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SAZETAK

Vitamini su esencijalni spojevi u ljudskom organizmu te ih je potrebno unositi
hranom cijeloga zivota. Vitamini topivi u mastima ukljucuju vitamin E o kojem ¢e ovdje

biti vise rijeci.

Vitamin E je vitamin koji ima ulogu biokatalizatora i antioksidansa u ljudskom
organizmu. Vitamin E se ubraja u skupinu spojeva koji se nazivaju tokoferoli. Na
tokoferole se mogu vezati razlicite skupine te ovisno $to je vezano na molekulu tokoferola
razlikuju se spojevi tokoferoli i tokotrienoli. Najpoznatiji i najraSireniji oblik skupine

tokoferola je a-tokoferol.

Odredivanje vitamina E odnosno a-tokoferola moze se izvrSiti raznim metodama.
Metode koje se u danasnje vrijeme Koriste najéeSce se ubrajaju u skupinu kromatografskih
metoda, gdje se posebno isti¢e tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC).
Osim kromatografskih metoda, za odredivanje vitamina E vaZan je postupak ekstrakcije,
razne kolorimetrijske metode, spektrofotometrija, radioimunolosko odredivanje,
elektroforeza te razne detekcije uzoraka pomocu UV-detekcije ili detekcije

fluorescencijom.

Sve metode koje sluze za odredivanje vitamina E u uzorcima, teze imati Sto vise

kvaliteta 1 biti Sto produktivnije u odnosu na dotada poznate metode.

Kljuéne rijeci: vitamin E, a-tokoferol, kromatografske metode, HPLC



ABSTRACT

Vitamins are essential compounds in the human organism and it is necessary to get
vitamins from food throughout the whole life. Vitamins soluble in oil include vitamin E,
which we are going to talk about more.

Vitamin E is a vitamin that has the role of a biocatalyzator and antioxidant in the
human body. It belongs to a group called tocopherols. Different groups can be bound to
tocopherols and depending on what is bound to them, tocopherols have two forms:
tocopherols and tocotrienols. The best known and the most widespread form of group of
tocopherols is a-tocopherol.

Determination of vitamin E, i.e. a-tocopherols can be done through various
methods. Methods used nowadays mostly belong to chromatography methods, particularly
the high-performance liquid chromatography (HPLC). In addition to chromatography
methods, the extraction process, colorimetric methods, spectrophotometric methods,
electrophoresis, radioimmunoassay determination and different sample detection methods
using UV-detection and fluorescence detection are important for determination of vitamin
E.

All methods used to the determine vitamin E in samples aim to have better quality

and be more productive compared to already known methods.

Keywords: vitamin E, a-tocopherol, chromatography, HPLC
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1. UVOD

Vitamini su kemijski spojevi vrlo korisni i potrebni ljudskom organizmu. Za
normalan rad i funkciju organizma potrebne su male koli¢ine vitamina, no manjak ovih

spojeva moze biti popra¢en odredenim posljedicama [1].

Vitamini se dijele u dvije skupine, vitamine koji su topivi u mastima i vitamine Kkoji
su topivi u vodi. Vitamin E ubraja se u skupinu vitamina topivih u mastima te ¢e ova
skupina biti bolje objasnjena. Ovi spojevi imaju raznoliku ulogu u ljudskom organizmu,

pomazu kod obavljanja razli¢itih funkcija [1].

1920. godine, znanstvenici su otkrili vitamin E. Otkrili su ga u istrazivanjima sa

Stakorima, gdje je utjecao na njihovu plodnost [1].

Vitamin E ¢ine dvije skupine spojeva, koje se nazivaju tokoferoli i tokotrienoli. U
prirodi postoje Cetiri spoja tokoferola i Cetiri spoja tokotrienola koji imaju biolosku
aktivnost vitamina E, a to su: a-tokoferol, p-tokoferol, y-tokoferol i d-tokoferol te a-

tokotrienol, B-tokotrienol, y-tokotrienol i d-tokotrienol [2].

Cilj ovog rada je, prikazati s kojim se sve metodama moze odrediti vitamin E.
Odredivanje a-tokoferola tj. vitamina E moZe se provesti raznim metodama. Metode koje
se najvise koriste su kromatografske metode. Ove metode zasnivaju se na odvajanju tvari
pomoc¢u mobilne i stacionarne faze. Stacionarna faza je nepokretna faza kroz koju ide
mobilna odnosno pokretna faza. Ovisno o kojoj je kromatografskoj metodi rije¢, mobilne i
stacionarne faze se razlikuju. Najcesce koristena kromatografska metoda je tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC). Osim HPLC-a od kromatografskih metoda
koriste se jo§ plinsko-teku¢inska kromatografija, visokodjelotvorna razdjelna
kromatografija, visokodjelotvorna adsorpcijska kromatografija, visokodjelotvorna
kromatografija ionske izmjene, visokodjelotvorna kromatografija na gelu, kromatografija

sa superkriti¢nim teku¢inama 1 tankoslojna kromatogrfija.

Svaka od ovih metoda biti ¢e bolje pojasnjena u radu. Osim kromatografskih
metoda, objasnit ¢e se 1 ostale metode, pomocu kojih se moze odrediti vitamin E, kao §to
su: ekstrakcija (pomocu ekstrakcije vitamin E se ne moze direktno odrediti, ve¢ se

ekstrakcijom on odijeli te se potom moze odrediti) te kolorimetrijsko odredivanje [1, 3].



