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Stfidium zmien obsahu vitaminov B, B, a 86 a niektorfeh
rnikrobiologiekych uhazovatelov pri r0znyeh sp0soboeh

termosterilizf cie hrachu

?he stuily of capatity eharrges of yitamins B' B, antl Bu anil sorne rnicrobiologir
eoeff ieients in various rnethods of the peas thermosterilization

B. HOZOYJ - L. SOR}IAN

Abstract: fn this'n'ork content, chauges of trutritious and sensory eff'ective substances
(r'itamins 81, Br, Bu and some rnicrobiologic coefficients) in unsterilizecl and in stationar'1'
and rotary sterilizcd peas at tn'o heating regimes 15 min/l2l'C ancl 30 rnin/121'C by
physicochemical and microbiological methods t-ere studied. The analyses results of thc
guffisisncy represent'ative statistical collection of samples (I0) document something
higher sparing of the rot'at'ory thermosterilization opposite to the stationary one in herein-
before thermolabile component s.

The both methods of sterilization as well as various heating regimes are sufficient as
to the nricroorganisms decontaminat'ion and are acceptable for preservation of the Br,
82, Bu vitamins in a given type of the vegetable product'.

Najd6leZitej5ou poZiadavkou, ktor6, sa kladie na potravind,rsky v;iirobok je
jeho akost urdend prislu5nlfmi normami akosti. Tieto zahrnujri rozlidn6 ukazo-
vatele - mechanick6, fyzikd,lno-chemick6, mikrobiologickd a senzorick6.
Okrem najstar5ieho meradla kvality potravin, akym je energetickS, hodnota,
vyuZiva sa, dnes mnoho inych krit6rii, napr. nutridn6, senzorick6' a hygienick6
hodnota, ktor6 komplexnej5ie charakterizujri riZitkovri hodnotu konzerviiren-
skfch vyrobkov.

Suroviny pri technologickom spracovani prechdr,dzajri viacerfmi operS,ciami,
ktor6 vpl;fvajri na spracovany materiril. Popri pozitivnych zmen{,ch, ako je
typickri v6ia, chut, lep5ia strdvitelnost, zniy',enie podtu mikroorganizmov
a pri spracovani zeleniny aj inaktivi"cia enz'jrmov, dochd,dza aj k neZiadricim
zmen6m, najrna na vyZivovj,ch zloLkitch a senzorickjch vlastnostiach potra-
vin. Je preto prvoradou rilohou konzerv6rensk6ho priemyslu optimalizovat
podmienky tepeln6ho z6,hrevu, aby sa zamedzili tieto straty a dosiahla sa lep$ia
ridrZnosd najmd, termolabilnych zloZiek potravin.

V odbornej literatrire sa, prezentuje velk;f podet ridajov o obsahn vfZivovo
a senzoricky ridinnlich Litok (najma vitaminov skupiny B) v potravind,rskych
strrovin6,ch vSeobecne. Pomerne md,lo ridajov v5ak nach6clzame o vplyve no-
vlich met6d konzervricie na, hore uveden6 zloitky, alio aj o mikrobiologickych
aspektoch netradidnyich met6d konzervri,cie potravin. Preto sme sa pokrisili

IlNDr.. B. Ilozovri, Prof., hig. L. Sorman, CSc., Chemickotechnologickri fakulta SVST,
Jdnska l, 801 00 Bratislava.
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prispiet vlastnou experiment6lnou prtlcou k hlb5iemu poznaniu tejto problema-
tiky.

llaterifi,l a rnet6ily

Experimentd,lnemu Stfrcliu sme v rrimci riloliy Komparativne Btridium znien
zloLiek nekyslfch potravin rastlinn6ho p6vodu podrobili sterilizovanl;i hrr45ok
v slanom n6,leve. Kv6li sez6nnosti sa pouZil mrazeny hri5ok, dodany Sloven-
sk;inri mraziarriam| z6,vod 0l Bratislava. Vs6dkov6, hmotnost P l/1 bola
520 g' mrazen6ho hr63ku (blanZirovan6ho v mraziariach pred zmrazenirn)
tr 320 g horriceho n6,levu - podla odborovej normy 569 204. Obsah plechovkl-
srne po zaliali hermeticky uzatvorili a sterilizovali v poloprev6,dzkovom labo-
ratdriu VU LIKO v staciond,rnom autoklSve WEBECKII Co., Bad Schryartan
a v rotadnom autokl6,ve STOCK PILLOT pri 24 ot./miu a 2 sterilizadnfch re-
Zimoch: l2IlI5 min a l2ll30 min.

