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Az egészséges, kiegyenlitett taplalkozas szempontjabdl igen fontos a
megfeleld vitamin- és dsvanyianyag-bevitel. A zsirban old6dé vitaminok
kozott az A-vitaminnak a latasban van fontos szerepe, tovabba a fehérje
glikozildlas, a glikoprotein képzés koenzimje (Salgd, 2001). Az E-
vitamin a tobbszOrdsen telitetlen zsirsavakat és membranlipideket védi
az oxidaciotol, tovabba gyulladasgatld hatdssal bir. Ma azonban nem
csupan természetes vitaminforrasokbdl fedezziik ezen sziikségleteinket,
hanem étrendkiegészitk szedésével, vitaminokkal dusitott élelmiszerek
fogyasztasaval. Megoszlanak a vélemények ez utobbiak
sziikségességérdl, illetve a célcsoportok megoszlasarol, am éppen a
zsiroldhat6é vitaminok esetleges tuladagoldsa miatt fontos, hogy
pontosan tudjuk mérni, ellendrizni a kiilonb0zd élelmiszermatrixok
vitamintartalmat.

A zsirban old6d¢6 vitaminok vizsgalata Osszetett feladat. Ha zsirban
gazdag mintaval (étolaj, margarin) dolgozunk, a kromatografias
modszertdl fliggden tobb megoldas lehetséges. NP-HPLC (normél fazisa
nagy hatékonysagi  folyadékkromatografia) esetében  apoldros
oldoszerben felvett mintankat kozvetlenil injektalhatjuk a késziilékbe.
Ennek a médszernek két hiatranya van:

e A minta nem koncentrdlhaté az extraktum magas lipidtartalma
miatt, igy kimutatasi hatar alatt maradhat a keresett vitamin.

e Olyan laborban, ahol egy késziiléken tobb moddszer fut, gyakran
forditott fazist oszlopot alkalmaznak. A fazisvaltds idd&igényes,
tovabba gondosan at kell mosni a csOveket.

Ehhez viszonyitva egyszertibb, ha a valtdst két RP-HPLC (forditott
fazisu nagy hatékonysagu folyadékkromatografia) eluens kozott végezziik.

A szakirodalomban tOobb mintamatrix folyadékkromatografias
vizsgalatara is rendelkezésre dllnak elszappanositasos €s elszappanositas
nélkiilli mddszerek. A jelenlegi szabvidnyok (MSZ EN 12823:1) és a
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(MSZ EN 12822:2000) (tovabbiakban: ,szabvany”) matrixtdl fiiggéen
alkalmaznak elszappanositast és elszappanositas mentes eljarasokat. Ez
utébbiak a nagy zsirtartalmd mintdk zsirban old6dé vitaminjainak
extrakcidjaban nem kivitelezhetd8k, hiszen az RP-HPLC olddszerek (pl.
metanol, acetonitril) e mintdk felvételére nem alkalmasak. Szdmos
kozlemény az elszappanositds hatranyairol tesz emlitést, és RP-HPLC-re
is alkalmazhat6 alternativ megoldasokat keres (Pl. Gimeno, E., 2000;
Xu, Z., 2008).

A tapasztalatok szerint az elszappanositds lehetévé teszi a
mintamatrix fellazitasat, segitve ezzel a vitaminok kinyerését. Tovabba a
mintdkban tobbféle észterként (pl. acetdt, palmitat) fordulnak el a
zsirban o0ld6éd6 vitaminok, amelyek kiillonb6zé retencids iddével
rendelkeznek. Az elszappanositds révén szabad formaban nyerhetjiik ki
G6ket, aminek koszonhetden a meghatirozas kevesebb standard mintat
igényel. A kivitelezés meghatarozé tényezdit (pl. hdmérséklet,
elszappanositasi idG, antioxidans természete) a szabvany azonban tag
tartomanyban rogziti ajanlas nélkiil, ezért a kisérleti munka célja tobbek
kozott az emlitett tényez8k optimum-keresése volt.

Az A- és az E-vitamin elszappanositasos mintaelGkészitésének
visszanyerését az  elszappanositdsi id&tartam és  hémérséklet
valtoztatasaval optimaltuk kétszintes, kétfaktoros kisérleti terv szerint.
Figyeltiik tovabba az antioxiddns hatdsat is. Az el6készitett mintaoldatot
forditott fazisa folyadékkromatografidval vizsgiltuk: az A-vitamint
(csupa-transz retinol) margarin, az E-vitamint (a-retinol) étolaj
matrixban hataroztuk meg.