2. VITAMINI
Vitamini su skupina organskih molekula koje ljudski organizam ne moze

sintetizirati te ih unosi hranom i nemaju isti kemijski sastav. Njihova prisutnost u hrani nije
velika, ali je dostatna za potrebe organizma [4, 5]. Imaju razli¢ite nazive, a naziv im je
najées$ée povezan s na¢inom na koji djeluju ili s njihovim kemijskim sastavom. Vitamini
imaju razli¢ita svojstva, a jedno od njih je i svojstvo bioloskih katalizatora, odnosno tvari
koje ubrzavaju kemijske reakcije. Hranom se unose najvecée koli¢ine vitamina i to u obliku
provitamina, spojeva koji su preteCe vitamina, a oni se onda daljnjim procesima u
organizmu prevode u same vitamine. U organizmu se takoder nalaze i vitameri, Spojevi
koji imaju vitaminsko djelovanje te mogu nadomjestiti nedostatak vitamina. Covjekov
organizam ne proizvodi vitamine, te su oni za njega esencijalni, 0odnosno nuzno su potrebni
za ¢ovjekov normalni rast i razvoj te se svakodnevnom prehranom moraju uzimati, kako ne

bi doslo do komplikacija ili bolesti radi njihovog nedostatka [1].

2.1. KEMIJSKI SASTAV | ULOGA VITAMINA

1911. godine poljski biokemicar Funk uveo je rije¢ vitamin. Funk je u svojim
istrazivanjima, rije¢ vitamin koristio za antiberiberi faktore. Nazivao ih je vitamini jer su
bili nuzni za zivot, a sama rije¢ vitamin proizlazi od latinske rijeci vita (zivot). Budué¢i da u
svojoj strukturi antiberiberi faktori imaju amino skupinu, spojio je rije¢i vita i amin te je na
taj nacin uveo rije¢ vitamin. Znanstvenici su vitamine podijeliti u dvije skupine s obzirom

na topljivost, pa tako postoje vitamini topljivi u vodi i vitamini topljivi u mastima [1].

Vitamini koji se ubrajaju u skupinu vitamina topljivih u mastima, derivati su
izoprenoidnih polimera kao $to su vitamini A, E i K ili su derivati sterola, a to je vitamin
D. Njihova aktivnost najbolje se uocava poticanjem propusnosti ili kod prijenosa kroz
membranu stanice te njihovim redukcijsko-oksidacijskim djelovanjem (vitamini D, E i K).
Vitamini mogu utjecati na aktivnost enzima, mogu povecavati njihovu aktivnost te tada
imaju ulogu aktivatora (vitamini A, D i K) ili mogu smanjivati njihovu aktivnost te tada
imaju ulogu inhibitora (vitamin D) [1]. Vitamini topivi u mastima najce$¢e se mogu
prona¢i u hrani kao §to su: jaja, razni mlijeCni proizvodi i jetra [5]. Drugu skupinu
vitamina, vitamine topive u vodi ¢ine vitamini skupine B i askorbinska kiselina (vitamin
C). Vitamini skupine B su: riboflavini, tiamin, cijanokobalamin, piridoksin, nikotinska

kiselina, nikotinamid i1 pantotenska kiselina te folna kiselina i biotin. Za razliku od



vitamina topivih u mastima, vitamini topivi u vodi derivati su ugljikohidrata (vitamin C),
piridina, purina i pirimidina (B1, B2, Be, nikotinska kiselina, folna kiselina), kompleksi —
porfirin nukleotidi (vitamin B12) i aminokiseline [1]. Voce, povrée i meso hrana su koja

sadrzava najvecu koli¢inu vitamina topivih u vodi [5].

Uloge vitamina topivih u vodi su mnogobrojne, sluze kod aktivacije enzima,
pomazu kod djelovanja koenzima, imaju redukcijsko-oksidacijsko djelovanje, vrlo su
korisni kod sinteze nukleinskih kiselina, a neki od vitamina mogu pomo¢i kod rada i

funkcije mitohondrija [1].

Kod odredivanja strukture vitamina ili kod njihove sinteze koriste se spojevi koji su
strukturno vrlo sli¢ni vitaminima, ali nemaju vitaminsko djelovanje. Antivitamini su
spojevi koji imaju djelovanje suprotno djelovanju vitamina. Neki od takvih spojeva su 4-
hidroksikumarin koji ima djelovanje suprotno vitaminu K, piritiamin koji ima djelovanje
suprotno djelovanju tiamina, izoniazid koji je antagonist niacina, metotreksat folne kiselne

i dehidrobiotin koji ima djelovanje suprotno djelovanju biotina [1].

Ovisno u ¢emu su vitamini topljivi, u vodi ili mastima, zbog njihovog suviska ili
manjka moze do¢i do odredenih zdravstvenih problema. Ako nastane prekomjerna koli¢ina
vitamina koji su topljivi u mastima, dolazi do njihovog taloZenja u masnom tkivu koje
moZe rezultirati poremecajem zvanim hipervitaminoza. Dode 1i do suviSka vitamina
topljivih u vodi, oni se izluCuju iz organizma putem urina, stoga je hipervitaminoza ove
skupine vitamina vrlo rijetka.
Sljede¢i poremecaj do kojeg moze doci je avitaminoza odnosno smanjena koli¢ina

vitamina u organizmu [1].

Osim "pravih" vitamina, postoje spojevi koji nisu po definiciji vitamini, ali se
nazivaju vitaminima, a to su vitamini U, T, L i P koji imaju razli¢ite uloge i funkcije u
organizmu ljudi. Vitamin U pomaze kod problema sa zelucem, a moze ga se pronaéi u
kupusu i1 drugom zelenom povréu. Vitamin T karakteristi¢an je po tome Sto pomaze kod
rasta organizma, a znanstvenici su ga izolirali iz termita po kojima je i dobio naziv.
Vitamini kompleksa P koriste se kod poboljSavanja cirkulacije, dobivaju se razliitim
postupcima iz voéa i povréa, a poznatiji su pod nazivom bioflavonoidi.

