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A legtdbb vitamin kémiai Osszetételénél fogva fénnyel, oxigénnel és hével
szemben érzékeny anyag. Az élelmiszerekben el6fordul6 egyéb anyagok mennyisé-
gével dsszehasonlitva a vitaminkoncentracio igen alacsonynak mondhat6. Ezért
természetes, hogy a meghatarozasi modszerek sokszor bonyolultak és nem a leg-
pontosabbak. A tobb mint 10%-os eltérések igen gyakoriak a klasszikus kémiai és
mikrobiol6giai vitaminanalitikdban. Egy kézelmultban lezart Bxvitamin korvizs-
gélatnal, amelyben 10 laboratérium vett részt, akapott eredmények 15%-0s szorast
mutattak annak ellenére, hogy a mintak egynemdisitettek voltak, az alkalmazott
tiokrommodszer pedig DIN szabvanyban mar kordbban régzitett eljards. igy nem
véletlen, hogy jelenleg még alig van nemzetkdzileg is elismert vitaminanalitikai
standard modszer annak ellenére, hogy az élelmiszerek mindsitése ésa nemzetkdzi
élelmiszerkereskedelem ezt mar hosszabb id6 6ta igényli.

A nagynyomasu folyadékkromatogarfia (HPLC) fejl6dése, az érzékeny UV és
leginkébb a fluoreszcencias detektorok hasznélata az utébbi években lehetéveé tette
szadmos U] vitaminanalitikai modszer kidolgozaséat. Ezek az eddig hasznalt klasszi-
kus modszereknél gyorsabbak és pontosabbak. Tapasztalataink szerint a HPLC
alkalmazasa a vitaminpreparatumok analizisénél nagyon j6l bevalt, az élelmiszerek
vitamintartalmanak meghatarozasara azonban koézvetleniil nem minden esetben
adaptalhatd. A tulajdonképpeni HPLC-inéréshez a vitaminokat az élelmiszerekbdl
ki kell vonni, a koncentracié novelése érdekében pedig tovabbi extrahalasra, vala-
mint disitasra van szikség. Ezek a kovetkez6 tényez6kt6l fuggnek:

— a vitamin fajtajatél,

— az élelmiszer tipusatol,

— a vitamin mennyiségétdl és

— a vélasztott detektaladsi modszertdl.

A vitaminok érzékenysége, bomlékonysaga folytan az alkalmazott analitikai
miveleteket megfeleld koriltekintéssel kell végezni, sziikség estén fény és oxidald
hatast anyagok kizardsaval. Az analizisnek sok esetben el6feltétele, hogy a termé-
szetben el6forduld vitaminszarmazék afeltaras alatt felszabaduljon, igya legtobb
élelmiszerben a B1, B2és B6vitaminok egyrésze foszfathoz kotdtt forméban van
jelen, feltarasuk ezért enzimes hidrolizis nélkil nem teljes. Az utobbi években a
vitaminok meghatarozasara rendkiviil sok HPLC-mo&dszert dolgoztak ki és kozoltek
a nemzetkdzi szakirodalomban. Ebben a dolgozatban ezek kozll csak azokrol a
maodszerekrél szamolunk be, amelyek az élelmiszerek rutin vizsgalatanal a Szdvet-

ségi Taplalkozastudoméanyi Kutatéintézet laboratériumaban a gyakorlatban is
bevaltak.

1 Az Elelmiszer-minéségellenérzés V1. Tudoméanyos Konferenciajan Zalaegerszegen, 1985. okt6-
ber 22-én elhangzott el6adas alapjan.
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A-vitamin meghatarozasa

Az eredetileg az A-vitaminnal dusitott tapszerek vizsgalatara kidolgozott
mddszer azon alapszik, hogy az észter formaban kotdtt A-vitamint alkoholos kali-
umhidroxiddal felszabaditjuk, majd n-hexannal vagy petroléterrel extrahaljuk.
Az extraktum beparlasa utan a maradékot a HPLC eluensben feloldjuk és megfelel
koncentraciéra higitjuk.

