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A zsiroldhat6 vitaminok (A-, D-, E- és K-vitamin) analizise az analitikai kémia
nehéz feladatai kozé tartozik. Az alkalmazott mddszerek harom csoportba sorol-
hatdk: bioldgiai, fizikai és kémiai eljarasokra.

A biolégiai modszerek (1) a legérzékenyebbek és kis vitamintartalmd mintak
elemzésére alkalmazhatok, amelyeknek a vitamintartalma kozvetlenil korrelal az
allatok novekedésével. Sajnos a bioldgiai mddszerek gyenge reprodukélhatdsagot
mutatnak, idGigényesek es nem alkalmasak nagyszamu minta elemzesére.

A fizikai és kémiai modszerek gyorsabbak és reprodukalhatésaguk jobb, mint
a biologiai mdédszereké. Rendszerint kolorimetrias, spektrofotometrias, vagy spektro-
fluorometrias mddszereket (2) alkalmaznak a vitaminok meghatarozasara. A vita-
minokat a zavaré komponensekt§l —els@sorban a zsiroktdl —elszappanositassal
szabaditjak meg, de ez sokszor azért is szilkséges, mert a vitamin kiilonbéz6 savak-
kal észterezett formaban fordul el6. (3,5).

Gyakran alkalmaznak oszlopkromatografias eljarast a zavaré komponensek
és a szappanositast kisér6 bomlastermékek elvalasztasara. Az elszappanositas alatt
és az azt kovetd eljarasok soran a vitaminok kénnyen oxidalédhatnak, ezért fokozott
védelemre van szlkség.

Az elszappanositasi kovet6 oszlopkromatografias tisztitds és ezutan végzett
fotometrias meghatarozas idGigényes eljaras, ezert egyéb modszerek alkalmazasa is
el6térbe keriilt. A K-vitaminok és E-vitaminok elvalasztasara és meghatarozasara
gazkromatografias médszereket is alkalmaztak, de az A-, és D-vitamin h6érzékeny-
sége miatt ezekre ez az Ut nem volt kdzvetlenil é megbizhatoéan jarhato.

A zsiroldhaté vitaminok analitikdjdban az intenziv folyadékkromatografias
madszerek bevezetése jelentds elGrelépest jelentett. Ezek a modszerek nem igényel-
nek nagyobb hémeérsékletet, és a mintael6készités igényik is minimalis S4, 5,6, 7).

Vizsgalataink soran azért alkalmaztuk az elszappanositason alapuld eljarast,
mivel ez ad lehet8séget kapszuldzéssal védett vitaminok kinyerésére, és a kilon-
b6z6 formaban (vitaminalkohol, kiilonféle észterek pl.: acetat, zsirsavészter) jelen-
levd vitamin szarmazékok egyuttes meghatarozasara.

A vitaminok és vitamin szarmazékok elvélasztasiban els6sorban a reverz
fazisokat alkalmazzak, addig a vitamin izomerek elvalasztasdban a szilikagél allo-
fazisok alkalmazésa hozott sikereket. (3, 4, 7, 8).

Detektalasra a zsiroldhatd vitaminok esetében az UV detektorok alkalmasak,
mint ez az 7. tablazatbol jol lathatd, ahol a fontosabb zsiroldhaté vitaminok UV
abszorpcios savjait foglaltuk dssze.
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7. tablazat
Zsiroldhaté vitaminok UV elnyelési savjai

. . Abszorbancia Fajlagos abszorbancia
Vitamin max. nm Absz./cm
325 1750
292 72
244 1150
264,5 458,9

A meghatarozas érzékenysege a leggyengébben abszorbealé E-vitamin esetében
fluoreszcens detektalassal Iényegesen javithat6. Ebben az esetben 292 nm-es ger-
jesztést és 330 nm-es detektalast javasolnak (3).