Vitamin L, drugim imenom faktor laktacije, u strukturi sadrzi derivat adenina [1].



2.2. NOMENKLATURA I BIOLOSKA AKTIVNOST VITAMINA

U povijesti kada znanstvenicima nisu bili poznati sastavi samih vitamina,
dodjeljivali su im velika slova abecede, iza rije¢i vitamin (vitamin A, vitamin B, vitamin C,
vitamin D, vitamin E). Vitaminima koji su kasnije otkriveni, a koji su bili sli¢ni po nekim
biolos§kim svojstvima prethodno otkrivenim vitaminima, znanstvenici su samo dodavali
brojeve u obliku indeksa (Bz). Vitamini su se vrlo brzo otkrivali i nomenklatura ih nije
mogla pratiti, pa tako za isti vitamin postoji vise razli¢itih imena. Kriteriji za imenovanje
trivijalnih imena vitamina su: kemijska grada, svojstva vezana za fiziolosko djelovanje 1
biolos§ku aktivnost te rasprostranjenost samog vitamina u prirodi. Primjer imenovanja

tokola i derivata prikazan je naslici 1 [1].
Ry
HO CH, CH, CH,

| CH3\/'V\/W‘\
R; 0 CH

R

3

SPOJ Ri=R2=R3=-H JE TOKOFEROL

SPOJ Ri=R2=R3=-CHs VITAMIN E JE 5,7,8-TRIMETILTOKOL ILI
a-TOKOFEROL

Slika 1. Prikaz imenovanja i strukture tokola [1].

Vitamini topljivi u mastima vrlo su bitni kod sinteze kolagena, raznih kostiju,
pomazu pri koagulaciji krvi, bitni su za vid, diferencijaciju stanica te su klju¢ni kod ostalih
funkcija u organizmu. Za normalnu funkciju organizma nisu potrebne velike koli¢ine
vitamina, ali ipak postoji odredena razina vitamina koja mora biti zadovoljena, jer u
protivnom dolazi do bolesti i poremecaja [1]. Posljedice nedostatka pojedinih vitamina

prikazane su u tablici 1 [1].

Znanstvenici su otkrili kako bioloska aktivnost vitamina pomaze kod lijeCenja

odredenih bolesti. Vitamini A i C koriste se kao antikancerogeni [1].



Tablica 1. Prikaz bolesti koje nastaju kao posljedica nedostatka vitamina [1].

Vitamin Bolest
A No¢no slijepilo, kseroftalmija
D Rabhitis, osteomalacija
E Degeneracija zivaca i misica
K Smanjena koagulacija krvi, krvarenje u novorodencadi
B Beri-beri, polineuritis
B> Dermatitis
Niacin Pelagra
B Nema vidljivih tragova deficitarnosti
Folna kiselina Megaloblasti¢na anemija
Biotin Dermatitis
Pantotenska kiselina Nema vidljivih tragova deficitarnosti
B, Perniciozna anemija
C Skorbut




3.VITAMIN E

Antisterilitetni vitamin ili faktor "X" nazivi su pod kojima je jo§ poznat vitamin E.
Znanstvenici su 1920. godine otkrili da postoji odredeni spoj odnosno komponenta u
biljnom ulju koja je klju¢na za plodnost Stakora. Kasnijih godina otkriveni su sli¢ni spojevi
u zitaricama te su zakljucili da ima viSe slicnih spojeva, koji sastavom ili bioloSkom
aktivnoséu sli¢e vitaminu E. Kako bi se istrazivanja vitamina E provela, potrebni su
spojevi koji su izotopno obiljezeni. Proucavanje bioloske uloge vitamina E bilo je posebno
zabiljezeno osamdesetih godina proslog stoljeca, Sto govori da je ova skupina spojeva

relativno nova i neistrazena [1].

3.1. STRUKTURA I BIOLOSKA AKTIVNOST VITAMINA E

Vitamin E se ubraja u skupinu tokoferola, spojeva koji se u prirodi nalaze u dvije
skupine, koji nemaju ista svojstva, ali imaju zajedni¢ku strukturnu skupinu, a to je kroman-
6-ol koji moze biti supstituiran sa zasi¢enim izoprenoidnim lancem Cie formirajuéi tokole
ili s nezasi¢enim izoprenoidnim lancem Ci¢ formirajuéi tokotrienole. Strukturni prikazi
tokoferola i tokotrienola prikazani su na slici 2. Ove dvije skupine spojeva razlikuju se po
broju dvostrukih veza. Tokotrienoli imaju tri dvostruke veze u ugljikovodi¢nom lancu dok
tokoferoli nemoju dvostruke veze u ugljikovodi¢cnom lancu. Osim razlike u dvostrukim
vezama, skupine se razlikuju i prema broju i polozaju metilnih skupina te imaju razlicita
bioloska djelovanja [6]. Slobodna hidroksilna skupina tokoferola podlozna je razli¢itim
tipovima reakcija kao §to su acetiliranje hidroksilne skupine, alkiliranje ili fosforiliranje.
Nadalje, reakcije kojima su podlozni tokoferoli su klorometiliranje, hidroksimetiliranje i
nitroziranje koje se dogada zbog prisutnosti slobodnog polozaja u prstenu A. U prirodi se
nalaze cetiri spoja koja imaju bioloSku aktivnost vitamina E, nazivaju se a, 3, y 1 0-
tokoferoli, koji su prikazani u tablici 2. Svi tokofeorli po kemijskom sastavu metilni su

derivati tokola odnosno 2-metil-2-(4',8',12'-trimetiltridecil)-6-kromola [1].
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Rs tokotrienoli

Ra tokoferoli

Slika 2. Prikaz strukture tokoferola i tokotrienola [6].

