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OZNACZANIE ZAWARTOSCI WITAMIN A | E METODA
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ (HPLC)
W WYBRANYCH PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Streszczenie

W publikacji opisano oznaczanie zawartosci podstawowych form witamin A i E w margarynie i kiet-
basie pasztetowej, przy wykorzystaniu HPLC w odwr6conym uktadzie faz, z zastosowaniem detektora
UV-VIS. Zwrécono szczeg6lng uwage na wptyw sposobu przygotowania prébki na oznaczang zawarto$é
substancji (optymalizacja warunkéw zmydlania). Dokonano statystycznego opracowania wynikéw na
przyktadzie badanej margaryny i wyznaczono wspoétczynniki zmiennosci (RSD) dla obu witamin.

Wstep

Pod okre$leniem witamina A rozumie sie dwie grupy zwiagzkéw: witamina A! (re-
tinol, dawniej zwany akseroftolem), witamina A: (3,4-didehydroretinol; 3-dehydroreti-
nol) wraz z ich biologicznie czynnymi izomerami, pochodnymi aldehydowymi, kwa-
sowymi i estrowymi [11],

Metody biologiczne oznaczania witaminy A polegajg na podawaniu jej prepara-
tow (w postaci prowitamin i witamin) szczurom wykazujagcym wyrazne objawy hipo-
witaminozy. Zaletg tego postepowania jest wszechstronna ocena preparatu, gdyz wyni-
ki zalezg nie tylko od aktywnos$ci sktadnikow preparatu, ale réwniez od ich przyswa-
jalnosci [« ], Metody fizykochemiczne stosowane do oznaczania tej witaminy sg meto-
dami spektrofotometrycznymi, fluorescencyjnymi lub chromatograficznymi. Wsréd
metod opartych na pomiarze natezenia promieniowania, najwigkszg czutos$cig charakte-
ryzuje sie metoda fluorymetryczna (lwb= 480 nm) [s, 10], lecz wymaga ona chroma-
tograficznego oczyszczenia probki w celu usuniecia przede wszystkim barwnikow
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polienowych. Metoda Carr-Price’a oparta jest na reakcji witaminy A i jej estrow
z chlorkiem antymonu(lll) [4,6,10] lub kwasem trichloro- lub trifluorooctowym
[¢,10], w Ktérej nastepuje przesuniecie pasma absorpcji wigzan podwdéjnych, a po-
wstajagcy kompleks ma szybko zanikajgce niebieskie zabarwienie (A = 620 nm). Trzy-
krotnie mniej czutg i wymagajgcg znacznie bardziej czystych roztwordw jest metoda
pomiaru absorbancji prébki alkoholowej (A = 325 nm) [4, 10], Znaczny wzrost czuto-
§ci nastepuje po uprzednim oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej w odwroco-
nym uktadzie faz. Zasada ta jest podstawg analizy chromatograficznej wykorzystujgcej
detektor UV [s, 7],

Nazwa witamina E obejmuje rodzine tokoferoli, czyli metylowanych pochodnych

[11]:

e tokolu (2-metylo-2(4’s ’,12 -trimetylotridecylo)-s -hydroksychromanu),

e tokotrienolu (2-metylo-2(4’,8’,12 -trimetylotridecylo-3’,7’,1 1’-trienylo)-s -
hydroksychromanu).

Metody biologiczne oznaczania witaminy E polegajg na podawaniu samicom
szczuréw, hodowanych na diecie bez tokoferolu, karmy zawierajgcej okreslong ilos¢
tej witaminy. W przypadku gdy dawka jest wieksza od pewnej wartosci progowej,
cigza przebiega i koriczy sie normalnie. Metoda ta jest bardzo specyficzna i wystar-
czajagco doktadna, chociaz bardzo czasochtonna [¢]. Fizykochemicznymi metodami sa:
spektrofotometryczne oznaczanie czerwono zabarwionego kompleksu Fe2+ (powstaja-
cego w reakcji tokoferoli z Fe3H i2,2’-bipirydylu (reakcja Emmerie-Engel) [4, 10],
Stezenie kompleksu jest proporcjonalne do zawartosci tokoferolu. Po zastapieniu bipi-
rydylu batofenantroling (4,7-difenylo-1,10-fenantroling), nastepuje zwiekszenie czuto-
Sci metody [10], Miareczkowanie czystego a-tokoferolu mozna prowadzi¢ uzywajgc
jako titranta alkoholowego roztworu siarczanu(V1) ceru(lV) wobec difenyloaminy jako
wskaznika [¢], Koniec miareczkowania wskazuje pojawienie sie niebieskiego zabar-
wienia. Analiza probek spozywczych musi zostaé poprzedzona rozdzieleniem
a-tokoferolu od innych substancji towarzyszgcych np. za pomocg cieczowej chroma-
tografii kolumnowej, bibutowej lub cienkowarstwowej. Bardzo przydatna jest metoda
HPLC, a rozdzielone zwigzki mozna identyfikowa¢ kolorymetrycznie, spektro-
fluorymetrycznie czy spektrofotometrycznie [4, s ].