Az A-vitamin meghatarozasa HPLC segitségével éleimiszerekben a kovetkez§
lépésekben végezhetd el:

I. Mintael6készités

1. Elszappanositas

2. Extrakcio

3. Beparlas

4. Mintaoldat elkészitése

11 HPLC mérési korilmények

Készulék: Waters M 590
Oszlop: Anyag: rozsdamentes acél
Hossza: 15 cm
Bels6 atméréje: 4 mm
Toltet: Sperisorb ODS 5 /un
Eluens: metanol —viz (98:2)
Aramlasi sebesség: 1,5 cm3min (all transz- és 13-cisz A-vitamin-alkohol)
Injektalt mintaoldat térfogat: 2-50 u\
(50-300 ng A-vitamin-alkohol)
Detektor: UV-fotométer 325 nm vagy
fluorométer gerjesztési hulldmhossz: 325 nm
emisszios hullamhossz: 470 nm

111 Kiértékelés
HP integratorral a gorbe alatti terilet alapjan
Kilsé standard modszer

A mddszer alkalmazhatésagat A-vitamin-palmitattal, illetve -acetéattal dusi-
tott zabpehelyen, tejporon, valamint egyéb élelmiszereken mint pl. sertésmajon,
tojason, tejen és margarinon prébaltuk ki.

A modszer reprodukalhatosagéat egy korvizsgalat keretében vizsgaltak meg,
amelyben 13 laboratérium —koztik a Szovetségi Taplalkozastudomanyi Kutaté-
intézet laboratériuma - vett részt. Az eredmények statisztikai értékelése azt mu-
tatta, hogy a modszer jol reprodukalhato és kelléen megbizhat6. Ezért a modszer
bekerilt az NSZK Elelmiszervizsgéalati Modszerkényvébe (1).

A mobdszer mind a természetben el6fordulé, mind pedig az élelmiszerekhez
dusitas céljabol hozzaadott A-vitamin mennyiségének meghatarozasara alkalmas.

B,-vitamIn (tiamin) meghatarozasa

A tiamint az élelmiszerekbdl savas (0,2n H2504) és enzimes hidrolizissel szaba-
ditjuk fel. Az oldhatatlan részek lesziirése utan a tiamint ligos oldatban kalium-
hexacianoferrat (ll11-)al tiokrémmaé oxidaljuk. Ez utébbit izo-butanollal a vizes
oldatbdl extrahaljuk. Az extraktumot Lichrosorb RP 8 oszlopon kromatografaljuk
és az elvalasztott tiokromot fluorometriAsan meghatarozzuk.

A tiamin (B,-vitamin) meghatarozasa HPLC segitségével élelmiszerekben a
kovetkez6 lépésekben végezhett el:
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I. Minta-el6készités
1 Homogenizéalas, konzervéalas
2. Savas feltaras (0,2 n H204, 15 min, 120 °C)
3. Enzimatikus hidrolizis (15 6ra 37 °C)
4. Tiokrém reakcié

Il.  HPLC mérési korilmények

Készulék: Perklin Elmer LC 601
Oszlopok: Anyaga: Rozsdamentes acél

Hossza: 8, ill. 25 cm
Bels6 atméréje: 4,6 mm
Toltet: Lichrosorb RP 8 10 /un

Eluens: metanol —acetonitril —SO-butanol (80:10:10)
Aramlési sebesség: 2 cm3min

Retencios id6: 2,25 min

Injektalt mintaoldat térfogata: 50 /A (1 —10 ng tiaminklorid)
Detektor: Spektrofluorométer (Kontrom SMF 23)

Gerjesztési hullamhossz: 425 nm
Emissziés hullamhossz: 370 nm

I11.  Kiértékelés

HP integratorral a gbrbe alatti terllet alapjan
Kils6é standard modszer

Az ismertetett médszert eddig 60 kiillonb6z6 élelmiszer Blvitamintartalmanak
meghatarozasanal prébaltuk ki (1. tAblazat). Az analitikai eredmények j6! reprodu-
kalhaték. A mintdkhoz adott tiamin 94-105%-ban volt kimutathat6. A legkisebb
meghatarozhaté mennyiség 5 /<g tiamin 100 g élelmiszerben. A kidolgozott vizs-
galati médszer aranylag egyszeri és megbizhaté. Egy munkaeré naponta —ameny-
nyiben a mintdk mar enzimesen hidrolizalva vannak - 12—20 vizsgélatot tud
elvégezni. A HPLC oszlop t6bb mint 3000 vizsgalathoz hasznéalhato fel.

B2vitamin (riboflavin) meghatarozasa

A riboflavint élelmiszerekbdl a tiaminéhoz hasonlé médon szabaditjuk fel.
A hidrolizis utan a lesz(irt oldatot kdzvetleniil a HPLC oszlopra adjuk és az elucié
utan fluorometriasan meghatarozzuk.