Tablica 2. Prikaz a, B, vy i -tokoferola [6].

Naziv R: R2 Rs
o (alfa) CHs CHs CHs
B (beta) CHs H CHs

v (gama) H CHs CHs
S (delta) H H CHs

Kao i kod tokoferola, postoje cetiri spoja iz skupine tokotrienola koji imaju
biolosku aktivnost vitamina E: a, 3, y i 6-tokotrienoli [6]. Neki od spojeva iz te skupine su
5,7,8-trimetiltokotrienol i 5,8-dimetiltokotrienol. Iako su po sastavu sli¢ni, tokoferoli i

tokotrienoli imaju razlicitu biolosku aktivnost [1].

Najvecu biolosku aktivnost od ovih spojeva ima a-tokoferol koji spada u skupinu
tokoferola. a-tokoferol pretezito se nalazi u zivotinjskom tkivu, a posto ima izrazito veliku
biolosku aktivnost ¢esto se umjesto naziva vitamin E koristi bas a-tokoferol. Ako se zeli
naglasiti to¢no spoj a-tokoferol onda se i koristi naziv a-tokoferol dok se naziv vitamin E
upotrebljava ako se Zele naglasiti 1 tokoferoli i tokotrienoli koji imaju aktivnost kao a-
tokoferol. Tokoferoli se nalaze u raznim Zzitaricama (suncokret, uljana repica i sojino ulje)

gdje nisu u esterificiranom obliku i nisu topljivi u uljima.! a-tokoferol glavni je
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predstavnik i najraSireniji je spoj. Isto tako vrlo je bitan sastojak svakodnevne prehrane
covjeka 1 vrlo je bitno da se unosi u organizam cijeloga zivota. Nedostatak a-tokoferola
kao 1 svih ostalih vitamina, nosi sa sobom odredene poremecaje i bolesti. Nepravilnosti
koje su zapazene, nadene su kod trudnica, dojencadi te kod djece. a-tokoferol je jedini

oblik koji je prihvatljiv ljudskom organizmu i nalazi se u ljudskoj plazmi i tkivu [2].

3.2. ODREDPIVANJE | SINTEZA TOKOFEROLA

a-tokoferol dobro se odreduje pomo¢u HPLC-a. Za njegovo odredivanje bitne su
metode koje ne iziskuju puno vremena i koje nisu komplicirane. Osim ove metode mogu se
koristiti i neke druge metode kao $to su Kolorimetrijske reakcije s ionima Zeljeza i

dipiridinom ili titracije s cerijevim (IV)-sulfatom [1].

Zasto je HPLC kao metoda vrlo pozeljna kod odredivanja vitamina E odnosno
a-tokoferola? Njen postupak ne zahtjeva puno vremena i nije kompliciran, zapo¢inje tako
da se uzorak prvo osapunjuje, zatim se oslobadaju slobodni tokoferoli koji su se nalazili u
stanicama, potom se uklanjaju masti i provodi se postupak hidrolize estera tokoferola kako
bi u konacnici dobili slobodni tokoferoli. Nadalje, dolazi do faze gdje se odvaja o-
tokoferol. Ova metoda ima mogucnost odvajanja sva Cetiri tokoferola i1 sva Cetiri
tokotrienola za razliku od plinske kromatografije, koja ne odvaja a-tokoferole od a-
tokotrienola. Da bi se tokoferol odredio pomoéu metode HPLC, moraju se zadovoljiti

odredeni uvjeti $to je prikazano u tablici 3 [1].
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Tablica 3. Prikaz uvjeta kromatografskog odredivanja tokoferola pomo¢u HPLC [1].

Uzorak 50 mL
Stacionarna faza Lichrosorb Si 60,5 um
kapacitet 50 um
Mobilna faza @ (dioksan) = 3% u n-heksanu
Tlak Oko 30 bara
Protok 1 mL/min.
Detekcija Fluorometar 293/326 nm s odredfe_nim rete_ncij sl_<_im vremenom za o-
tokoferol za vrijeme kalibracije
Trajanje analize 30 min.
Kvantitativno odredivanje Mjerenje visine maksimuma ili integracija povrsine
IzraCunavanje koncentracije | \/jsina maksimuma test-otopine prema visini maksimuma uzorka
Linearnost 50 pg a-tokoferola/mL ili 2-100 ng po injekciji
Osjetljivost metode 100 pg a-tokoferola u 100 g uzorka
Pouzdanost 97,3%

Osim metode HPLC-a, za odredivanje i izoliranje tokoferola koristi se i proces
destilacije u visokom vakuumu s ne dugackim izlaganjem poviSenoj temperaturi. Ovaj
postupak je jako dobar jer dobiveni tokoferoli ne gube svoju biolosku aktivnost nego ju
zadrzavaju cijelo vrijeme. Sljede¢a dobra stvar je Sto ovaj postupak izdvaja samo
tokoferole, a ne sve ostale spojeve, njima samo povecava koncentraciju u zadanom uzorku.
Buduc¢i da nisu stabilni na zraku tokoferoli se pojavljuju u spojevima kao Sto su tokoferil
acetat koji je otporan na kisik iz zraka i tokoferil sukcinat koji je na sobnoj temperaturi
krutina. o-tokoferil acetat najzastupljeniji je oblik na trzistu koji se koristi kao dodatak
hrani, preparatima i lijekovima koje koriste dijabetiCari te u raznim dodacima za prehranu

domacih Zivotinja [1].