Kutatasaink sordn A- és E-vitaminnal dusitott premixek és takarmanyok
vizsgalatara dolgoztunk ki intenziv kromatogréafids modszereket. Ezeket a vitami-
nokat gyakran alkalmazzak takarméanyok dusitasara, mivel az allati szervezetnek
a takarmanyok természetes vitamintartalma nem elegendd, vagy mennyisége
bizonytalan. A kiegészités torténhet vitaminokkal, vagy vitaminészter formaban.
Gyakran alkalmaznak zselatinkapszuldba zart stabilizalt vitaminkészitményeket.
Ujabban ciklodextrinekb6l készitett molekularisan ,,kapszulazott” vitaminkészit-
meények alkalmazasardl is beszamoltak.

Anyagok és modszerek

Vizsgalatainkhoz BCR gyartmany( komplett premixeket és daras takarma-
nyokat alkalmaztunk frissen gyartas utan, illetve hosszabb tarolas utan.
i (éAzSAé é75 8E)-vitamint elszappanositasi kovetéen hexanos extrakcioval nyertiik
. (3,9,0,7,

Elszappanositas és extrakcio.

1g premixmintat, vagy 10 g takarmanymintat mértiink visszafoly6 hiit6vel
felszerelt ggmblombikba, majd 0,3 g aszkorbinsavat, 20 cm3desztillalt vizet, 15 cm3
50% (m/m)-os kalium-hidroxid oldatot és 50 cm3etanolt adtunk, majd 60 percig
vizfurdében forraltuk. A leh(itott elegyet redds sz(irGpapiron keresztll valaszto-
tolcsérbe sz(rtiik, a lombikot és a sz(iroket 50 cm3etanollal atdblitettiik és a sz(r-
letet 3X50 cm3hexannal, vagy petroléterrel extrahaltuk. A hexanos fazist Rota-
deszt (KUTESZ) gyartmany rotaciés vakuumbeparlé berendezésben szérazra
paroltuk és 10 cm3etanolban oldottuk.

A-vitamin meghatérozas kortilményei.
Az alkalmazott berendezés.

A vizsgalatokhoz Waters gyartmany, izokratikus felépitésii folyadékkroma-
tografot hasznaltunk, amely a kdvetkez6 egységekbdl allt:

M 6000 A —tipusi nagynyomasu szivattyd és eluenskezel6 rendszer, 400 bar
nyomasig 0,1 —10 cm3min. sebességgel (0,1 cm3min. Iépésekben)

szallithat.

M 6K — Mintabevivé szelep. Mikrofecskendével 1 mm3t61-2 cm3ig
hasznalhato.

M 440 — UV detektor 10 mm3 térfogatd mér6cellaval, a mérési hullam-
Rosszb254—560 nm tartomanyban interferenciaszlrékkel allit-
ato be.

816-4 — KUTESZ %(yértményu kompenzograf.

Az elvalasztd oszlopok Kereskedelmi, illetve sajat toltésli oszlopok voltak.
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2. tablazat

Premixek A- és E-vitamin tartalméanak elvalasztasanal alkalmazott paraméterek

Elvalaszt6 oszlop: » Bondapack 10 C 18 300x4

Eluens: 95% (v/v) metanol vizben

Aramlasi sebesség: 2 cm3min.

Nyomas: 200 bar

Mintamennyiség: 5 /A

Detektor: UV 280 nm

Erzékenység: Az A-vitamin esetén 0,2 N/10 mV
Az E-vitamin esetén 0,05 A/10 mV

A-vitamin meghatarozas koriilményei premixek esetén.

A premixekben alkalmazott A- és E-vitamin koncentraciok esetén az elvalasz-
tas egyszerre azonos korlilmények kozott elvégezhetS, csak érzékenységvaltozta-
tasra van sziikség. Az elvélasztasi kdriilményeket a 2. tablazatban foglaltuk dssze.

A meghatarozadshoz Fluka AG. gyartmany( DL-a-tokoferol és A-vitamin
alkohol bemérésével 5 mg/cm3 A-vitamin és 10 mg/cm3 E-vitamin koncentracioju
t(‘ljrzsoldatot készitettlink etanolban. Az oldat h(it6szekrényben 1 honapig tarthatd
el.

Ebbdl olyan higitast készitettiink, amely 50 pg A- és 200 pg E-vitamint tartal-
mazott emsénként. Ebb6l az oldatbdl 5—25 //1-t vittiink a folyadékkromatografba.
A kalibrécios gorbéket az /., 2. és 3. dbrakon mutatjuk be. A3. dbran a premixbdl
felvett kromatogram lathato.