Analiza chromatograficzna

Ze wzgledu na wiasciwosci fizykochemiczne witamin A i E mozliwe jest prze-
prowadzenie rownoczesnej analizy obu witamin stosujagc metode HPLC. Poniewaz
witaminy te sg wyjatkowo wrazliwe na dziatanie Swiatta, obecnos$¢ tlenu, temperature
i srodowisko zasadowe, od pierwszego etapu analizy nalezy zwraca¢ szczeg6lng uwage
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na sposob jej prowadzenia, aby nie przyczynié sie do rozktadu substancji oznaczanych
[9, 12].

Poczatkowo, przy uzyciu alkoholowego roztworu wodorotlenku potasu o stezeniu
60-80%, prowadzi sie zmydlanie frakcji ttuszczowej, w ktorej witaminy sg rozpusz-
czone [2,9, 12]. Czesto zalecane jest wykonanie wcze$niejszej ekstrakcji ttuszczu
metodg Soxhleta [s,9, 12]. Nalezy pamieta¢ o dodaniu przeciwutleniaczy, ktorymi
mogga by¢: kwas askorbinowy, pirogallol, hydrochinon, BHT (butylohydroksytoluen).
Zalecane jest przeprowadzanie procesu zmydlania w atmosferze gazu obojetnego
[1, 2, 9, 12], Niektérzy autorzy podajg, ze czas zmydlania powinien wynosi¢ od 20 do
40 minut w temperaturze 70°C [4, 12], a nawet wyzszej. Inni za$ twierdzg, ze warunki
te sg zbyt agresywne i zalecajg zmydlanie w temperaturze pokojowej przez catg dobe
[1, 12].

Po etapie uwolnienia witamin z probki przeprowadza si¢ ich ekstrakcje. Najcze-
Sciej uzywa sie heksanu, chloroformu, eteru etylowego lub nafty. W celu usuniecia
resztek mydet, po zebraniu ekstraktu przemywa sie go woda, do momentu, az woda po
ptukaniu nie bedzie wykazywata odczynu zasadowego (nie zabarwi fenoloftaleiny)
[1,4, 12]. Nastepnie ekstrakt witamin zageszcza sie na wyparce prézniowej. Ostatecz-
nie pozostato$¢ po destylacji rozpuszcza sie w niewielkiej ilosci fazy ruchomej.

Nowoczesne metody przygotowania probki, do ktérych nalezy ekstrakcja do fazy
statej (SPE) pozwalajg na eliminacje procesu zmydlania [2], Dzieki temu mozna ozna-
czy¢ rownoczes$nie wszystkie formy wolnych witamin, w tym takze ich formy estrowe.

Do oznaczenia witamin A i E mogg stuzy¢ zestawy do HPLC, pracujace zar6wno
w normalnym uktadzie faz (NP) lub w odwréconym uktadzie faz (RP) [9, 10, 12], W
tych pierwszych, faze ruchomg stanowi heksan - czesto z dodatkiem chloroformu i
zwigzku bardziej polarnego np. 2-propanolu lub metanolu. Faze ruchomg mogg two-
rzy¢ mieszaniny: heksan :2-propanol (99,5 :0,5) [7, 9], heksan : chloroform (85: 15)
[13]. W przypadku odwrdconego uktadu faz, eluentem moze byé metanol lub jego
mieszanina z wodg, acetonitrylem, kwasem octowym [1, 9, 14]. Do detekcji uzywa sie
najczesciej detektoréw UV-VIS [1,3,7,8,12] oraz spektrofluoroscencyjnych [9], a
dla bardzo niskich stezen - elektochemicznych [z ],

Material i metody badan

Materiatem badawczym byty margaryna Flora wyprodukowana przez Unilever
Polska S.A. oraz kietbasa pasztetowa z Zaktadéw Miesnych ,,IGAR” w Rabce. Za-
wartos¢ analizowanych witamin A i E oznaczono przy uzyciu zestawu do wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej firmy Merck Hitachi w odwréconym uktadzie faz
przy uzyciu kolumny LiChrosfer®100 (250x4,6 nm) z przedkolumng. Detekcje spek-
trofotometryczng do oznaczania witaminy A wykonano przy ditugosci fali A = 325 nm,
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a w przypadku witaminy E - A =290 nm. Jako eluentu uzyto metanolu (czysto$¢ do
HPLC firmy Merck) o szybkosci przeptywu 2 ml/min. Analiza wykonano w tempera-
turze pokojowej. Substancjami uzytymi do wykonania krzywej kalibracyjnej byty czy-
ste chemicznie formy witamin o najwigkszej aktywnosci biologicznej: trans-retinol
(Sigma min. 95%) - wzorzec witaminy A ia-tokoferol (Sigma min. 95%) - wzorzec
witaminy E.