Izolacija vitamina E iz uzorka bioloskog podrijetla ukljucuje niz reakcija i
postupaka. Eter, petroleter, benzen i kloroform spadaju u skupinu organskih lipofilnih
otapala koji su bitni kod ekstrakcije vitamina E iz uzorka. Nakon ekstrakcije provodi se
uparavanje navedenih otapala i saponifikacija, potom slijedi ekstrakcija neosapunjivog
dijela organskim otapalom. Sljede¢i korak je odvajanje komponenta frakcijskom

destilacijom gdje se do tada nastali spoj prevodi u p-fenilazobenzoat, nastavlja se tekuce-
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teku¢e kromatografija ili HPLC i u konacnici se koncentrat tokoferola prociscava

molekularnom destilacijom ili kolonskom kromatografijom [1].

Kemijska sinteza o-tokoferola bazira se na postupku znanstvenika Fischera i
Lowenberga, koji je otkriven 1929. godine. Postupak zapocinje reakcijom 2,3,5-
trimetilhidrokinona s fitolom, kojeg se moze pronac¢i u prirodi. Osim fitola moze se
upotrijebiti i izofitol ¢ije su prete¢e pseudojonon ili heksahidropseudojonon. Kod potpune
sinteze a-tokoferola koriste se spojevi aceton ili citral. Sinteza a-tokoferola prikazana je

shematski na slici 3 [1].

CHa
CH CH,
OH 3 CHa CH, =
+
HO CH = “
3 1IZOFITOL bgC
CHa

TRIMETILHIDROKINON l ZnClz2 ILI P20s ILI CH3COOH ILI H2SO4

CH, CHs

HO HsPO4 ILI CHsCOOH HO
| /L/CusH 5 e @C15H33
H,C 0 CH, H,C OH CHs
CH3 CHy

Slika 3. Prikaz sinteze a-tokoferola [1].

Izvori za izolaciju tokoferola su sjemenke pamuka ili ulje pamuka koje sadrzi 60%
a-derivata i 40% vy-derivata. Osim ulja pamuka koriste se sojino ulje koje sadrzi 20% o-
derivata, 60% y-derivata i 20% d-derivata te ulje klica pSenice sadrzi 60% o-derivata i 40%
B-derivata. Osim prirodnih izvora, postoje i razni prehrambeni koncentrati koji se dodaju
hrani, kako bi hrana bila bogatija vitaminima. Vitaminski koncentrati dodanoj hrani

smanjuju njenu kalori¢nost za razliku od biljnih ulja [1].
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3.3. DJELOVANJE | NEDOSTACI VITAMINA E
U organizmu vitamin E moze djelovati kao sastavni dio nekih redoks sustava.
Spojevi kao Sto su a-tokoferilhidrokinon i a-tokoferetoksid sprjecavaju i pomazu kod

eksperimentalnog lije¢enja distrofije misi¢a kod pokusnih zivotinja [1].

Vitamin E ima odredeno djelovanje na receptore vitamina A koji se nalaze u jetri.
Antioksidacijsko djelovanje vitamina E, koje je vrlo bitno i poznato, ¢uva B-karoten za
vrijeme procesa oksidativne enzimske pregradnje vitamina A [1]. Nadalje, njegovo
antioksidacijsko svojstvo vrlo je bitno kod raznih procesa u naSem organizmu, vitamin E
hvata Stetne meduprodukte koji nastaju kod nepotpunih reakcija odredenih spojeva. Kod
tih reakcija otpustaju se Stetni radikali koji onda uniStavaju i uzrokuju starenje ljudskih
stanica. Zbog ovog svojstva hvatanja Stetnih radikala vitamin E dobio je naziv vitamin

protiv starenja [5].

Nedovoljna koli¢ina vitamina E u organizmu najbolje se zapaza u misi¢ima, ali i
kod metabolizma ugljikohidrata i kod procesa disanja. Jo§ jedan od znakova nedovoljne
koli¢ine vitamina E je povecano izlu¢ivanje kreatina u urinu. Manjak bilo kojeg vitamina u
organizmu moze se dokazati i poveéanom ugradnjom 3?P u biomolekulu DNA. Smanjenom
aktivno$c¢u, odnosno inhibicijom enzima fosfoglukomutaze smanjuje se sinteza glikogena
koju regulira vitamin E. Kod provedenih istraZzivanja zapazZeno je da smanjena koli¢ina
vitamina E ima znacajan inhibicijski utjecaj kod zavrS$nih faza spermatogeneze Stakora.
Negativan utjecaj deficita vitamina E u organizmu zabiljezen je i kod trudnica gdje moze

do¢i do intrauterine smrti i resorpcije fetusa u prvim mjesecima nakon zaceéa [1].
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4. METODE ODREDIVANJA VITAMINA E

Kroz povijest, prva ozbiljnija istrazivanja vitamina dogodila su se u 19. 1 20.
stolje¢u. Spomenuta istrazivanja bazirala su se na bioloSkim metodama odredivanja
bioloske aktivnosti vitamina. Tijekom procesa izolacije vitamina iz bioloskog materijala i
usvajanjem novih procesa sinteze, tada aktualne metode pomogle su razvoju novih
analitickih metoda za kvantitativno 1 kvalitativno odredivanje vitamina u kratkom
vremenskom intervalu. Znanstvenici i1 dalje otkrivaju i pronalaze nove analiticke metode
koje imaju manje vrijeme dobivanja rezultata, koje su tocnije, preciznije i ne ovise o
pocetnom uzorku, odnosno nije vazno radi li se odredivanje vitamina iz neke sirovine li iz

kona¢nog vitaminskog proizvoda [1].