Anyagok

A mintael6készitéshez analitikai illetve HPLC tisztasaga reagenseket
valasztottunk. A kalibraci6hoz a Sigma-Aldrich gyartotta A- és E-
vitamin standardok keriiltek alkalmazéisra, melyek tisztasagat

ps

rendszeresen ellendriztiik a vonatkoz6 szabvanyok eldirdsa alapjan.

Mintaelokészités

Mérési pontonként két parhuzamos mintat készitettiink eld a
kovetkez8képpen:
e Vénusz étolajbol 5-9 g-ot mértiink be egy 250 ml-es gdmblombikba;

s

¢ 300 mg aszkorbinsavat adtunk a mintdhoz (f6z6poharba bemérve);
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hozzaadtunk 15 ml 50 %-os KOH-t, amivel bemostuk az
aszkorbinsavat;

az adott hdmérsékleti ponton megfeleld elszappanositasi id6é mellett
visszafolyo hiit6 alatt szappanositottuk;

50 ml EtOH-lal utdnadblitettiik a mintat egy 250 ml-es razotolcsérbe;

hozzaadtunk 120 ml vizet az emulzié megsziintetéséhez, majd 3 x50
ml hexannal extrahaltuk;

haromszor vizzel mostuk az egyesitett hexanos fazist;

rotacids beparlon 50 °C-on €s 260 mbar-on beparoltuk;

a beparolt mintidt 10 ml metanolban vettiik fel;

a vizes fazist a maradék aszkorbinsav meghatarozasdhoz megdriztiik;

a legnagyobb A-, E-vitamin tartalmat mutaté6 el6készitési
paraméterek mellett (82 °C, 15 perc) készitettiik egy addicionalt
mintat a varhatd E-vitaminnal 6sszemérhetd mennyiségd A, D, E-
vitamin standard keverékkel (1 ml mennyiségt 0,5 mg/ml keverék).

Margarin el6készitésénél a bemért mintamennyiség 3-4 g volt.

Az elszappanositas sikerességét az olaj-, illetve zsircseppek elttinése

alapjan allapitottuk meg. A szemrevételezést elszappanositds utin
rogton  lehttott néhany minta hexdnos extraktumanak VRK-
vizsgalataval hitelesitettiik.

Nagyhatékonysagua folyadékkromatografia

Valamennyi meghatarozidshoz forditott fazisu kromatogréafia kerilt

alkalmazasra a kovetkezd anyagokkal és késziilékkel:

Agilent 1100 Series, degasser pumpéaval, Chemstation szoftver

oszlop: Zorbax Eclipse XDB-C18 kolonna, 150x4,6 mm, 5 um
szemcseméret

eluens: izokratikusan 95:5 metanol:viz
eluens dramlasi sebesség: 1 ml/min

detektor: sorba kotott diddasoros detektor (DAD) és fluoreszcencids
detektor (FLD)

A vitaminok detektalasahoz az irodalmi hullamhosszakat vettik

figyelembe a 1. tablazat szerint. A meghatarozashoz a DAD jelét vettiik
figyelembe.
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1. tablazat: Egyes vitaminok retencios ideje és

detektalasi hullamhossza

Vitamin DAD regisztralt FLD regisztralt Ret. id6
hullimhossz [nm] | hullimhossz* [nm] [min]

A-vitamin 325 ex=325, em=450 4

E-vitamin _ _

(Leenheet, 2000) 293 ex=295, em=390 20

*Mivel az FLD-detektor monokromatikus, ezért hullimhossz-valtast
alkalmaztunk. Az A-vitamin hulldmhosszdn mértink vele 5. percig,
utana valtottunk 4t az E-vitaminéra. A 25. percben — 5 perccel a minta
mérésének vége eldtt — visszadllitottuk a detektdlast az A-vitaminéra. A
detektorjel stabilizacigja a valtds utdn kb. 5 percet vett igénybe a
késziiléken.

A kisérlet menete

Az elszappanositias paramétereinek optimalizalasa étolaj matrixra
Vénusz étolaj minta felhasznalasaval

Az elszappanositas kitermelését a kovetkezG tényezGk fiiggvényében
vizsgaltuk:

e HOmérséklet: A nagyobb hdémérséklet noveli az atészterezés
reakciosebességét, amely szobahdmérsékleten 16 6ra (MSZ EN
12823-1), mig 70-100 °C-on 20-60 perc alatt végbemegy. Figyelembe
vettiik, hogy a magasabb hdmérsékleten nagyobb az esélye a keresett

sz 2z

e Elszappanositas ideje: Ez a tényez6 a hdémérséklettel all
Osszefliggésben, = magasabb  hdmérséklet esetén  rovidebb

elszappanositasi idé elegendd a reakcié6 végbemeneteléhez. A
kisérlet tervezése soran azonban fiiggetlen faktornak tekintettiik.

e Antioxidans tipusa: Ezt az el6bbi két faktortol fiiggetlennek
tekintettiik; igy idémegtakaritds végett azok optimuménak
kozelében vizsgaltuk.

