8. Ogznaczanie zawartosci all-trans-retinolu (witaminy A), cholekalcyferolu

(witaminy Ds3) oraz a-tokoferolu (witaminy E) w produktach spozywczych i
farmaceutycznych metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j

Waznymi skladnikami pokarmowymi w zywieniu czlowieka sa substancje egzogenne, zwane
witaminami. Nie pelnig one w organizmie funkcji nosnikéw energii lub elementéw budulcowych,
jednakze sg substancjami niezbgednymi dla normalnego przebiegu procesow zachodzacych w
tkankach. Witaminy, wchodzac w szlaki przemiany materii, umozliwiaja przebieg roéznych reakcji
biochemicznych. Poniewaz substancje te nie mogg byé wytwarzane przez organizm, muszg by¢
dostarczane z pozywieniem lub w postaci preparatow farmaceutycznych. W organizmie mogg by¢
magazynowane jedynie w niewielkich ilo$ciach.

Z chemicznego punktu widzenia witaminy nalezag do réznych grup zwiazkéw organicznych, a
jedynie ich znaczenie dla organizméw zywych pozwala opisywaé je pod wspdlng nazwa.
Tradycyjnie, ze wzgledu na rozpuszczalno$é, witaminy dzieli si¢ na:

» rozpuszczalne w thuszczach: witamina A, D, E oraz K,
» rozpuszczalne w wodzie: witamina C i witaminy z grupy B: witamina B, Bz, Bs, Bs, Bg, B7, B
oraz Bia.

Zasada oznaczenia:

Witaminy sg zmydlane w probkach za pomoca wodnego roztworu wodorotlenku potasu a nastgpnie
ekstrahowane heksanem. Koncowe oznaczenie zawarto$ci witamin wykonywane jest metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w uktadzie faz odwroconych, z detekcja w
ultrafiolecie. Witaminy identyfikowane sg na podstawie czasow retencji, a ich zawarto$¢ oznaczana
jest metodg Krzywej wzorcowej.

Odczynniki:

Heksan

Metanol

Bezwodny siarczan sodu

Wodorotlenek potasu

2,6-di-t-butylo-4-metylofenol (BHT)

Metanolowe roztwory wzorcowe witamin: A (0,5 mg/mL) , Dz (1 mg/mL) i E (0,5 mg/mL) z

dodatkiem przeciwutleniacza (BHT)

7. Kontrolny roztwor wzorcowy zawierajacy 0,5 pg/mL witaminy A, 1 ng/mL witaminy D3 oraz 5
ug/mL witaminy E
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Sprzet laboratoryjny i pomocniczy:

1. Zestaw do wysokosprawne] chromatografii cieczowej sktadajacy sie z detektora UV, pompy
oraz komputera z oprogramowaniem

Spektrofotometr UV-Vis

Waga analityczna

Mozdzierz porcelanowy lub homogenizator

Wyparka rotacyjna prozniowa

Plaszcz grzejny

Szkto laboratoryjne: chtodnica zwrotna, kolby okraglodenne, pipety wielomiarowe, cylindry
miarowe, lejki, zlewki, rozdzielacz, kolby stozkowe ptaskodenne

Saczki

Probéwki Eppendorfa
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Wykonanie doswiadczenia:

1. Zmydlanie badanych probek

Do kolbki okragtodennej (o poj. 250 mL) nawazy¢ 0,2 — 5 g badanego produktu spozywczego lub
farmaceutycznego (jesli ciato stale, to doktadnie rozdrobnionego wczesniej) z doktadnoscig 0,001 g,
doda¢ 50 mL metanolu oraz okoto 0,03 g BHT (przeciwutleniacz), a nastgpnie doda¢ 50 mL
wodnego roztworu KOH (25 g KOH na 50 mL roztworu) i rozpoczg¢ zmydlanie pod chtodnicg
zwrotng ogrzewajac kolbe z mieszaning za pomocg tazni elektrycznej. Proces zmydlania prowadzi¢
40 minut w temperaturze okoto 70°C. W trakcie zmydlania wstrzasa¢ kolba reakcyjng tak, aby
substancja zmydlana nie przywierata do $cianek naczynia. Po zakonczeniu zmydlania kolbe
reakcyjng ochtodzi¢ woda z kranu 1 przenie$¢ mieszaning reakcyjng do rozdzielacza (o pojemnosci
500 mL). Przeprowadzi¢ trzykrotng ekstrakcj¢ heksanem, stosujac kolejno nastepujace objgtosci
heksanu: 100, 60 oraz 40 mL. Potgczone ekstrakty heksanowe przemy¢ trzykrotnie woda (3x100
mL) do odczynu obojetnego, a nastepnie usunaé $lady wody za pomoca bezwodnego siarczanu
sodu. Ekstrakt przesaczy¢ na saczku 1 odparowac do sucha. Pozostato$¢ rozpusci¢ w metanolu (np.
w 1 mL) i przeprowadzi¢ oznaczenie zawarto$ci witamin z zastosowaniem zestawu do
wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

2. Analiza chromatograficzna

Przed rozpoczeciem wilasciwej analizy badanej probki nalezy wykona¢ analize chromatograficzng
kontrolnego roztworu wzorcowego.

Warunki analizy:

= chromatograf cieczowy sktadajacy si¢ z pompy Knauer K-1001 i detektora UV Knauer K-2001,;
= kolumna Beckman ODS (5 um), o wymiarach 250x4,6 mm;
* objeto$¢ dozowania 25 pl;
= temperatura kolumny 25°C;
= faza ruchoma MeOH : H2O (83 : 17; v/v);
» natgzenie przeptywu fazy ruchomej 1,3 mL/min;
= czas analizy 20 min;
= warunki detekcji: witamina A A =325nm (od 0 do 6 minuty),
witamina D3 A =254 nm (od 6 do 13 minuty),
witaminaE A =280 nm (od 13 do 20 minuty);

3. Przedstawienie wynikow koncowych

Dla poszczeg6lnych witamin wykresli¢ krzywe wzorcowe przedstawiajace zalezno$¢ powierzchni
piku od stezenia wzorca (odpowiednie dane przekazuje prowadzacy c¢wiczenia). W celu
wykreslenia krzywych wzorcowych nalezy wybra¢ funkcje liniowe przechodzace przez 0. Obliczy¢
warto$ci wspoOtczynnikéw korelacji dla poszczegdlnych krzywych wzorcowych (powinny by¢
wicksze lub réwne 0,995). Na podstawie czasow retencji zidentyfikowaé witaminy w badanej
probee, a ich zawarto$¢ wyznaczy¢ na podstawie powierzchni pikow. Wynik koncowy oznaczenia
przedstawi¢ w ug/100g badanego produktu z doktadnoscig do 0,001.