Metode koje sluze za odredivanje koli¢ine pojedinog vitamina u nekim uzorcima,
ne mogu se koristiti i za saznanje o njegovoj biolos$koj aktivnosti, jer ta dva podatka ne
moraju biti ista za pojedini vitamin. Kod odredivanja sastava pojedinog vitamina, osim
postojec¢ih fizikalno-kemijskih metoda, koriste se i metode koje zahtijevaju postupke s
mikroorganizmima ili nekim drugim biolo$kim vrstama. U ranije spomenute fizikalno-
kemijske metode ubrajaju se HPLC, plinska kromatografija s masenom spektrometrijom

(GC-MS), kromatografija na tankom sloju (TLC) i odredivanje kolometrijskim metodama

[1].

Metode koje ukljucuju pokusne Zivotinje baziraju se na dva postupka, na
kurativnom i profilaktickom postupku. Kurativni postupak provodi se tako da se
Zivotinjama uskrate vitamini koji se Zele odrediti, a ostala hrana im se daje potpuna. Nakon
Sto se primijete prvi simptomi kao $to su usporen rast, Zivotinje se podijele u skupine, te se
jednoj skupini daju prije uskraceni vitamini, ali u nepoznatoj koncentraciji, dok se drugoj
skupini daju uskraceni vitamini, ali poznate koncentracije. Profilakticki postupak razlikuje
se od kurativnog postupka po tome $to se Zivotinjama tijekom cijelog pokusnog ciklusa

daje hrana s vitaminima koji imaju i poznatu i nepoznatu koncentraciju [1].

Osim metoda s pokusnim Zzivotinjama postoje I metode za odredivanje koncentracije
vitamina uz pomo¢ mikroorganizama. Mikroorganizmi koji pomazu kod odredivanja
koncentracije vitamina su Protozoa i fitoflagelati. Ove metode mogu se potkrijepiti s
nekoliko primjera, pa tako za svoj rast Tetrahymena thermophila treba tiamin, riboflavin,

piridoksin, niacin i pantotensku kiselinu, drugi mikroorganizam Ochromonas danica treba
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samo tiamin i biotin, dok Lactobacillus plantarum treba biotin, niacin i pantotensku

kiselinu.

Kako se vitamine moze odredivati iz raznih proizvoda, postoji moguénost razli¢itog
prikazivanja sadrzaja vitamina. Unato¢ tome uvedene su odredene jedinice koje su
odabrane prema jedinstvenim kriterijima, izmjerenoj bioloskoj aktivnosti, a nazivaju se

internacionalne jedinice ( 1.J., engl. International Unit, 1.U.), $to je prikazano u tablici 4

[1].

Tablica 4. Prikaz kriterija odredivanja sadrzaja vitamina [1].

Vitamin Naziv jedinice Maseni udio vitamina u jedinici
Vitamin A 1.J. 0,3 ug all-trans retinol
0,344 pg all-trans retinil acetata
0,549 pg all-trans retinil palmitata
Vitamin D 1.J. 0,025 pg vitamin D> ili D3
Vitamin E 1.J. 1 mg all-rac-a-tokoferil acetata
0,91 mg all-rac-a-tokoferola
Vitamin K Damova jedinica 0,083 pg vitamina K;
0,04 ug 2-metil — 1,4-naftokinona
0,14 pg vitamina K>
Vitamin B, 1.J. 3 pg aneurina
Vitamin B, Sherman — Bourquinova 2 ug riboflavina
jedinica
Vitamin Bs Stakorska jedinica 7,5 ug piridoksina
Pantotenska kiselina Pile¢a jedinica 14 g pantotenske kiseline
Biotin Stakorska jedinica 0,04 ug biotina
Vitamin C 1.J. 50 pg L—askorbinske kiseline

Prijasnje bioloske metode, za razliku od danas poznatih metoda, imale su odredene
nedostatke kao $§to je mogucnost odredivanja samo ukupne aktivnosti pojedinog vitamina.
Danasnje metode rijesile su taj problem te se danas mogu odrediti i to¢ni izomeri ili

analozi vitamina odnosno provitamina. Jedna od takvih metoda je HPLC [1].
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4.1. KROMATOGRAFSKE METODE

Analiza pomoc¢u kromatografskih metoda koristi se za identifikaciju, odjeljivanje i
odredivanje koli¢ine kemijskih sastojaka prisutnih u odredenim smjesama. Nije poznata
nijedna druga metoda koja je ovako jaka i korisna kao kromatografija. Ova metoda je i

najkorisnija i najprimjenjivija za odredivanje vitamina E [3].

Ruski botani¢ar Mihail Semenovi¢ Cvet pocetnom proslog stoljeca izumio je
metodu kromatografije. Uspio ju je otkriti kod pokusa gdje je odjeljivao otopine biljnih
pigmenata, kao $to su klorofil i ksantofil, prolaskom kroz staklenu kolonu koja je bila
napunjena sitnozrnastim kalcijevim(Il) karbonatom. Sastojci koji su se odvojili bili su
vidljivi na koloni tako $to su postali obojeni. Pomoc¢u ovog pokusa Cvet je otkrio i dao
naziv kromatografiji. Ova metoda odvaja sastojke ovisno o brzini kojom tekuca ili plinska

mobilna faza nosi Cestice kroz kolonu raznih stacionarnih faza.