7. 4bra
Kalibréciés gorbe E-vitamin meghatarozaséhoz
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Mjug A-vitamin 50 mm 0,04 abszorbancia egyseg

2. abra
Kalibraciés gorbe A-vitamin meghatarozasahoz

Specidlis zavard hatast tapasztaltunk EMQ antioxidanst tartalmazé mintak
esetében. Ezeknél az EMQ bomlasterméke kozvetlenil az A-vitamin cslcs el6tt és
utan jelentkezett, es az A-vitamin mennyiségenek ertékelését nagyon megnehezi-
tette. Ezért az ilyen mintakban az A-vitamin meghatarozasat a 3. tablazatban dssze-
foglalt mddositott kérilmények kdzétt hataroztuk meg.

llyen korllmények kozott a zavard hatas nem jelentkezett.

Egyrészt az A-vitaminra az érzékenység kozel kétszeresére nétt és a zavard
komponensekre az érzékenység csokkent, masrészt az elvalasztas a zavar6 kompo-
nensektdl kifogastalanna valt, mint azt a 4. abra mutatja.

A mennyiségi értékelést ugyancsak kalibracios gorbe segitségével végeztilk, az
A-vitamin 50 /ig/cm3 koncentracidju oldatanak 5—25 /d-ének bevitelével vettlink
fel. A kalibraciés gorbét az 5. abran mutatjuk be.

Takarmanyok A- és E-vitamin tartalmanak meghatarozasa

Takarmanyokban az A- és E-vitamin meghatarozasat kilon-kilon végeztik
el, mivel a kisebb koncentracié tartomany miatt a zavaré komponensek mennyisége
Iényegesen megndvekedett. Az A-vitamin meghatarozasahoz az EMQ-tartalmu
ﬁremixekben kifejlesztett modszert alkalmaztuk azzal az eltéréssel, hogy az érzé-

enységet megndveltiik az A-vitamin koncentracié szintnek megfeleloen. (0,05
A/10mV).
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Kromatograf: Waters izokratikus
Oszlop: Porasll ODS 2
Eluens- 90% metanol
v=1cm3/min
P = 56 bar
Detektor: UV 313 nm
Erzékenység: 0,01 A/250 mm
Minta: 1-20 ng A

0,05 A 0,2 A/250 mm

Kromatograf =Waters izokratikus

Oszlop ®j Bondapack Ci8

Eluens 195 % metanol

v=2cm/min A-vitamin
P =105 bar

Detektor *UV 280 nm

Minta; 0,1-1,5pg A’
0,5-5 pg ,E’

E-vitamin

3. 4bra 4. 4bra

A-vitamin meghatadrozas kérilményei EMQ tartalmG premixekben

Elvalaszté oszlop: Partisii 10 ODS 2 (250x4)
Eluens: 90% metanol

Aramlési sebesség: 1 cm3/min.

Minta mennyiség: 5 fii

Detektor: UV 313 nm

Erzékenység: 0,5 A/10 mV

3. tablazat
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4. tablazat
A takarmanyok E-vitamin tartalmanak meghatarozasanal alkalmazott korilmények

Elvélaszté oszlop: Poligosil 5 C8 (150x4)

(Macherey-Nagel gyartmany téltet, sajat toltés széntetraklorid-metanol eleggyel)
Eluens: 85% (v/v) metanol vizben

Aramlasi sebesség: 1 cm3min.