A riboflavin (B2vitamin) meghatarozasa HPLC segitségével élelmiszerekben
a kovetkezd 1épésekben végezhet6 el:

1 Minta-el6készités
1 Homogenizalas, konzervalas

2. Savas feltaras (0,2 n H2504, 15 min, 120 °C)
3. Enzimatikus hidrolizis (15 éra, 37 °C)

Il. HPLC mérési korilmények

Készilék: Perklin-Elmer LC 601
Oszlopok: Anyaga: Rozsdamentes acél
Hossza: 8, ill. 25 cm
Bels6 atméréje: 4,6 mm
Toltet: Lichrosorb NH210 /un
Eluens: metanol-Na-acetat puffer pH = 4,5 (50:50)
Aramlasi sebesség: 2 cm3min
Retencios id6: 2,3 min
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Hozzatett
) . tiamin
Elelmiszer l«/»00 ¢
minta
Nyers karfiol
30
F6tt burgonyagombdc
60
Burgonyapliré
30
S burgonya
(mél%l%tt) 50
Nyers sertéshis
600
Liofillzalt sertéshis
1490
3040

1Rettenmaier szerint (5)
x = szamtani kozépérték; s = szoras; v

HPLC-médszer

Tiamintartalom

/«/100 g
minta
n X S
6 49 2
6 94 2
4 85 4
4 146 4
3 58 1
3 87 3
1 45
1 97 -
6 807 56
6 1410 112
10 2720 190
7 4260 213
7 5580 167

= relativ széras (%)

w o, NS

w N

©~

W~

Visszanyerési
arany

98

102

97

104

101

103
94

%

g

Bx-vitamin (tiamin) kimutatasa élelmiszerekben HPLC-analizissel

Hagyomanyos

Tiamintartalom

/«/100
minta

47
88

55
82

800
1382

2850
4570
5170

g

o

B~ w

65
75

342
686
1240

7. tdblazat

modszerl

Visszanyerési

arany

V X s

9

5 91 5

5

4 90 5

8

5 97 3
12
15 115 —
24 76 —_—



Injektalt mintaoldat térfogata: 50 /zg(2-10ng riboflavin)
Detektors: Spektrofluorométer (Kontrom SMF 23)
Gerjesztési hullamhossz: 467 nm
Emissziés hullamhossz: 525 nm

1. Kiértékelés

HP integratorral a gorbe alatti teriilet alapjan
Kilsé standard médszer

A moédszert a legkulénbdz6bb élelmiszerek vitamintartalmanak meghataroza-
séra alkalmaztuk (2. tAblazat). A kimutatas als6 hatara 5 "ig riboflavin 100 g élelmi-
szerben. Vizsgalataink bizonyitottdk, hogy a HPLC-vel torténé riboflavin-megha-
tarozas a klasszikus humiflavin médszernél joval egyszeriibb és pontosabb. Egy
munkaerd naponta kb. 20 vizsgéalatot tud elvégezni. Automatikus mintafelad6
hasznélataval ez a szdm akar a tobbszdérosére is névelhetd.

B6vitamin meghatarozasa

A Bevitamin hatasu vegyiletek a piridoxin (PN), piridoxamin (PM), piridoxal
(PL) és ezek foszforsav észterei az élelmiszerekbél 0,2 n kénsavas hidrolizissel tar-
hatok fel. A lesz(irt extrakcids oldat kézvetlenil a Spherisorb ODS oszlopra adhatd
és 0,08 n kénsavas eluenessel a piridoxamin, a piridoxin és a piridoxal egymastdl
elvalaszthaté. A koncentracio fluoreszcencias detektorral mérhetd.

A Bevitamin meghatarozasa HPLC segitségével éleimiszerekben a kévetkez6
|épésekben végezhetd el:

I. Minta-el6készités
1 Homogenizalas, konzervalas

2. Savas feltaras
3. Ultrasz(rés

11 HPLC mérési korilmények

Készilék: Waters M 590 (WISP 710 B)
Oszlopok: Anyaga: Rozsadinentes acél
Hossza: El6oszlop 10 cm, f6oszlop 25 cm
Belsd atmérd: 4 mm
Toltet: Spherisorb ODS (Phase Sep England) 10 /im
Eluens: 1.0,08n H2S0411. Metanol—Viz (95:5) mosdoldat
Aramlasi sebesség: I. 2 cm3min Il.: 3 cm3min
Retenciés id6k: Piridoxamin: 1,9 min
Piridoxal: 5,8 min
Piridoxin: 8 min
Injektalt mintaoldat térfogata: 50 u\ ultrasz(rt oldat
(2-20 ng piridoxamin, piridoxal vagy piridoxin)
Detektor: Fluorométer gerjesztési hullamhossz: 290 nm
emissziés hullamhossz: 395 nm