A mintdk elszappanositadsi idejének kezdetét a mintatartd
gomblombiknak a beallitott hdmérsékletli vizfiirdére helyezése, végét
pedig a lombik gyors levétele és hitésének megkezdése jelentette. A
hémérsékleti faktor esetében a szabvany el6irdsdnak megfeleld

2 2

szélsGértékeket valasztottuk felsd, illetve alsd szintnek. Az id6tényezd
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esetében a szabvanyban elGirt iddintervallum szélsé értékeihez 5 percet
adva hatdroztuk meg a kisérleti tervek alsé és fels6 szintjeit, mivel a
melegités Iényegesen lassabb volt, mint a lehttés.

Elso szakasz

a) Els6foku kisérleti terv szerinti vizsgdlatot végeztiik, mely adekvat volt
a statisztikai ellendrzés szerint. A faktorok szintjeit a 2. tablazat
szemlélteti. Mig a szabvany szerint latszélag szabadon kombinalhaté
a két faktor szélséértéke, étolaj esetében 60 °C-on 20 perc helyett
csak 35 perces vizfiird6 mellett ment végbe teljes biztonsaggal az
elszappanositas.

2. tablazat: Etolaj elszappanositis — elséfoku kisérleti terv

Faktor 1d6 [min] Hoémérséklet [°C]
Also faktorszint 35 60
Fels6 faktorszint 65 82
Ko6z€psd faktorszint 50 71

b) A 3. tablazat szerinti mérési pontok az optimum felé haladas mellett
az E-vitamin tartalomnak az id§ fliggvényében torténd izotermaés
abrazolasat szolgaljak.

3. tablazat: Kiegészité mérések

1d6 [min] Hémérséklet [°C]
50 60
25 80
35 80
50 80
65 80
25 82
35 82
50 82

Az optimumot kezdetben 25 percnél, forraspont mellett allapitottuk
meg, melynek meghatdrozoé tényezdje az elszappanositds biztonsaga volt.
A késébbiekben, a mintabemérést 6-7 g-ra csokkentve taldltuk meg a
végleges optimumot.

Madsodik szakasz:

Mivel étolaj matrix vizsgalatainkat a margarin matrix kozbevetett
elemzése hosszabb idére megszakitotta, a tarolasi E-vitamin veszteség
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kovetésére a kordbbiakban optimélisnak taldlt ponton referenciamérést
végeztiink. Az étolaj tovabbiakban mért E-vitamin koncentracioit e
referencia értékhez viszonyitottuk. Az igy feldllitott h6mérséklet és id6
optimum koriilményei kozott addicios moddszerrel meghataroztuk a
valddi koncentracidéhoz viszonyitott szazalékos visszanyerést.

4. tablazat: A masodik szakasz mérési pontjai

1d6 [min] Hdémérséklet [°C]
25 min (referenciamérés) 82
20 min 82
15 min 82

Aszkorbinsav  helyett  butil-hidroxitoluol ~(BHT) antioxidans
alkalmazasaval végeztiik el az elGkészitést egy ismert mérési ponton.

Elszappanositasi paraméterek optimalizalasa margarin matrixra
Delma Joghurt margarinon

A Delma Joghurt margarin vizsgalata sordn — az étolajnal pontosabb
statisztikai értékeléshez - kétfaktoros, kétszintes Kkisérleti tervet
alkalmaztuk.

Az A-vitamin palmitdt észter formdjaban van jelen a Delma
margarinokban, amit az elszappanositds révén alkoholos forméjaban
kaptuk vissza, ezaltal retinol standard mintat alkalmaztuk a HPLC-
vizsgalathoz.

5. tablazat: Delma margarin elszappanositas masodfoku kisérleti terve

hémérséklet [°C] id6 [min]
Also szint 60 25
Felsd szint 82 50
Kozéppont 71 35

Az étolaj mintajara az optimadlis tartomdany felé haladva a tovéabbi
kisérleteket fix hdomérsékleten (elegy forraspontja) végeztik a 6.
tablazat szerint:

6. tablazat: Margarin eldkészités tovabbi mérési pontjai

T [°C] t [min]
82 20
82 18
82 15
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Eredmények

A 2 faktoros kétszintes Kisérleti terv eredményeinek értékelése és
abrazolasa a Statistica 7.0 programmal