Nyomas: 85 bar

Detektor: UV 280 nm

Erzékenység: 0,005 A/10 mV

Minta mennyiség: 10 /1

h [mml

5. abra
Kalibréciés gérbe A-vitamin meghatarozasahoz 313 nm-en

A mennyiségi értékelést a takarmanyoknal standard hozzaadas modszerével
végeztiik. A minta kromatogram felvétele utan a minta ismert térfogatd mennyi-
ségével egyitt 5 u\ 4 ,ug/cm3 koncentracioju A-vitamin standard oldatot injektal-
tunk, és a kromatogram felvételét megismételtiik. A standard hozzdadas egyertel-
mien azonosithatova tette a kromatogramon az A-vitamin csucsat, és a mennyiségi
értékelést az alabbi dsszefliggés felhasznalasaval végeztik:

c ftl m
v (/1)
az injektalt oldat vitaminkoncentracioja (,ug/cm3),
a vitamin cs(ics magassaga a minta kromatogramjan (mm),
a vitamin cslics magassaga a standard hozzaadasa utan (mm),
a mintahoz adott standard mennyisége (/ug),
a minta térfogata (cm3).

ahol

<3=x°
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Kromatograf:Waters izokratikus

Oszlop- Poligosil C8-5/150

luens' 85 % metanol
v=lcm3min
P=85 bar
etekton UV 280 nm
Erzékenység:0,005 A/250mm
Minta® 0,1-1 >rg E

Ertékelés -Standard hozza-
adds modszerével

6. 4bra

Az E-vitamin meghatarozésa sok problémat okozott, a C 18 oszlopokrdl tul
hosszl retencids idével elualodott, ez az elvalasztas romlasat okozta és igen hosszl
elvalasztasi id6t igényelt. Ezért az elvalasztast Poligosil C8 oszlopon végeztiik.

Az elvalasztasi paramétereket a 4. tablazatban foglaltuk Gssze,

A mennyiségi értékelést standard hozzaadas modszerével végeztik 5 u\ 100
Irg/lcm3 koncentracioju oldat hozzaadasaval. Az ertékelés az A-vitaminnal azonos
modszerrel tortént.

A 6. dbran takarmany mintabdl felvett kromatogramot mutatunk be E-vita-
min meghatarozésara.
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5. tablazat

Antioxidans mentes premixmintakkal végzett kisérletek eredményei
deklaralt értékek: A-vitamin: 71,8 vg/g
E-vitamin: 260 jug/g

. Elszappanositési id6 perc Minta*
Vitamin Minta 50 /ugA
20 40 60 120 180 350 /ig E
1. 39 74 66 49 56 131
. 45 65 52 54 51 78
A figlg 1. 33 59 62 65 55 100
Atlag 39 66 60 56 54 103
Visszanyerési % 86%
1. 285 324 328 365 302 640
1. 301 330 334 324 299 611
E l'glg 1. 296 324 310 292 296 636
Atlag 294 326 324 327 299 629
Visszanyerési % 87%
Di- és monoglicerid > *) _ _ _

** jgen sok
(*) kimutathaté, nyomokban
— nem detektéalhaté

Eredmények és kdvetkeztetések

Premixvizsgélatok eredményei
A premixek esetében harom kérdést vizsgaltunk:

a) Az elszappanositasi id6 hatasanak vizsgalata. Tul rovid elszappanositas
zavaré lipidkomponenseket visz be a rendszerbe, mig tal hosszu elszappano-
sitds a vitamintartalomban veszteséget okozhat.

b) A meghatarozas szérasanak vizsgalata.

¢) Avitamin visszanyerési hatasfokanak vizsgalata.

Az els6 két kérdés vizsgalatahoz 3 -3 premixmintat 20 - 300 perc elszappanosi-
tasi id6 utan a leirt mddszerrel vizsgaltunk meg.

A visszanyerhetdség vizsgalatara az elszapgjanositandc’) mintahoz ismert meny-
nyiségli A- és E-vitamint adtunk standard oldatok felhasznalasaval. Az eredmé-
nyeket az 5. tablézatban foglaltuk dssze.

A mono- és diglicerideket a hexanos extrakt rétegkromatogréafias vizsgélata
alapjan jeloltik be a tblazatba. Az extraktbol 100 //+t Kieselgél G rétegen hexan :
éter = 7:3 eleggyel kifejlesztettiik, jodg6zzel el6hivva ertékeltik.