Preteplivost v obaloch podas rotadnej sterilizdr,cie sa merala termodld,nkami
pripojenllimi na zapisovad E ll a b, typ 29 CTX'. Pre kaZdf sterilizadnli reZim
sme pripravili I0 obalov P l/l v;irobku, ktorf sme senzoricky hodnotili a che-
micky a mikrobiologicky analyzovali.

Z vit'aminov skupin5' B sme venovali pozornost tlim, ktor6 v;i'-azne ovpl-vv-
riujfr vfiivovf hoclnotu neridrZnfch potravin, najmri, tiamin, riboflavin a p1'ri-
cloxin [4]. Z rnikrobiologickych ukazovat'elov sme sledovali pritomnost:

- celkov6ho podtu mikroorganizmov,

- koliformnych mikroorganizmov,
-_ aer6bnych sp6rotvornlfch mikroorganizmov, pridom sme porovn6vali vplyr'

obidvoch uveden;ich reZimov stacion6,rnej a rotainej t'ermosterilizricie na
Spominan6 vyZivovo a senzoricky vyznamn6 zloLky.
Statistickri reprezentativnost sme docielili osobitnym rozborom l0 samostat-

n}ich konzerv kaidej pokusnej s6rie (s 2 paraleln;fmi anal)izami) a ich Btatistic-
k;im vyhodnotenim (cezi:, sr, R, oA retencie pri vitaminoch).

l. Stanovenie vitaminu B, (tiaminu) [1]

Princip: Tiamin sa v silne alkalickom prostredi oxicluje hexakyanoZelezi-
tanon draselnym na tiochr6m, ktory sa lcvantitativne prevedie do izobutanolu
a zmelia sa intenzita fluorescencie.

2. Stanovenie vit,aminu B, (riboflavinu) [f]

Princip: Ifelia sa, fluorescencia lumiflavinu, ktory vznikd, fotochernickl'm
rozklaclom riboflavinu v alkalickom prostrecli.

3. Stanovenie vitamintt Bu (pyridoxinu) [2]

Princip: Ileliar, sa hustota z6,ka1u buniek kvasink.l- Saccltarontyces uualunt,
Beijelinck ATCC 9080, ktord, mri, vyrovnanri aktivit'u oprot'i v5etkSim tlom
i,lenom pyridoxinor.ej tridrcly (pyricloxolu, pvridoxalu a pyridoxamimr ).
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-t. Stanor.r.nie r:ell<ov6ho poi'ttr lnikroolganizmov (CPII) [3]

PotrZili slrle oiliovirciu tcchniku zalievrrnim, opisanir v C'SN 56 010(). Poi'r,'t
nriliriiorganiznror- zisten{ch totrto n.ret6clou je meradlom prt' cell<or-6 rniklo-
lriolosick6 zuei'istenie sltirnrtrnej potlavinr .

.i. Stanor-enie potYtu lioliformni'ch bakt6rii [3]

'l'alt ako r- pleclciiidztrjficom pripttcle postupovali sme poclLa plerlpisu, litory
trvriclzrr CSN ;ti ttl00. ]Ie.t6cla shiZi rrko poclklacl na zistenie lrnrb6ho stupria
znei.istenitr potltrr-in lla stilnovenie tzv. inclikritorovych a patog-6nnych mikro-
<rrg^arriznrov (Estltct'ichi,a. lileltsielln, Enteroba.c,ter a pod.), v1'skr-tujircich sa pri
nesPr'hvnorn clt'rth'Zaui lechnologich.'fch postupov a h.r'gienick5'clr zisacl pri
r-i'r'obe a sklaclortrni.