1. Kiértékelés

HP integratorral a gorbe alatti tertilet alapjan
Kils6 standard moédszer

A hat kilénbdz8 Bevitamin derivat kromatogrammjab6ol — amint azt az 1.
abra is szemlélteti, j6| lathatd, hogy az el6z6ekben ismertetett HPLC kdriilmények
k6zott a szabad piridoxamin és a piridoxin retenciés ideje azonos a foszforsav ész-
tereivel. A piridoxal és a piridoxalfoszfat azonban kilénb6zé kromatogréfiai tulaj-
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Habra B6 - vitaminscarmacékok krornatogrammja.

donsagot mutat. A BGvitamin derivatumok fluoreszcencias aktivitasa eltér, igy a
kvantitativ meghatéarozas alapfeltétele a kiilonbdz8 szarmazékok kvalitativ elva-
lasztésa.

A legtobb élelmiszerben el6fordul6é egyéb anyag, mint pl. a purin- és pirimidin-
bazisok ilyen feltételek mellett szintén fluoreszkalnak és a kromatorgéfias oszloprol
vizes eluenssel csak lassan moshaték le. Az analizisidd lerdviditése céljabol ezért
ajanlatos az oszlop alkoholos moséasa, igy egy minta analizise kb. 30 percet vesz

3. tablazat
B6-vitamin kimutatadsa élelmiszerekben HPLC-analizissel
B6-vitamin a)
. . Visszanyerési aran
Elelmiszer n //g/100 g minta 1882 (gi) b)l Y
X s X S

Marhahuds 3 248 10 100 2
Sertéshdus. 5 570 13 99 6
Tojas 4 85 9 - _
Burgonya . 7 79 10 100 5
Zo6ldborso (gyorsfagyasztott) 4 293 38 100 -
Fejes salata .......cccocevivnnnne 3 57 3 101 5
Blzaliszt...ccovviiiiicicnne 3 244 15 98 3
Tejbedara (gyermekétel) . 3 824 25 118 5
Csokoladémassza........c.c......... 4 4009 162 100c) 3

a) PiridoxamlIn (PM), pirldoxal (PL) és plridoxin (PN) 0sszege piridoxinra szamitva
b) 15—100 /jg PM, PL és PN /100 g minta a feltaras el6tt hozzaadva
c) Hozzaadott piridoxin az el6allité adata alapjan
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B2-vitamin (riboflavin) kimutatadsa élelmiszerekben HPLC-analizissel

Hozzatett
- . riboflavin
Elelmiszer /'g/100 g
minta
Nyers karfiol
30
Burgonyaptré —
ismeretlen
70
Fott rizs
20
F6tt burgonya
30
Nyers sertéshus
200
Teljes ki6rlésl lisztbdl
készilt kenyér 200

1 Lumiflavin-médszer

w w ww

(6214,

w w

Riboflavin-tartalom

HPLC-moédszer

Visszanyerés!

/lg/100 g arany
minta
X S \ X S
86 5 6
117 6 5 103 _
71 3 4 - —
451 8 2 — -
140 5 4 99 3
17 1 6
37 3 8 100 R
28 1 4
57 2 4 97 R
250 4 2
446 4 1 98 2
293 5 2
489 3 1 98 1

X = szamtani kozépérték; s = szords; v = relativ szoras (%)

Hagyomanyos

Riboflavintartalom

/<g/100 g

minta

237
427

276

moédszerl

N

N
WA N

N

2. tablazat

Visszanyerés!

arany
%
X s
97 4
B 6



igénybe. A mddszert eddig szamos élelmiszer Bevitamintartalmanak meghataro-
zasara eredményesen alkalmaztuk (3. tAblazat). Az élelmiszerekhez adott vitamint
94-t61 102%-ban sikeriilt a mintakban kimutatni. A kvalitativ analizis alsé kimu-
tatasi hatara PM esetén 5 /rg; PL, ill. PN esetén 10 //g/100 g élelmiszerben. A klasz-
szikus mikrobiol6giai modszernél a HPLC-vel térténé Bevitamin- meghatarozas
jéval pontosabb és reprodukéalhatésaga is jobb. Az oszlop kb. 1000 vizsgalathoz
hasznalhat6 fel.