Rije¢ kromatografija obuhvaca velik broj sustava i tehnika iz analitike, no svima je
zajednicko posjedovanje stacionarne 1 mobilne faze. Stacionarna faza u kromatografiji je
faza koja je nepokretna, a mobilna faza je pokretna. Poznate su dvije vrste kromatografskih
metoda koje se baziraju na istim vrstama ravnoteze: kromatografija na stupcu i plosna
kromatografija. Kod kromatografije na stupcu nepokretna faza ispunjava usku cijev kroz
koju tece odnosno prolazi pokretna faza zbog djelovanja sile teze ili tlaka. U plosnoj
kromatografiji nema uskih stupaca i kolona ve¢ se nepokretna faza nalazi u porama papira
ili je nanesena na neku ravnu plohu, dok pokretna faza pod utjecajem gravitacije ili
kapilarnih sila prolazi kroz nepokretnu fazu [3].

4.1.1. PLINSKO TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA

Plinsku kromatografiju karakterizira mobilna faza, odnosno inertni plin koji eluira
sastojke uzorka kroz kolonu koja je ispunjena nepokretnom fazom. Koji ¢e se inertni plin
koristiti kao mobilna faza, ovisi o primijenjenom detektoru. Plinovi koji se mogu koristiti
kao inertni plin odnosno pokretna faza su: dusik, helij, argon i vodik. U usporedbi s
teku¢inskom kromatografijom u plinskoj kromatografiji nema reakcije izmedu analita 1
mobilne faze, pa zato nema ovisnosti brzine kretanja analita kroz kolonu o kemijskoj

strukturi mobilne faze [3].
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U plinskoj adsorpcijskoj kromatografiji nepokretna faza je kruta odnosno ¢vrsta
tvar koja je karakteristiCne povrSine, gdje se odvija adsorpcija analiziranih tvari. Osim
krute tvari, stacionarna faza moze biti i tekuca. Tekuca nepokretna faza uvijek se zadrzava
na c¢vrstom nosacu bilo adsorpcijom bilo kemijskim vezanjem. U adsorpcijskoj
kromatografiji do odvajanja sastojaka iz uzoraka dolazi zbog razlika u polozaju postignute
ravnoteze izmedu plinovitog sastojka iz zadanog uzorka i ¢vrste povrSine stacionarne faze.
Primjena plinske adsorpcijske kromatografije je ogranic¢ena na spojeve male molekularne

mase kao $to su ugljikov dioksid, ugljikovodici, kisik i dusik [3].

Plinsko-tekucinska kromatografija najprimjenjivija je metoda za odjeljivanje i
odredivanje slozenih smjesa. Tekucina je u ovoj metodi stacionarna faza, faza nanesena na

povrsinu ¢vrste tvari adsorpcijom ili kemijskim vezanjem kroz koji prolazi mobilna faza

13].

Uredaj kojim se izvodi plinsko-tekudinska kromatografija naziva se plinsko-tekuci

kromatograf koji je prikazan na slici 4 [3].

|
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Slika 4. Prikaz uredaja za plinsko-tekué¢insku kromatografiju [3].

Kod plinsko-teku¢inske kromatografije mogu se Koristiti razne kolone, a neke od
njih su kapilarne i cjevaste otvorene kolone. Kod kapilarnih kolona stacionarnu fazu ¢ini
sloj teku¢ine jednake debljine kojom je ispunjena unutraSnjost stjenke cijevi. Kasnijim

istrazivanjima razvijena je i druga vrsta kolone tzv. cjevasta otvorena kolona, koja je imala
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puno vise mana i nedostataka te nije bila upotrebljavana kao kapilarna kolona. lako su
kapilarne kolone bile bolje, imale su nekoliko mana te nisu pustene u masovnu primjenu
sve dok kasnije ove mane proizvoda¢i nisu smanjili te se one ipak danas masovno

upotrebljavaju [3].

Kako bi ova metoda bila efikasna te kako bi pogrjeske bile minimalne, prije svakog
rada potrebno je izvrSiti termostatiranje kolone. Ovaj postupak podrazumijeva odrzavanje
konstantne temperature kolone koja se u vecini slucajeva nalazi u odredenom prostoru. Taj
prostor gdje se odrzava konstantna temperatura naziva se termostatirani prostor. Koja je
temperatura dobra i koja ¢e se temperatura odrzavati ovisi o vreliStu uzorka 1 stupnju
trazenog odjeljivanja. Ako su temperature nize od optimalne temperature za eluaciju,
eluacija ¢e trajati duze, a ako je temperatura blizu trazene temperature ili neSto visa

vrijeme potrebnno za eluaciju biti ¢e kratko pa tako i sam postupak [3].

U narednim odjeljcima, gore napisani tekst potkrijepit ¢e se primjerima. Neki od
primjera upotrebe ove metode su odredivanje vitamina E iz ljudske plazme [7], Zitarica i
keksa [8], seruma [9] te iz pileCeg mesa [10]. Uz navedene metode, bilo plinska ili
tekuc¢inska kromatografija, koristile su se i dodatne metode odredivanja kako bi efikasnost
bila bolja.

U ovom primjeru znanstvenici su koristili metodu tekucinske kromatografije kako
bi odredili prisutnu koli¢inu vitamina E u uzorku. Postupak je zapoceo ekstrakcijom s
kloroformom 1 metanolom, pomoc¢u kojih su odvojili vitamine iz uzoraka. Dobiveni
vitamini videni su na koloni koja se koristila, a detektirani su pomocu UV detektora.
Rezultati su pokazali da uzorak jetre sadrzi najvece koli¢ine vitamina A, potom vitamina E

te najmanju koli¢inu vitamina D. U jetri i miSi¢ima zabiljezen je iskljucivo vitamin E [11].

