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Celem¢wiczenia jest oznaczenie zawadbwitaminy E w oleju rélinnym metod
dodatku wzorca z wykorzystaniem zestawu HPLC. Pémgksperymentu zostat
zaadaptowany z publikacji Ryynanen al, A small-scale sample preparation method with

HPLC analysis for determination of tocopherols @odotrienols in cereals2004.

Uwaga:

Szklo laboratoryjng(pipety, cylindry, lejki) eywane jedynie do czystych lotnych rozpuszczalnde@anicznych
po wysuszeniu jest nadal czyste. Szklo laboratengywane do prébki naly po zakéczeniu analiz dokfadnie
umy¢ w roztworze detergentu, doktadnie wyplkiikavysuszy. Prosz podpisywa szkto laboratoryjne pisakiem
do szkia, aby zapobiec ewentualnym pomytkom. Niezynauszy rozdzielacza w suszarce — wystarczy

pozostawt otwarty na statywie, aby wysecht w temp. pokojowej

Bloczek grzejnynalezy wczéniej (na pocztku wykonywanig@wiczenia) ustawd oraz ustabilizowétemperatug

95 - 100 °C (ustawienie pakta na regulatorze mocy pogaizy 3 a 4).

W czasie zmydlania i innych etapéw izolagfaminy E nalezy chroni problke przed dziataniendwiatta i tlenu.
Naczynia nalgy ostania folig aluminiowy, jesli to mcliwe, czynnéci wykonywa bez dostpu swiatta.
Zmydlanie wykonywaw atmosferze gazu olgtijego, np. azotu.

1. Zmydlanie oleju

Zwazy¢ zakecane szklane naczynko (lub prébé@wkzklarm z naketka plastikows) o
objetosci 10 ml z doktadngcia do 0,1 mg. Wprowadzido naczynka okoto 10 - 40 mg
badanego oleju za pomppipety Pasteura uvajgc, aby probka znalaztagsiv dolnej czsci
prébéwki. W zadnym wypadku nie nmima zostawd probki oleju nasciankach prébdéwki
powyzej 1/5 wysokéci probéwki, poniewa nie ulegnie zmydlaniu. Pobramproblke nalery
zwazy¢ z doktadnécig do 0,1 mg i zanotowamasg probki.

Do naczynka doda0,03 g kwasu askorbinowego, 1,5 mL etanolu i Ol5wody a
nastpnie zawarté¢ wymiesza przy wyciu Vortexu (1 min, pokitto ustawione na okoto 3,5-
4). Przedmucha probowle azotem i doda 0,2 mL roztworu KOH za pomacpipety
automatycznegppendorf

Roztwor naley ogrzewa w bloczku grzejnym w temperaturze 95 - 100 °C yggi25
min. Po 10 minutach ogrzewania zawé&étawvymieszé przy wyciu Vortexu (1 min; pokjtio
ustawione na okoto 3,5-4iwaga nalery zatazy¢ okulary ochronne) i wstawiponownie do
bloczka grzejnego. Po zaktzeniu reakcji zmydlania prébkalezy ochtodzé.



2. Ekstrakcja

Do probki doda 0,8 mL wody i 0,8 mL etanolu. Ekstrahoévavitaminge E trzykrotnie za
pomog mieszaniny heksan-octan etylu (8:2) (po 3,5 nfhzy etanolowo-wodnej, aywajac
pipety do ostrenego pobrania warstwy heksanowej (gormpej)doktadnym rozdzieleniu s¢
warstw. Ekstrakog prowadzé w tym samym naczynku szklanym, w ktérym prowadzono
zmydlanie. Nalgy pobr& jedynie warstw gorrg, nie naruszag warstwy dolnej. Zebrane
ekstrakty organiczne pgizy¢ w rozdzielaczu, doda5 mL heksanu i trzykrotnie przery
wodg (po 10 mL). Ekstrakt organiczny naleprzeaczy¢ przez gczek (zawierajcy okoto 1
lyzeczki do herbaty bezwodnego siarczanu(VIl) sodu)pdeednio do kolbki do
odparowywacza z dnem konicznym. Przénsiczek dodatkow porcg 5 mL heksanu.
Ekstrakt odparowado sucha za pomeavyparki obrotowej w temp. nie przekracgagj 35
°C i natychmiast zdjg¢ kolbke z wyparki. Witamina E jest nieodporna na dziatanweatta i
tlenu, dlatego nie wolno nadmiernie diugo pozostgwodbki w kolbce bez rozpuszczalnika.
Do kolbki dod& 2 mL metanolu i ewentualnie przefiltroevprzez filtr membranowy 0,45 pm

(wedtug wskazowek prowagzego).