(i. Stanovenie poi'trr il€rl'6bll)-ch spdlotvornych nril<roolgtr,niz-
rn riv l3]

Riaclili slne sii n-ret6clorr. opisilnorr r. CSX 56 0100. Z v'isleclkov stanovenia
srr dd, posirdit -*trrpeir prinrfurej ]ionttrurin{cie surovin a cloclrZrrnie 11.l-gienicki'ch
podrnienok pli r-r:r'obe a teclinologick" ch postnpoch.

Yfsletlkp- a tlisktrsia

l)tisirrhntrti vvsletlkv stunor-enia ztnit'tr olrsahtt vittrtnintt Br, B, a R,,. alio
irj poitu v1'brrrni-ch sllrpin uriliroolsaniztnov poiris rozlii'nj-ch sp6sobol- tt'l'-
nrostt,r'ilizlr.cie lit'itchu smrr ztilirclili clo t:rbLrliek I-5.

'l-trlrrilka I plchltr,clne rrl<trzuie it'tr,tistick6 yvhoclnotenie narneranych hocln6t
tiarnirirr : \'pl.\'r()nl steliliztri'n('crh ztisahor- sr1 za,znalnentll jcho znainf polilcs
rzlriirrlorn na ir,ivocln.li obsrr,h v zriklrrclnej suror.-ine (v priernere t,alirner'.t3 "/;).
l)r'i+rrnr z trr,brrlll' r-icliet, Ze sc.r zv.t'iovtririur intetuitv telrnostet'iliz6,cie obsrr,h
tiuririrrrr lilesti. ietmejiia srr r--(rr,li javi tcit,iti'ni tertnostet'ilizi,cia.

llltrlrulkl,2 itrrtistir,liJr rloliruncntitje ollsir,h liboflavinu v konzelrr-i'rch rozdic'lncr
stcrilizor-iln6lto IrL'ircllr: je't,r-itlintn6. Ze obs:rh'r'itiLrtrinit B, pcl tellelnom zirsa-
Irrr srr ibrr nevi'r'azne oclliirrje orl jehtt liotlnotr- r'p6r'odnej suloviue a, vj'kvvv
lrtl<hrrlt sir niinirrrtilne (r'etencirr je v prienrele aZ 8o ol,). Toto konitator-trnic
lrorrl<irzuje llir l)ollr('r'ucr r-r'sokri terntolezistencin sle(lo\.tin6ho vittulinrt.

(',r srr t,i'litr zrnicu obsaliu pvricloxinu. tieto plehlrrdne poclfLva t'abtrlllr. li.
\-r-|li'i.tr z rlei-. Ze siqnifiliantn6 rozdiell' nespoi'irajir ntrtollio v sp6sobe sterili-
ziicie :rlio r- dl2iirr tepeln6ho l)l'()cL1stt. Ubr-toli p.r'r'idoxintr z p6r'otln6ho llllrol-
str-ir. pli leZiure. iltIririn/121 'L1 je talinier:50 !i,.

Zirotlnotcnie r-r'sledlior- liontloh. tttill'obiolo:l-ickej kvalitv hrirchtt je v tri-
lrtrlllic,h 4 a i.

Z tabul'k.v l it'zrejn.rc<, Ze p6voclnl'poiet rnill'oorgtr,nizmov (v clenzitirch
liirlovcr I03) sa uZ rii.inkonr sttrciondlneho sterilizadn6ho reZimu I5'fl2I"C
r,niLil o 2 polirrctll- tr pli osttrtnich sp6solroch sterilizicie boli ui. n6,lezy mikro-
<tlgtruiztnov vo r-ietli- ch ltokusnfch s6rii,ch uulor'6.

Vi'skvt aer6trnr-ch sp6r'otvorn1,'ch miliroorg-anizrnol" (tab. 5) sa pohvbovrr,l
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Tabulka l. ZmLel-y obgahu tiaminu podas rozlidnfch sp6sobov terrnost€rilizdoie hrachu
(mg/r00 g)

Oznadenie
vzorky N6zov vzorky

hrach
nesteril.

hrach
steriliz,
staciond,r.
L5'ltzl "c

hrach
steriliz.
sta,ciondr.
30'ltzl'c

hrach
steriliz.
rotadno
t5'ltzl'c
hrach
steriliz.
rotaine
30'i121'C

Tabulka 2, Zm.eny obsahu

0,072

0,102 0,0I09

riboflavinu po6as rozliinfch sp6sobov termost€rilizdoie hraohu
(mg/r00 g)

priemer
T

0,149

0,086

odchflka
8a

0,009

0,0r02

H

Stu

0,021

0,030

r00

68, I

OznaEenie
vzorky

Smerodajnd Variain6 I -I tiotencrarozpalre I ot
nllo

Nd,zov vzorky I nrilmer I odchflka
cl84

H I hrach 0,026 I 0,0047 0,014 | 100
nesteril.