Linearis modellilesztést végeztink a mintaszdm csOkkentése
érdekében. Az értékelés szerint a linedris modell adekvatnak bizonyult.
Az eredményeket grafikusan dbrazoltuk:

Fitted Surface; VVanable: E-vitamin [mg/100 g]
2**(2-0) design; MS Pure Error=25,09635

DV: E-vitamin [mg/100 g]
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1. abra: Az étolaj E-vitamin tartalmanak térbeli abrija
A

(linearis modell)
statisztikai értékelés szerint az étolajndl mért E-vitamin
visszanyerés optimuma a forrdspont mentén az elszappanositasi idé
csokkentésével érhetd el.
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Az elsofoku kisérleti terv bovitése az E-vitamin koncentracio-ido-

hémérséklet diagramon torténé abrazolasahoz
Eredménytabldzat:

7. tablazat: Az étolaj E-vitamin tartalma a vizsgalt mérési pontokon

T t, Vénusz étolaj o
°C] [min] E-vitamin tartalma Relativ szoras %
[mg/100g]

60 35 53,75 2,6
60 50 47,94 19,4
60 65 50,20 15,3
71 50 55,51 0,6
80 25 55,58 1,3
80 35 51,54 13,5
80 50 49,31 0,9
80 65 45,64 5,7
82 25 57,30 1,1
82 35 54,02 0,6
82 65 48,47 4

(2 parhuzamos mérés, igy a szOrasok tajékoztatd értékek)

Az étolajmintak E-vitamintartalmat grafikusan 4brazoltuk a 7.
tablazat alapjan a 2. dbran.
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2. abra: A Vénusz étolaj mért E-vitamin tartalmanak idofiiggése
izotermanként (1. szakasz)
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A 60 °C-os izoterma minimumponttal rendelkezd gorbéje a mérési
pontok jelentds ingadozdsdbol fakad, melynek oka a termosztalas
bizonytalansaga volt. Mivel a mért E-vitamin értékek szignifikdnsan
alacsonyabbak az optimalis izotermaénal, tovabba az elszappanositashoz
is hosszu i1d6 sziikséges, ezért a 60 °C-os elszappanositast nem célszerd
alkalmazni. Legstabilabbnak a forrasponton (82 °C-on) felvett mérési

pontok  bizonyultak, feltehetéen a  forrasponti

termosztalas
stabilitasanak koszonhetden.

8. tablazat: Szazalékos E-vitamin visszanyerés
étolajra az optimum koézelében

T t A Vénusz étolaj E-vitamin ‘o . .
°C] | [min] n tartalma [mg/100g] Széras | Visszanyerés
82 15 5 50,3 2,7% 102,7%
82 20 2 479 5,2% 97,8%
82 25 2 46,1 11,0% 94,2%
1 04,0%w

102,0%

%
©
o
S
58

|

15
20

25

ts; [min]

3. abra: E-vitamin visszanyerés, T=82 °C (fp.)

A Vénusz étolaj el6készitésekor az optimalis E-vitamin visszanyerés
az eredeti kétszintes kétfaktoros kisérleti terv eredményeinek
megfelelden az elszappanositasi elegy forraspontjanal és a zsirtartalom

teljes elszappanositasahoz sziikséges idGtartam mellett érhetd el. Az
antioxidans hatdsat a 4. abra mutatja.
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60

E-vitamin konc. [mg/100 g]

0,5

o]
= ~

BHT-bemérés [g]

aszkorbinsav

4. abra: 82°C/25 min

A harom BHT-beméréshez tartoz6 E-vitamin tartalom atlaga:
45,8 mg/100 g = 2,61%, amely az azonos korilmények kozott kapott
aszkorbinsavas atlag 80%-a. A pirogallollal nem késziilt dsszehasonlito
vizsgalat.

A-vitamin Delma Joghurt margarinban

Az A- és E-vitamin meghatdrozdsdhoz kezdetben egy 2 faktoros
kétszintes kisérleti tervvel végeztiik, majd annak megfelel6en haladtunk
a tovabbi iranyokban.

Az els6foku terv modellje adekvatnak bizonyult, azonban egy
pontosabb modell 1étrehozdsdhoz a meglévs elséfoku eredményeinket
kiegészitettitk masodfoku tervvé, amelyet a 9. tdblazat mutat.

A statisztikai értékelés alapjdn kapott diagram szerint a forraspont
melletti rovidilé idé mentén érhet6 el az A-vitamin visszanyerési
optimuma.

A 82°C/15 min pont eredményei tdjékoztatd jellegliek, ugyanis ezen
idGtartamhoz tartozd elszappanositds sordn egyes parhuzamosokban
zsircseppek maradtak.