3. Analiza chromatograficzna HPLC
Nalezy wykona nastpujace analizy chromatograficzne:

1. analiz roztworu wzorca witaminy E o gteniu ¢ = 0,2 mg/ml w celu oznaczenia
czasu retencji,

2. analizy probki zmydlonego oleju.

Analiza probki zmydlonego oleju me by wykonana metogd dodatku wzorca dwoma
nastpujacymi sposobami:

» Ekstrakt rozpuszczony w 2 mL metanolu podziek 2 rowne probkiprébka 1—- bez
dodatku wzorcaprobka 2— z dodatkiem wzorca). Do probki 2 déd20 ul roztworu
witaminy E o s¢zeniu 2,2 mg/ml. Obie probki podél&rzykrotnej analizie HPLC.

» Ekstrakt rozpuszczony w 2 mL metanolu padtiaykrotnie analizie HPLCpfobka 1
— bez dodatku wzorca). Porowinaynik z wynikiem analizy HPLC roztworu wzorca
witaminy E o sgzeniu ¢ = 0,2 mg/ml i ok&di¢ objetos¢ roztworu wzorca witaminy E
0 stzeniu 2,2 mg/ml, ktgr nalezy dod& do prébki oleju, aby osgna¢ maksymalnie
dwukrotny wzrost wysoka@i piku chromatograficznego witaminy E. Ngwstie do

prébki dodé& okrelong objetos¢ roztworu witaminy E o skeniu 2,2 mg/ml,



wymiesz& i podda& probke ponownej trzykrotnej analizie HPLOQprObka 2 — z
dodatkiem wzorca).

Uwaga: w obu przypadkach nale wzié pod uwag zmiany ohjtosci roztworow przy

analizie iloiciowej metod dodatku wzorca.

Warunki pracy chromatografu cieczowego HPLC:
* kolumna HPLC RP-18,
* elucja izokratyczna, faza ruchoma metanol 100%,
* przeptyw fazy ruchomej 0,6 ml/min,
» detektor spektrofotometryczny UV/Vis,
o dlugas¢ fali A =292 nm, ABS 0,002.

5. Opracowanie wynikéw analiz

Po wykonaniu analiz natg:

1. zidentyfikowa witaming E w badanej prébce,

2. okreli¢ zawartd¢ witaminy E w przeliczeniu na masleju metod dodatku wzorca,
Prawidiowo wykonane sprawozdanie powinno zawigretry dokumentagj analizy

jakosciowej oraz ilgciowej (naley zabczy¢ uzyskane chromatogramy wraz z odpowiednim

opisem, nalgy poda i poréwna czasy retencji wzorcow i analitéw).

Zagadnienia do przygotowania:

1. Chromatografia cieczowa HPLC — teoria procesormatograficznego, spgz analiza ildciowa i jakd@ciowa.
2. Witaminy — definicja, wyspowanie, budowa, nomenklatura.

3. Analiza witamin.

4. Reakcje hydrolizy i zmydlania tluszczy.

5. Procedura analizy witaminy E w olejuslinnym.
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Potrzebne szkio i odczynniki:

roztwér KOH w wodzie (przygotowany poprzez
rozpuszczenie 50 g KOH w 100 mL wody),
roztwor heksan - octan etylu (8:2) (100 mL),
heksan destylowany (50 mL),

etanol (50 mL),

bezwodny siarczan sodu,

pipeta Pasteura,

pompka do pipet,

1 naczynko szklane o obj. 10 ml z ngtka,

cylinder o obj. 10 mL,

zlewka o obj. 50 mL — 3 szt.,

pipeta o obj. 5 ml (Grednicy zew. mniejszej hi

srednica wew. naczynka szklanego) — 2 szt.,

metanol do mycia strzykawki chromatograficznej (@3,

strzykawka chromatograficzna 100

roztwér wzorca witaminy E w metanolu ¢ = 0,2 mg/ml,

roztwér wzorca witaminy E w metanolu ¢ = 2,2 mg/ml,

pipeta o obj. 1 ml (Grednicy zew. mniejszej ai
srednica wew. naczynka szklanego) — 3 szt.,
rozdzielacz o obj. 50 lub 100 mL,

statyw pasujcy do rozdzielacza,

kolbka z dnem konicznym o obj. 50 ml z korkiem,
reduktor do odparowywacza pagey do kolbki,
sredni lejek pasury do kolbki,

sgczki pasujce do lejka,

pisak do szkia,

tyzka metalowa,

topatka dentystyczna,