Sru I hrach 0,022 0,0036lo,orrlat,r
steriliz,
staciond,r.
t5'ltzr"c

Sro I hrach
I steriliz,

0,020 0,0029 | 0,00s | 77,8

stapion6r.
30',/t2t oC

R' I hraoh 0,02r 0,003310,0t0182,9
steriliz.
rotadno
L5'ltzr'c

R o I hrach 0,0r9 0,005410,000176,1
steriliz.
rotaCno
30'ltzt"C
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r:Fi:-:t - I z a.eie hrachLr Tabulka 3, Zmenv obsahu pyridoxfnu podas rozlidn;ich sp6sobov ternrosteriliz6oie hrachu
(mg/100 g)

Oznadenie
vzorky Nrizov vzorkv prlemer

t

I Smelodajn6
I odchflka
lu,

0,0022

0,0035

0,001

rozpatre
R

odchflka
sc

Retencia
o,//o

H hrach
nestelil.

hrach
steriliz.
stacioniir.
t5'lt2I'c)

hrach
steriliz.
staciond,r.
30'ltzr'Q

hrach
steriliz.
rotadne
l5'lt2r'c
hrach
steriliz.
rotadne
30'ltzL'c

0,059

0,032

N6zov vzorky

0,0023 0,007 r00

0.0r0

!rlF:- : :-:ZiiCIe hlachu

l,'

Oznadenie
vzorky

Celkov;i I

priemer 
I

-trl

Tabulka 4, Ztneny obsahu CPII pobas rozli6nly'ch sp6sobov termosterilizdcie hrachu (v I g)

H I 103

rozpAtio
R

835,3 2750

L*

8:.9

;' . I

hrach
nesteril.

hrach
steriliz.
stacionrir.
L5'll2t'c

hrach
steriliz.
stacionrir.
30'lt2r'c

hrach
steriliz.
rota6ne
t5'lt2r "c

hrach
steriliz.
rotadne
30',/r2l "C
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Tabulka 5. Zmenrr.- obsahu a,er6bnych sp6rotvoln;ich mikroorganizmov poias rozli6nfch
sp6sobov termosteriliz6cie hrachu (v 1 g)

Oznabenic'
vzorkr- Nrizov vzorkl

Celkov;i
priemer

6

Smeroclajnri
odch.ilka

BT

Variadn6
rozpiitie

R

S,,

hrach
nesteril.

hrach
steril.
staciondr.
r'',lr2r "c

hrach
steril.
stacioruil'.
30'ltzI "c

hrach
steril.
rota6ne
t5'llzt "c

hrach
steril.
rotadne
30'lr2t'c

v nesterilizovallon] hlaclru \r nrtloZstve 20-5019. Ojedinele sa na5li sp6ry
rro vzorkd,ch lotadne sterilizovan6ho hrachu (I0-20/g), do sveddi o tom, Ze
aplikor-an}i sterilizadnyi reiim v tonto pripade neposta,doval. Av5ak vzhladon-r
na ojedinelostl a sporadickost pozitivnych nilezov nemoino z v5?sledkov stano-
veni nrobit jeclnoznadnd zitvery.

Koliformn6 rnikroorganizmy sa nevyskytli ani v jednej analyzovanej vzorke,
preto nepoklad6me za potrebn6 tabeli,rne ich uvddzat. Z vfsledkov moZno
vSak zhodnotit dobrri kvalitu zA,kladnej suroviny, ako aj celkovri dostatodnfr
intenzitu temrosterilizabn'lch zrikrokov. D6kazorn tohto kondtatovania bola
aj negativna termosta,tovd, skfiSka po desatdriovej inkubr{,cii konzerv v termo-
state pri 37 "C) [3].