Az el6z6ekben vazolt mddszereket a szakirodalom részletesen ismerteti (2,3).
Kilénésen ajanlhat6é egy, a kdzelmultban megjelent vitaminanalitikai médszereket
tartalmazé angol nyelvd konyv (4), melyben a HPLC-mo&dszerek el6keld helyet
kaptak.

Osszefoglalva megallapithato, hogy a vitaminok analizise HPLC segitségével
az utébbi id6ben széles korben elterjedt. A HPLC-maédszer legfontosabb el6nyeiként
'a gyorsasag, a j6 reprodukéalhatdésag sorolhaté fel. Hatranynak a berendezések ma-
gas ara tekintendd, de ez megfelel6 kihasznaltsaggal kompenzalhato.
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ELELMISZEREK VITAMINTARTALMANAK MEGHATAROZASA NAGY-
NYOMASU FOLYADEKKROMATOGRAFIAVAL (HPLC)

Bognar Antal és Molnar Pal

A szerz6k bemutatjdk az élelmiszerekben levé és hozzaadott vitaminok meg-
hatarozaséara kidolgozott, illetve adaptalt HPLC-analizis fontosabb médszereit. A
vizsgéalt mintdkban a FIPLC-mddszerrel és valamelyik elfogadott hagyomanyos
eljardssal mért természetes és hozzaadott A, B1( B2és Be vitamintartalmat tabla-
zatosan hasonlitottak dssze. A HPLC-mddszer elénye a gyorsasag, a j6 reprodukal-
hatosag és az automatizalhatosag, ami kiléndsen a sorozatvizsgalatokhoz sziik-
séges.

DETERMINATION OF VITAMIN CONTENT OF FOOD BY HIGH PRESSURE
LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

A. Bognar and P. Molnar

The important elaborated and adopted HPLC methods for determination of
vitamins either present in foods or added to them are discussed by the authors.
Natural or added A, Bt, B, and B6vitamin contents of the examined samples mea-
sured by a conventional and an HPLC method are compared in tables. The advan-
tages of the HPLC method are quickness, good reproducibility and easy auto-
matization, which are highly important especially in routine examinations.



OMPEAENEHWNE COAEPXAHVNA BUTAMWH C NOMOLbLIO
XNOKOCTHOWN XPOMATOIPA®UNI BbICOKOIO AABNEHWA (HPLC)

A. BborHap u . MonHap

ABTOpbI MO3HAKOMWAM C Haubonee BaxXHbIMW ycnoBusiMu aHanusa HPLC,
paspaboTarroro Ans8 OnpefeneHns CcoaepXxaHus Haxogsawumxcs B NpodyKTax
1 [Jo6aBMeHHbIX K NpoAyKTaM BUTaMuH. ABTopamu, B Tab/imuHoi chopme, npuseseHo
CcpaBHeHVe konuyecTB BuTamuH A, b,, B2 BB, cogepxalmxcs B aHanu3npyembix
npo6ax NpoAyKkToB 1 f06aBNEHHXbI K HUM, KOTOpble Oblan onpefeneHbl TpaguLmoH-
HbIM MeTogom u metogom HPLC.

MpenmyuwiectBo Metoga HPLC 3aknoyaeTca B ObICTPOTE M XOpOLUel BOCMPO-
M3BOAMMOCTH, a TeKXe B BO3MOXHOCTM aBTOMaTu3auuu UCMNbITaHWIA, 4YTO SIBAsieTCA
Heob6X0AUMbIM NS MPOBEAEHUSI CEPUMHBIX UCTbITAHWIA.

BESTIMMUNG DES VITAMINGEHALTES IN LEBENSMITTELN MIT DER
HOCHDRUCK-FLUSSIGKEITS-CHROMATOGRAPH IE (HPLC)

Bognar, A. und P. Molnar

Verfasser geben die wichtigsten Bedingungen der fur die Bestimmung von in
Lebensmitteln vorhandenen und zugesetzten Vitaminen ausgearbeiteten bzw.
adaptierten HPLC-Analysen-methode. Der Gehalt an Vitaminen A, B, B2und Bfi
in den mittels HPLC- und eines traditionellen Verfahrens untersuchten Proben
wurde tabellarisch verglichen. Vorteile der HPLC-Methode sind die Schnelligkeit,
gute Reproduzier- und Automatisierbarkeit, die insbesondere fur Serienunter-
suchungen notwendig sind.
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