Az A-vitamin meghatérozés esetén a meghatarozas szorasa +6,3 /zg/g érték
volt 10 szabadsagi fokkal, az E-vitamin meghatarozas szérasa +13 /zg/g érték 10
szabadsagi fokkal. A visszanyerhet6ség 80 és 90% kozotti; ez elsGsorban az elszap-
panositasi kovetd sz(rési és extrakciés miveletek eredménye.
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6. tablazat

Komplett premixminta A- és E-vitamin tartalmanak valtozasa tarolds soran EMQ antioxidans

jelenlétében és tavollétében

Antioxidans nélkiil
Tarolasi id6 hét

A E
0 60 310
8 61 280
12 71 200

2530 figlg EME

A

73

64

74

1

E
225
225

190

7. tdblazat

Az antioxidansmentes és EMQ tartalmd komplett premix-szel készitett takarmany A- és E-vitamin

tartalmanak meghatarozasi eredményei és visszanyerhetdsége

Deklaralt érték: 3,6 ~g/g A és 13 Mglg E]

< A E
Takarmany I'glg I'glg
19 22,8
2,8 23,8
Antioxidans nélkul 1,7 22,9
2,0 26,5
2,1 23,8
Atlag 2,1 24,0

Visszanyerési %

2,4 20,2
. 2,0 18,8
127 flglg EME-t tart. 37 17,3
takarméany 1,9 15,6
3,0 18,1
Atlag 2,6 18,0

Visszanyerési %

Minta+36 ,ugA és +130 figE

A Ilglg

81

89

oo o
oOphwWO O

E fig/g

Az elszappanositas idejét a kisérletek alapjan 60 percre valasztottuk, amely
tokéletes elszappanositési biztositott, de bomlast még nem tapasztaltunk.

A kidolgozott maddszerrel egy antioxidans mentes és egy EMQ-t tartalmazo
komplett premix minta A- és E-vitamin tartalmanak valtozasat kovettik 3 hona-
pos tarolas soran. A kisérlet eredményeit a 6. tblazatban foglatuk dssze és a 8. dbran
a legkisebb szignifikans kiilonbségnek megfelelé tavolsagot is feltintettiik (t s/yn)

A 6. tablazatban dsszefoglalt eredmények alapjan az A-vitamin tartalom a

premixekben 12 hetes tarolas alatt szignifikansan nem valtozott.
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8. tablazat

Takarmanyok A- és E-vitamin tartalmanak valtozasa tarolds soran

Antioxidans nélkul 127 /lglg EMQ-val
Téarolési id6
A llglg E /lglg A llglg 1 E /lglg
0 2,1 24 2,6 18
4 3,2 18 2,7 16
8 2,7 15 18 9
7. dbra

Az E-vitamin tartalom az antioxidanst nem tartalmazé premixben szignifi-
kansan csokkent. A csokkenés 2,6%/hét. Mivel még a 12. héten is jelentds mennyi-
ségli E-vitamin volt jelen, feltetelezheto hogy ez fejtett ki védéhatast az A-vita-
minra, és ennek mennyisége azért nem valtozott, illetve az sem kizart, hogy a
komplett premix készitéshez specidlisan stabilizalt ‘A-vitamin kesznmenyt hasznal-
tak fel. Akidolgozott modszer alkalmas a premixek hatéanyagtartalmanak, illetve
a hatéanyagtartalom valtozasanak meghatarozasara.
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Takarmanyok vizsgélatanak eredményei

Vizsgalataink kiterjedtek a meghatarozas pontossaganak, valamint a vissza-
nyerhet6segnek a meghatarozasara. Itt mar a premixeknél megfelel6nek talalt
elszappanositasi id6vel dolgoztunk.

A vizsgalati eredményeinket a 7. tablazatban foglaltuk Gssze.
Az A-vitamin meghatarozas szorasa = 0,6 pg/g szab. fok 16.
Az E-vitamin meghatarozas szorasa = 1,6 pg/g szab. fok 16.
| IAkvisszanyerhetc’iséget a premixmintanal megfigyelt értéknek megfelel6en
talaltuk.