Sirhrn

V predloZenej prdci sme sa zamerali na Btridium zmien obsahu vy?Zivovo
a senzoricky irdinnych l6,tok (vitamin 81, Bz, B6 a niektorfch mikrobiologic-
kfch ukazovatelov) v nest'erilizov&nom a v staciond,rne a rotadne sterilizova-
nom hrachu pri dvoch zahrievacich reZimoch 15 min/l2l oC a 30 min/l2l 'C,
a to fyzik{,lnochemickS?mi a mikrobiologickfmi met6dami. Vfsledky arialfz
dostato6ne reprezentativneho Etatistick6ho sfboru vzoriek (10) dokumentujri
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o niedo vyB3iu Setrnost rotadnej termost'eriliz6cie ako stacion6rnej oproti
spominanjim termolabiln!,m zloLk6'm.

Srihrnne moZno povedat, Ze obidva sp6soby steriliz6,cie, ako aj rozlidn6
zahrievacie rei,imy sf postadujttce zo strinky dekontamin6cie mikroorganiz-
mov & prijateln6 pre uchovanie vitaminov 81, B2 a Bu v da,nom tvpe zelenino-
v6ho produktu.
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Stanovenie lipofilnych vitamfnov vysokotlakoyou kvapalinovotr
chromatograflou. Il

Determination of lipophile vitamins by the high-pressure liquiil
ehromatography. II

M. SPANAR, - 1\I. 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).

Prv1y', ktorf upozornil na zSvislosf' charakteristickej absorpcie nezmydelni-
teln6ho podielu rybacich olejov a ich vitaminov6ho ridinku, bol Takaha5i lll.

lVlorton a Heilbron [2] dokS,zali, i,e medzi hodnotou absorbancie pri 328 nm
a biologickou aktivitou existuje kvantitativny vztah. Td,to skutodnosf sa stala
poclkladom pre spekt'rofotometrick6 stanovenie vitaminu A v rybacich olejoch.
Stanovenia sa, vyznadovali pomerne velkolr chybou, ktord, sa vysvetlovala
pritomnostou rozlidnych balastnjch l6,tok, absorbujticich v tejto oblasti.
Pritomnost balastn;vlch ld,tok viedla k pouZivaniu rozlidnych sp6sobov 6ist'enia
vitaminu A od sprievodnfch l6,tok. Glover [3] pouZil koldnku naplnenir ocltui-
nenou kostnou mridkou a vitamin eluoval acet6nom. Miiller [a] pouZil na dele-
nie stipec naplneny vrstvami kyslidnika hlinit6ho s rozlidnou-aktivitou.

Z chemicklch met'6d najvrid5ie rozBirenie ziskalo stanovenie chloridom anti-
monitym, ktor6 sa nazyva aj Carrova-Priceova met6da. Stanovenie podla
Carra-Pricea sa vyznaduje men5ou preciznostou, ale vtid5ou Specifickostou
ako napr. meranie v ultrafialovej oblasti. I{evyhody, ktor6 vyplfvajir z tejto
met6dy, sri najmii, citlivost dinidiel na vihkost', vznik nestabiln6ho modr6ho
chromofdru, interferencia sterolov a karotenoiclov pri farebnej reakcii, ale aj
toxicita chloridu antimonit6ho.

fntenzivne fluorescendn6 vlastnosti retinolu vyuZil Sobotka a spol. t5]
na stanovenie v rybacom oleji. Ako vela inych aj t6,to met6dazahlia pritom-
nost interferuj'Jrcich zhidenin v extrakt'e vzorky. Erdman a spol. [6] v tom
istom dase opisali fluorometrickfr met6du na stanovenie vitaminu A, ktor6, je
Bpecifickd, zayedenim korekcie pre interferujrice zloZky, na,pr. provitaminy A
a in6.