Do analizy iloSciowej zastosowano metode wzorca zewnetrznego, nastrzykujgc
kolejno metanolowe roztwory oznaczanej witaminy w dawkach o rosnacym stezeniu w
zakresie 3,12-5-500,00 pg/cms dla witaminy A. Dla witaminy E zakres stezen wynosit
6,25+1000,00 pg/cm3. Postepowanie takie pozwala wyznaczy¢ funkcyjng zaleznosé
powierzchni pod pikiem chromatograficznym, od stezenia odpowiedniej witaminy w
prébce.

Przygotowanie prébki gotowej do nastrzyku sktadato sie z nastepujgcych etapow:
izolacji witamin w procesie zmydlania, ekstrakcji, zageszczania prébki i odpowiednie-
go rozcienczenia analitu.

Na etapie zmydlania potraktowano prébke alkoholowym roztworem wodorotlen-
ku potasu z dodatkiem hydrochinonu jako przeciwutleniacza, wytrzasano z czestotli-
woscig 150 obr/min w temperaturze 45°C przez 60 min, po czym podniesiono tempe-
rature do 70°C i zmydlano do momentu uzyskania jednorodnej mieszaniny. Po ostu-
dzeniu zmydlonej probki do temperatury pokojowej, prowadzono trzykrotnie ekstrak-
cje mieszaning heksan: chloroform (2:1; v/v). W celu usuniecia mydet, otrzymany
ekstrakt przeptukano 3-4 razy wodg destylowang wytrzgsajac go w rozdzielaczu. Eks-
trakt osuszono z pozostato$ci wody saczac go pod prdéznig przez sgczek Schotta wy-
petniony bezwodnym siarczanem (V1) sodu. Nastepnie odparowano rozpuszczalnik w
rotacyjnej wyparce prozniowej w temperaturze 50°C. Zageszczony ekstrakt witamino-
wy odpowiednio rozcienczono w metanolu i przesgczono przez karbowany sgczek z
bibuty (prod. POCh - o $redniej szybkosci sgczenia) do kolby miarowej. Tak przygo-
towany ekstrakt nastrzykiwano na kolumne.

Wyniki i dyskusja

Sporzadzone krzywe kalibracyjne pozwalajg okresli¢ czasy retencji analizowa-
nych witamin oraz wyznaczy¢ wspotczynniki korelacji liniowej.

Zakres liniowosci krzywych kalibracyjnych (rys. 1) ze wspo6tczynnikami korelacji
R> 0,99 dla witaminy A wynosi 3,12-5-500,00 ug/cm3, a dla witaminy E 6,25-5-1000,00
pg/cm3. Czas retencji wzorca witaminy A wynosi 2,00 min, a witaminy E 5,20 min.
Typowe chromatogramy substancji wzorcowych przedstawiono na rys. 2.
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Rys. 1.

Fig. 1

Rys. 2.
Fig. 2.
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Krzywe kalibracyjne: 1- trans-retinolu (A = 325 nm), 2 - a-tokoferolu (A = 290 nm).
absorbancja jest wyrazona w jednostkach napiecia [mV] sygnaiu analogowego wysytanego na
rejestrator.
Calibration curves: 1- axophterol (A = 325 nm), 2 - a-tocopherol (A =290 nm).
absorbance was expressed as voltage unit [mV] of an analog signal sent to data recorder.

Chromatogramy wzorcéw: 1- trans-retinolu (A = 325 nm), 2 - oc-tokoferolu (A = 290 nm).
HPLC chromatograms of standards: 1- axophterol (A =325 nm), 2- a-tocopherol (A =290
nm).
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Rys. 3. Chromatogram ekstraktu witaminy E z margaryny (A =290 nm): 1- optymalne warunki zmy-
dlania, 2 - nieoptymalne warunki zmydIlania.

Fig. 3.  HPLC chromatogram of vitamin E extract from margarine (A = 290 nm): 1- optimal saponifi-
cation conditions, 2 - unoptimal saponification conditions.

Dostepne metody oznaczania witamin A i E metodg HPLC w uktadzie odwréco-
nych faz podajg czas retencji dla witaminy A w zakresie 0,95-:-5,5 min, natomiast dla
witaminy E - 1,3+19,0 min [1, 9, 10]. Rozpieto$¢ czasow retencji jest dos¢ duza, co
jest szczeg6lnie widoczne w przypadku witaminy E. Fakt ten mozna ttumaczy¢ stoso-
waniem rozmaitych eluentéw, zawierajgcych rézne proporcje wody, metanolu, a nawet
acetonitrylu [1, 3, 7, 8, 9, 13].