Ennek értelmében a forrasponton torténd 18 perces elszappanositési
id6 adja a Delma Joghurt margarin esetében az optimalis visszanyerést.
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9. tablazat: Margarin masodfoku terv szerinti
elszappanositasanak mérési eredményei

Sorszdam | T [°C] t [min] |A-vitamin| Sorszdm | T [°C] t [min] |A-vitamin
1/1 60 25 0,71 2/5 71 35 0,74
2/1 60 25 0,75 1/6 71 50 0,67

i 60 35 0,78 2/6 71 50 0,69
2/2 60 35 0,35 1/7 82 25 0,80
1/3 60 50 0,69 2/7 82 25 0,85
2/3 60 50 0,74 1/8 82 35 0,73

Ya 71 25 0,69 2/8 82 35 0,74
2/4 71 25 0,63 1/9 82 50 0,68
1/5 71 35 0,65 2/9 82 50 0,76

w\m\ \}\N‘E’:\ﬁ\'ﬂ

Fitted Surface; Variable: A-vitamin [mg/100g]
2 3-evel factors, 1 Blocks, 18 Runs: MS Pure Error=,0114625
DV: A-vitamin [mg/100g]

5. abra: Delma Joghurt margarin A-vitamin tartalmanak
térbeli abraja
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10. tablazat: Margarin A és E-vitamin elszappanositasos
meghatiarozasara kapott gradiens menti eredmények

T t A-vitamin tartalom A-vitamin A-vitamin
[°C] [min] n [mg/100 g] rel. szOras visszanyerés
82 15 2 0,94 6,7% 85,5%
82 18 5 0,97 3,4% 88,7%
82 25 3 0,86 9,0% 78,9%
Kovetkeztetések

A szabvany kiegészithetd ajanlott elszappanositdsi értékekkel. Az
elszappanositdsos mintaelGkészités sebessége és visszanyerése egyarant
forrasponti hdémérséklet €és a homogén emulzi6 reprodukdlhaté
1étrejottéhez sziikséges idGtartam esetében érhetd el. A forrasponton
torténd melegitésnél egyszeriibb a hdémérsékletszabalyozds mas
izotermdkhoz képest, ugyanis mindodssze a reakcioelegy
felmelegitésének és lehtitésének reprodukalhatosagara kell tigyelni. A
stabil hdomérséklet miatt a legnagyobb pontossag a forrdsponti
hémérséklet mellett érhetd el.

Természetesen alkalmazhaté mas hémérséklet és idS is, ebben az
esetben az el8készités pontos reprodukcidjara (x1 °C és =1 min) kell
tgyelni, tovabba célszeri standard addicios méréssel visszanyerési
vizsgalatot végezni a pontossag novelése végett.
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Az A- és E-vitaminok szabvany szerinti HPLC-
meghatarozasi modszerének feliilvizsgalata

Osszefoglalas

A zsirban o0ld6d6 vitaminoknak zsiros élelmiszermintaban torténd
meghatarozasanal a forditott fazisat HPLC meghatarozashoz sziikség van
az elszappanositdsos mddszerekre, amennyiben zsirban old6d6é mintat
kivanunk extrahdlni. Ezeknél a mddszereknél azonban nincs egyértelmi
megéallapodds a technoldgiai paraméterekrél még a szabvanyokban sem.
Ezért munkdnk sordn a modszer visszanyerését ¢és gyorsasagat
optimaltuk kétszintes kétfaktoros kisérleti terv szerint, ahol az
elszappanositasi hdmérsékletnek és idének a moddszer visszanyerésére
gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. Megéallapitottuk, hogy a legmagasabb
hémérsékletd, lehetd  legrovidebb  ideji  elszappanositds a
leghatékonyabb. Végiil 0Osszehasonlitottuk a butilhidroxitoluol és
aszkorbinsav  antioxidans altal elérhetd visszanyerést, aminek

eredményeképpen az utdbbi antioxidanst érdemes alkalmazni.

Review of the HPLC Determination Method for the
Vitamin A and E according to the Standard

Abstract

For determination of fat soluble vitamins in fatty foods by reversed
phase HPLC, the sample can only be extracted by saponification. By
these methods, there is not any compromise concerning the
preparation’s parameters, e.g. temperature, time and antioxydant type.
Thus in this experimentation we have optimized the yield by
experimentation plan of two levels and two factors: temperature and
time. We observed that the shortest time and highest temperature are
the most efficient. Finally, we compared the yield by two different
antioxydants, like butylated hydroxytoluene and ascorbic acid. These

last gave significantly better yield, thus it is recommended to be used.
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