Met6da, ktorri, rieii probl6my jednotlivS?ch spektrofotometrickych, foto-
metrickfch a fluolometrickfch stanoveni, je vysokotlakovd kvapalinovd,

M. Spairi,r prom. farrnaceut,, Ing. M. Grod.ovskf, Vfskumnf ristav potravindrsky, Tren-
dianska 53, 898 13 Bratislava
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chromatografia. Trit'o metddu vyvinuli Dennison a Kirk [7]. Aktivita vitan'rinu
A je stanovend, k'yantitativne obsahom retinolu. Retinol sa uvolni postupnlinr
zmydelnenirn vzorky s alkoholick;im roztokom hydroxidu draseln6ho, pridonr
sa premeni retinylester na retinol [8]. Postupnou extrakciou sa retinol separujc
z nezmydelniteln5ich zloi;iek a stanovi pomocou HPLC (high pressure liquid
chromatography), pouZitin izokratickej elfcie pri teplote prostledia na kol6nu
pr-Porasil. Retinol bol kvantitat'ivne stanoveny postupnym monitorovtrninr
kol6nov6ho prietoku bud pri 313 nm, bud pri ohranidenom absorpdnom maxi-
mc retinolu 325 nm. Ako sa uvridza v prd,ci Dennisona a Kirka, iclentifikicirr
retinolu potvrdila tenkovrstvovd, chromatografi.a a infladerveni spektroskopia.

Head a Gibbs [9] opisali gradientovrl elfrciu HPLC na stanovenie retinoltr
z nezmydelnitelnej frakcie potravin. Nev)ihodou tejto metddy je potrebrr,
nov6ho kondiciovania kol6ny Li Chrosorb Si 60-0 (Varian il{icro-Pak) precl
vstreknutim d'alSej vzorky do syst6mu.

Sriderhjelm a Andersson [0] vypracovali sfrdasn6 stanovenie vitaminu A a E
1' potravinii,ch pouZitim reverznej fhzy vysohotlakovou kvapalinovou chroura-
tografiou. ZisLili v'ftai,ok 86 o/o pre retinylacet6,t a 9l % p'"" tokoferylacetrit.
Retendn6 das;' boli 4 minrity pre vitamin A a 17 minirt pre vitamin E. Stan-
clardn6, odchflka sa pohybovala v rczmeclzi ! 3 o,/o.

HPLC sa m6Ze aplikova,f, pri stanoveni vitaminu A v rozlidnych dluhocrh
pot'ravin, ako napr. nllieko, vajcia, pederi, tekutS, detskh, v'!'Liva 6 i. \r;fhodorr
HPLC je, Ze karotenoidy, pomocn6 l6,tky a oxidadn6 produkty vitaminu A
neinterferujri pri kvantitativnom stanoveni. Velkti vlfhoda met6dy je najmii
rf clrlost, anal'!, 25, .

Experimentfilna iast

Vitamin A sme st'anovili vo vzorkr4,ch, ktor6 srl vjrobkami n. p. Palma. Sir
fortifikovan6 vitaminom A a E. llajfr presne deklarovan6 mnoZst'vo vitarninor'.

Slnednicov5i tuk Heliol m5, podla CSN 58 0220 obsahovat rninim6lne 7mg/hg
vitaminu A. Slnednicovf tuk Hera pocllzr, eSX SS 0250 obsahuje 6-mg/kg vita-
minu A. Rastlinn6 maslo Juno m6, mat obsah vitaminu A poclla CtiN 58 0250
9,6 rng/kg a lah6dkov;f mliedny tuk Visa I mg/kg.

Porovnanie -vfsleclkov stanovenia retinolu podla HPLC, met6clou podla
Landrr, [11] a CSN 56 0053 uvd,dzame v tabulke 2.

l. Sta,novenie vitaminn A vvsokotlakovou kvir,palinovciu
chromatografion

Plincip: Vzorka tuku alebo olejtr, sa postupne zmydelni. -r\ezmvclelnitelnl,
podiel sa extrahuje hex6'nom. Po vvsu5eni a zahusteni extraktu sa zvy5ok
v banke rozpusti v mobilnej f6,ze. Po nastreknuti na koldnku sa absorbanciir,
elnritu stanovuje pri 325 nm a, zapisuje zapisovadom. Z6,znam sa I'r-hoclnoti
na zdklade niektorej zo Stanclardn;ich met6d. V na3om pripade na ztiklacle
vySky piku.