Oznaczona zawarto$¢ witaminy A w badanej margarynie wynosita 924 ug/100 g,
w kietbasie pasztetowej 3256 pg/100 g, natomiast zawarto$¢ witaminy E odpowiednio:
31 mg/100 g i 0,24 mg/AOOg. Wyniki zawartosci witamin A i E w margarynie porow-
nano z ilosciami deklarowanymi przez producenta na opakowaniu (tab. 1). Porownano
je takze z wartosciami podanymi w tabelach sktadu i warto$ci odzywczych [5], ktére w
odniesieniu do 100 g margaryny wynoszg: 600 pug witaminy A oraz 31,51 mg witami-
ny E. W tablicach brak jest pozycji "kietbasa pasztetowa". Poniewaz sktada sie ona
gtoéwnie z podrobow i watroby wieprzowej, te ostatnia przedstawiono ponizej; opisana
watroba zawiera $rednio okoto 2931 pg witaminy A (warto$¢ bliska w oznaczonej
prébce) oraz 0,11 mg witaminy E (warto$¢ dwukrotnie nizsza od oznaczonej) [5].
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Na podstawie siedmiu powtdrzen analizy margaryny (od etapu pobrania probki,
do wiasciwego oznaczenia chromatograficznego) oszacowano precyzje metody. Uzy-
skane wyniki pozwolity wyznaczyé¢ odchylenia standardowe s oraz wzgledne odchyle-
nia standardowe (wspotczynniki zmiennosci) RSD. Wyniki zestawiono w tab. 1.

Tabela 1

Deklarowane na opakowaniu i $rednie oznaczone zawarto$ci witamin A i E w margarynie, wraz z odchy-
leniami standardowymi i wspétczynnikami zmiennosci.

Declared at consumer package and mean chromatographically determined contents of vitamins A and E in
margarine, their standard deviations and coefficients of variation.

Substancja Zawartos¢ / Content Odchylenie standardowe Wspo6tczynnik zmiennosci
oznaczana deklarowana oznaczona Standard deviation Coefficient of variation
Component declared determined 9 (RSD) [%]

witamina A

vitamin A 900 924 72,80 7,88

g /1009]

witamina E

vitamin E 26 31 2,35 7,55

[mg/100g]

Podczas analizy chromatograméw zwrdcono uwage na wptyw warunkéw zmy-
dlania, na wyznaczong zawarto$¢ witamin. Obrazuje to rys. 3. Chromatogram 1. (za-
znaczony linig ciggtg) obrazuje analize probki zmydlanej w temperaturze 45°C przez
60 min. Po tym czasie temperature podniesiono do 70°C, a proces zostat zakoriczony
po uzyskaniu jednorodnej mieszaniny. Natomiast chromatogram 2. (zaznaczony linig
przerywang) zostat wykonany dla prébki zmydlanej przez dtuzszy okres czasu (powy-
zej 1,5 godziny), w temperaturze powyzszej 70°C. Czasy retencji dla odpowiadajacych
sobie pikow w obu przypadkach sa takie same, natomiast zmieniajg sie proporcje ich
wielkosci (3,8 : 1w przypadku a-tokoferolu). Sugeruje to powstawanie tych samych
produktéw, lecz w innych proporcjach. W przypadku oznaczania witaminy A prowa-
dzenie analizy w warunkach nieprawidtowych skutkuje zmniejszeniem wielko$ci piku
042%.

Na chromatogramie witaminy E oprécz piku charakterystycznego dla tej witami-
ny (tret = 5,2 min), widoczny jest pik witaminy A (trt= 2 min). Niestety, z powodu
obecnosci wielu innych pikéw o podobnych czasach retencji (t= 1,2 - 2,5 min) nie
mozna okre$li¢ jednoznacznie stezenia retinolu przy tej dtugosci fali (A = 290 nm).
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Adaptowana metoda oznaczania witamin A i E, dzieki dobrej powtarzalnoSci
i doktadnos$ci uzyskanych wynikéw, moze znalez¢ zastosowanie w iloSciowym
oznaczaniu witamin w produktach spozywczych; decydujacy wptyw na powtarzal-
nos$¢ wynikéw ma etap przygotowania probki.

Duzy wptyw na oznaczang zawarto$¢ witamin A i E ma temperatura i dtugos¢
procesu zmydlania prébki.
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DETERMINATION OF VITAMINS A AND E IN SOME FOOD PRODUCTS BY HIGH-
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

Summary

This paper describes the determination of basic forms of vitamins A and E in margarine and liver sau-
sage using reversed phase of HPLC with UV-VIS detection. Special attention was paid on influence of
sample preparation on appointed content of substance (optimization of saponification conditions). Also
statistical data analysis, based on margarine analysis and relative standard deviation (RSD) for both vita-
mins was performed. ||§



