Stanovenie vitaminu A podla CSN 56 0053

Stanovenie retinolu spo¢iva v tom, ze sa retinol stanovi kolorimetrickym
zmeranim intenzity modrého sfarbenia, ktoré vznikne reakciou s chloridom
antimonitym. Predchddza tomu priprava vzorky k vlastnému stanoveniu,
a to zmydelnenie vzorky a extrakcia nezmydelnitelného podielu a zostrojenie
kalibra¢nej krivky z referenc¢nej vzorky vitaminu A.

Mnozstvo vitaminu A v mg/100 g vzorky sa vypocita :

B = —C—I— . 100,
m . 1000

o
[



kde ¢ je poctet ug vitaminu A v 1,0 ml — odéitané z kalibracnej krivky, V je
objem chloroformu v ml, m je navazok vzorky v g

Tabulka 1. Stanovenie retinolu HPLC

Meranie Juno Heliol Visa Hera
Vyska piku (em)
1 7.6 5,9 6.5 5,0
2 7,2 6,0 6,6 4,9
3 7,8 6,0 6.7 4,8
4 7,2 6,4 6.5 4,8
5 7,2 6,1 6,7 5,1
Retinol (mg.kg™1)
1 20,6 16,4 18,4 14,1
2 20,4 16,6 18.6 13,6
3 22,2 16,6 19,0 13,4
4 20,4 18,0 18,4 13,4
3 20,4 17,2 19,0 14,4
T
priemer 20,80 16,96 18,68 13,78
Sz
smerodajnd 0,788 0,654 0,500 0,448
odchylka,

Zakladné charakteristiky stanovenia:

Citlivost 1

Detekeia 325 nm

Tlak pumpy 5 MPa

Prietok 90 ml/h

Kolénka MICRO-PAK Si-10 (dlh4 25 c¢m)

Na ziklade uvedenych vysledkov moézeme tvrdit, ze stanovenie retinolu
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou je metddou selektivnejsou,
mthve]sou v porovnani s metédou CSN 56 0053 a stanovenim podla Langa.
i ked sme neskusali odstranit pomerne zdlhavy proces Zmydelnovanla a extrak-
cie vzmky, ako je to pri stanoveni tokoferolov [12]. V porovnani s CSN 56 0053
odpadé préca s pomerne Skodlivym chloridom antimonitym. Nevyhodou sta-
novenia podla CSN 56 0053 je nestalost farebnej reakcie a citlivost na vlhkost.
Cinidlo velmi lahko uZ stopami vlhkosti hydrolyzuje, ¢o spésobuje vznik
zékalu a znemoziuje vlastné stanovenie. Farebné reakeia je velmi citlivé, ale
sfarbenie je nestile. Stanovenie vitaminu A kyselinou p- toluénsulfénovou je
menej citlivé v porovnani s metédou podla Carra—Pricea. Vyhodou je stdlost
farebnej reakcie. Hodnoty, aké uvadza tabulka 2, blizia sa hodnotam podla
CSN 56 0053.

Jedna z hlavnych tloh potravindrskej chémie je vyvijanie presnejsich a éin-
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Tabulka 2. Porovnanie stanoveni retinolu podla jednotlivych metdd

Vzorka CSN 56 0053 HPLC Lang
mg.kg™1 mg. kgt mg.kg~1
Hera 10,8 3.7 10,0
Visa 10,5 18,6 12,5
Heliol 14,0 16,9 13,6
Juno 14,6 20,8 16,3

Poznamka: Stanovenie jednotlivymi metédami sa robilo na totoznych vzorkach.

ne]smh metod analyzv potravin. Vysokotlakova kvapalinova chromatografia

]e

technikou, ktora si neustile nachddza nové aplikacie v tejto oblasti.

Sthrn

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia je rychla, $pecifickd a poskytuje

vela vyhod oproti Standardnej metéde podla (SN 56 0053,

fuun
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M. Illnamap — M. lpogoBern

Ollpe;(e:lemle IIH[[O(I)[I.'IBII[)IX BHTAMHHOB € IOMOIIBIO BBICOROHAIHETATEILHOIL H\‘IIJII(OCTHOii

xpomarorpagur, 11
Pesome

BhlcOKOHArHeTATC ILHAS A IROCTHASL XpoMmaror pd(bllrl ABJIACTCH CROPDLIM, bHCL[H(I)H‘IeChUM

MeTosioM. OKasplBaeT MHOIO HpeUMMYTIECTB B CpaBHEeHUIN CO CTaHAAPTHEIM MeTo0M 1o YCH.
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