Pristroje a zariadenia: Kvapalinov5z chromatograf Varian 8500, ktory rrrir
bezpulzovir pumpu a m6Ze pracovat s tlakmi 0-68,6 MPtr. Detektor Vari-
-Chrom s rozsahom absorbancie v UV a viclitelnej oblasti v rozmedzi 200-700
nnr. Oeskoslovensk;i' zapisovad TZ 2l S.
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Pracol'nJi postup: K n6,vaZku vzorky pricl6,me 50 ml alkoholick6ho roz-
tokri I{OH (10 g I(OH sa z& stileho mielania rozplrsti lr 100 ml odmelnej
banke v 50 ml 90 o/o etanolu a po rozpusteni sa cloplni objem po znadku)
11 vzorka sa zmyd.eliuje vo vriacom vodnom kripeli 30 min v atmosf6re dttsika..
Po zrnydelneni (pridanim mal6ho nnoZstva, vody sa roztok nesnie zakalit)
prid6,me 50 mI ciestilovanej vocly a extral"Lujeme Styrikrtit, s 3(l ml hexd,nrr .

Spojen6 hexd,nov6 vytrepky premyjerne clvakrS,t destilovanou voclou. Hex{-
novf extrakt, v1'su5ime bezvodnym silanorn soclnym, prefiltrujeme a oclp&rime
do sucha na, reta,i'nej 'r'6,kuovej odparke. Odparok zriedime mobihrou fi.zorr
(lrex6n s 1,5 o/o izopropanolom) a nastrekneme prislu5n;i ol:jem r1t1 liol6nu.

2. Stanovenie vitaminu A podla Langa

Plincip: Podstata stanovenia vitaminu A podla Langa spodiva v torn.2e
retinol v.vvolllva v prakticky bezvodnom prostredi, na,pr'. v chloloforme s vhocl-
nymi zlfrdeninami kyseliny sirovej (v tomto pripade s p-tolu6nsulf6novotr
lil-se'linou) spolu s kyselinou rnravdou intenzivne modr6 sfarbenie, litor6 str

zrneni n& velmi stabilnrl fialovrl farbu [1I].
Reagencia: Roztok I : 1 g p-tolu6nsulf6novej kyseliny s€I, rozpusti v 90 nrl

chloroforrnu a pred. pouZitim sa pridd, l0 ml octov6ho anhyclridu. Roztoli l:
lioncentrovand, kyselina mravdia.

Refelenbn5? 
-roztok vit,aminu A: Stanclard vitaminu A so zn6,mvrtr

obsahom vitaminu sa rozpusti v 100 ml chloroformu. Vhodn6, je napl. kapsrilrr,
firmy Vegan-Merck-Bayer, ktor6, obstrhuje 15,0 mg vitaminu A ako retinolu,
io je ekvivalentn6 17,2 rng octanu letinoltr.

Zrieclenli' roztok itanclarclu: 10.0 rrl zS,kladn6ho itandarcln6ho roztoktr
zr:iedirne do 100,0 lnl v odnrernej banke chloloforrnonr. I ml zrieclen6ho roztokrr
obsahuje I5 prg vitamirtrr A irko retinolu.

Pristroje a zariadenia: Spektrofotorneter pre viditehrir oblast.
Placovny postup: Zmieiame 5,0 mI chloroformov6ho roztoku nezmvclel-

niteln6ho podielu vzorky alebo priamo roztok vzorky v chloroforrne s I nil
reagenc:n6ho roztoku kyseliny p-tolu6nsulf6novej a I ml koncentrovanej kr-se-
liny rnravdej. Za plitornnosti vitaminu A vznikne tma,yomodr6 sfarbenie, ktor'6
sa znreni za, 2-5 mintit na fialov6. Absorbanciu meriame po 15 minfitach pri
545 nnr.

Reakcia jc pozitivna uL za pritomnosti L,5 pg retinolu v 1,0 ml. \'ypoi'et'
urobirne na z6,klade odditania koncent'rdcie retinolu z kalibradnej krir-li;-.