A kidolgozott modszerrel vizsgaltuk a takarmanyok A- és E-vitamin tartalma-
nak tarolas alatti viselkedését (Lasd 8. tablazat és 7. dbra). Az A-vitamin tartalom-
ban a komplett premixmintdkhoz hasonl6an szignifikans valtozas nem kévetkezett
be, azonban az E-vitamin tartalom csokkenése mindkét takarmanyban szignifikéans.
A valtozas linearis modellel kdzelitve az alabbi egyenletekkel irhatd le:

Antioxidans mentes takarmany:

C=24-1,2t r=09%
EMQ tartalmu takarmany:
C=18-1,01 ' r=09%

C= atakarmén%/ E-vitamintartalma /xg/g
t = tarolési id6 hét

Az antioxidanst tartalmazé takarméanyban a csokkenés 20%-kal kisebb, mint az
antioxidanst nem tartalmazé takarmanyban.

A Kkidolgozott médszer tehat alkalmas a takarmanyok hatéanyag-tartalmanak
meghatarozasara, illetve a valtozasok kinetikus kdvetésére.
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OMNPEAENEHUE XWUPOPACTBOPUMbBIX BUTAMWH C NMOMOLLBIO
MHTEHCUBHOW XXNAKOCTHOW XPOMATOIPA®NA
I. ONPEAENEHNE A U E BUTAMWH

®. Epum n A. A6poxam —Ca6o

ABTOpbI aanTUPOBa/IN OMUCAaHHBLIA B NIMTEPATYPE METOZ XKWUAKOCTHON XpoMma-
Torpadum Ans onpefeneHus BuTamMuH A n E

ABTOpbl NPOBENW fanbHelllee YCOBEPLUEHCTBOBaHME MeToda M paspaboTanu
ero AnA OTAeNeHns, NPOBOAMMOrO M3 XXMBOTHOTO KOpMa U 13 NMpeMu1KCOB.

Mocne ombineHWs MPo6, NMPUMEHSN OTAeNeHUe B PEBEPCHOW HEMOABYKHONM
(hase C nocnesyowmM yi LeTeKTUPOBAHUEM.

WccnenoBa OMblIEHME U MeLLatoLLee AeliCTBME HEKOTOPbIX aHTUMOKCWAAHTOB.
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DETERMINATION OF LIPOSOLUBLE VITAMINS BY
INTENSIVE LIQUID CHROMATOGRAPHY
|. DETERMINATION OF VITAMIN A AND VITAMIN E

F. Orsi and A. Abraliam —Szah6

The liquid chromatographic method described in literature has been adapted
by the authors for the determination of vitamin A and vitamin E. On a further
development of the method a procedure has been evolved for the separation of
these vitamins from premixes and fodders. Subsequent to the saponification of the
samples a separation carried out in a reversed stable phase and detection by UV
were applied. The interfering effect of the saponification and of some antioxidants
were investigated.

BESTIMMUNG VON FETTLOSLICHEN VITAMINEN MITTELS
INTENSIVER FLUSSIGKEITSCHROMATOGRAPHIE
I. BESTIMMUNG VON VITAMIN A UND VITAMIN E

F. Orsi und A. Abraham - Szabo

Die in der Literatur beschriebene Methode der Flissigkeitschromatographie
wurde von den Autoren zur Bestimmung von Vitamin A und Vitamin E ange-
wendet. Durch eine weitere Entwicklung der Methode erhielt man ein Verfahren
zur Trennung dieser Vitamine von Premixen und Futtermitteln. Nach der Ver-
seifung der Muster wurde eine Abtrannung auf einer verkehrten stabilen Phase
mittels UV-Nachweis angewendet. Die stérende Wirkung der Verseifung und
einiger Antioxydationsmittel wurde untersucht.

LE DOSAGE DES VITAMINES SOLOUBLES EN MATIERE GRASSE PAR
LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE LIQUIDE
I. LE DOSAGE DE LATENEUR EN VITAMINES AET E

F. Orsi et A. Abraham - Szabo

Les auteurs ont adapté une méthode de Chromatographie en phase liquide
rapportée dans la bibliographie pour la détermination les vitamines Aet E.

Il ont développé cette méthode pour faire propre & la séparation des vitamines
dans les fourrages.

Ils ont employé une UV-détection aprés la saponification et la séparation en
phase stationnaire inverse.

_ La saponification et Faction troublante de certains antioxidants ont été analy-

sées.
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