3. Stanovenie vitaminu A poclla OSX so OosS

Stanovenie retinolu spodiva v torn, Ze sa retinol stanovi liololimetrickyrn
znreranirn intenzity rnodr6ho sfalbenia, ktor6 vznikne leakciou s chloriclom
a,ntirnonit)l'm. Preclchrtdza tornu priprava vzorky k vlastn6mu stanovettiu,
a to zmydelnenie vzorky a extrakcia nezmydelniteln6ho poclielu a zostrojenie
kalibrainej krivkl z refereninej vzorky vitaminu A.

IlnoZstvo vitarninu A v mg/100 g vzork5. sa vypodita:
c.Il0:-.100.

zie . 1000



kde c

objem
je podet, pg vitaminu A v 1,0 ml - ocl6itan6 z kalibradnej krivk;., Z je
chloroformu v ml, m je nri,vaZok vzorky v g.

Tabulka l. Stanovenie retinolu HPLC

]Ieranie Heliol

V;i5ka piku
5,9
6,0
6,0
6,4
6,1

(c''.)
I
2

I
5

7,6

7,8

5,0
4,9
4,8
4,8
5,1

6,5
6,6
6.7
6,5
6,7

Retinol (mg.kg-t)

I
2

4
5
7l

priemer
.sc

smeroclajndr
oclchi'1ka

Citlivost
Detekcia
Tlak pumpy
Prietok
Kol6nka

20,6
20,4

20,4
20,4

20,8r)

18,4
18,6
t9,0
18,!1
r9,0

rs,68

0,500

14,1
r3,6
13,4
13,4
t4,1

r 3,78

0,448

r6,4
r6,6
r 6,6
r8,0
17,2

r6,96

0,654

I
325 nm
5 MPa
e0 ml/h
NIICRO-PAK Si-r0 (dlhd, 25 cm)

Z6,kladn6 charakteristiky stanovenia :

I{a z6klade uvedenych v;fsledkov m6Zeme tvrdit, Ze stanovenie retinolu
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou je met6dou selektivnej$ou,
citlivej5ou v porovnani s met6dou CSN 56 0053 a stanovenim podla Langa,
i kecl sme nesEfsali odstrd,nit pomerne zdihavli proces zrnyde}iovinia a exfrik-
cie vzorky, ako je to pri stanoveni tokoferolov ll2l. V porovnani s OSN b6 00b3
odpadri, pr6ca s pomerne SkodlivS?m chloridom antimonitym. l{evfhodou sta-
+ovenia podla CSN 56 0053 je nestri,losd farebnej reakcie a citlivost na vlhkosd.
Cinidlo velmi lahko uZ stopami vlhkosti hydrolyzuje, 6o sp6sobuje vznik
z6,kalu a, znemoiriuje vlastn6 stanovenie. FarebnS, reakcia, je velmi citliv6,, ale
sfarbenie je nest6,le. Stanovenie vitaminu A kyselinou p-tolu6nsulf6novou je
menej citliv6 v porovnani s met6dou podla Carra-Pricea. Vfhodou je stilost
{arebnej reakcie. Hodnoty, ak6 uvri,dza tabulka 2, bliLia sa hodnotS,m podla
OsN 56 0053.

Jedna z hlavnych riloh potravind,rskej ch6mie je vyvijanie presnej5ich a ridin-
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j ,c-;;r- T- je Tabulka 2. Porovnanie stanoveni retinolu podla jed.notlivfch met6d

Vzorka dsN so oose
mg. kg-l

I{PLC.
mg.kg-l

Lang
mg.kg-l

IIera
Visa
Helir-rl
Juno

10,8
10,5
14,0
14,6

lo.,
r8;6
r6,9
20.8

10,0
12,5
I3,6
16,3

5. t)
AQ

+.s
f.s
5.I

Pozn6mka: Stanovenie jeclnotlir.5imi met6dami sa lol:il-r na totoZn)"clt vzorkrich,

nejiiclr met6cl a\al,lzy potravin. Vysokotlakovri kvapalinovf, chromatografia
je technikou, ktorrl si neust6rle nachS,dza nov6 aplikicie r. tejto oblasti.

Srihrnl+.t
r 3,6
13,4
r 3.4
11,I

I 3.78

u.448

Vysokotlakovri kvapalinovd, chromatografia je rfchla, Specifickri a poskytuje
vela vfhod oproti Standardnej met6de podla C'SN 56 0053.
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