Sljede¢i primjer je odredivanje tokoferola i tokotrienola iz biljnih ulja pomocu
plinske kromatografije uz pomo¢ masene spektroskopije. Ova metoda nije ukljuéivala
prijaSnje postupke koji su bili koriSteni kao Sto su saponifikacija 1 derivatizacija.
Tokoferoli 1 tokotrienoli odredeni su pomocu postupka ekstrakcije s metanolom, potom
postupkom centrifugiranja nakon cega je dobiveni produkt nanesen na GC-MS sustav za
analizu. Nakon vrlo kratkog vremena vrlo dobro su se uvidjeli odredivani tokoferoli 1
tokotrienoli. Ova metoda nije komplicirana, daje to¢ne rezultate 1 vrlo je pogodna za

odredivanje gore navedenih spojeva iz biljnih ulja [12].
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Kod plinske i tekuc¢inske kromatografije postoje razni detektori, te su istrazivanja
koja su provedena, pokazala da metoda GC koja koristi ECD detektore koji detektiraju
elektrone, ima puno selektivnije i bolje rezultate od istrazivanja koja su koristila GC s UV
detekcijom [13].

4.1.2. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Kroz povijest kako su znanstvenici sve viSe istrazivali i koristili kromatografske
metode, uvidjeli su da Sto je manja dimenzija zrnaca punila u koloni, to je konacni rezultat
bio tocniji 1 bilo je potrebno krace vrijeme izvedbe. HPLC nije nista drugacija metoda od
ostalih kromatografskih metoda, ve¢ samo zeli naglasiti novije postupke koji su se razvili
od onih ranije poznatih koji se jo$ uvijek koriste npr. u preparativne svrhe. Novija punila
koja se koriste kod HPLC-a su punila koja imaju zrnca promjera 10 pm ili manje. Osim
suvremenih punila, za efikasne brzine koje se moraju posti¢i kod ove metode potreban je i
odredeni tlak koji iznosi nekoliko milijuna Pa. Zbog ovih posebnih uvjeta koji su potrebni
kod HPLC-a, uredaj koji se koristi je puno skuplji i sloZeniji, kao $to je prikazano na slici 5

[3].
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Slika 5. Prikaz uredaja za HPLC [3].

Uredaj za HPLC sastoji se od spremnika koji sadrzavaju potrebno otapalo, a mogu
biti ¢eli¢ni ili stakleni. Osim spremnika ovaj uredaj ima i posebnu opremu za uklanjanje
plinova ili krutih Cestica iz tekuéina kako bi se izbjegle moguce pogrjeske. Odstranjivaci
plinova imaju ulogu sprjecavanja Sirenja zona eluiranih sastojaka i zaustavljanja mogucih
mjehuric¢a ili Cestica koje mogu ometati rad detektora. Spomenuti odstranjiva¢i plina
takoder imaju sloZenu strukturu te se mogu sastojati od razli¢itih vakuum crpki, grijaca,

destilacijskog uredaja, mijesalice ili sustava za otplinjavanje [3].

Kolone koje se koriste kod HPLC-a najéesc¢e su napravljene od Celika, ali pri nekim
posebnim uvjetima mogu se koristiti i staklene kolone. Kao $to je ranije navedeno promjeri
I duljine kolona koje se ovdje koriste vrlo su male, a napravljene su i novije mikrokolone,
koje su jo§ manje i krace te imaju bolje rezultate, vrijeme trajanja razdvajanja je manje i u
samom procesu potrose se manje koli¢ine otapala. Silikagel je punilo koje se najcesce
koristi kod ove metode. Njegova se zrnca sintetiziraju iz submikrometarskih dimenzija pri

tocno odredenim uvjetima kako bi nastala ve¢ina agregata. Produkt nastao ovim procesom
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presvlaci se tankim organskim slojem koji se na povrSinu silikagela veze kemijskim ili

fizikalnim procesima [3].

Detektori kod ove metode su vrlo specifi¢ni, odnosno ne postoji univerzalna skupina
detektora za HPLC. Detektori ovise o tome kakav je uzorak, svaki ima drugacija svojstva 1
po neC¢emu su vise ili manje prihvatljivi. Najc¢e$¢e koristeni detektori su oni koji svoj rad
temelje na apsorpciji ultraljubicastog ili vidljivog zracenja, no postoje i razni fotometri i

spektrofotometri za posebne slucajeve [3].

Jedan od primjera primjene HPLC-a je odredivanje koli¢ine tokoferola,
tokotrienola, ubikinona i ubikinola iz misjih stanica uz UV i elektrokemijske detekcije,
koje poboljSavaju odredivanje i smanjuju postotak pogrjeSke. Pomocu ovih metoda
znanstvenici su otkrili da su stanice miSjeg mozga sadrzavale isklju¢ivo a-tokoferole,
ubikinoli nisi bili pronadeni. Kod stanica koze pronadeni su ve¢inom tokotrienoli i nesto

manja koli¢ina y-tokoferola. U bubrezima je pak pronadena velika koli¢ina ubikinona-9
[14].

Nadalje, koliko je metoda HPLC-a povoljna za odredivanje a-tokoferola, potvrduje
odredivanje tokoferola, ubikinona i ubikinola iz krvi, plazme i ostalih ljudskih uzoraka,
gdje je takoder koriStena. Ovdje su se uz HPLC Koristile metode ekstrakcije i
elektrokemijske detekcije. Kao rezultat ovog eksperimenta dobiveni su razni
kromatografski pikovi koji su usporedivani sa standardima te su se iz njih mogle is¢itati
koli¢ine prethodno navedenih istraZivanih spojeva. Osim sa standardima znanstvenici su

dobivene rezultate usporedivali i s rezultatima dobivenim iz drugih uzoraka [15].

Sljede¢i primjer koriStenja HPLC-a kao djelotvorne metode je odredivanje vitamina
A (retinola) i vitamina E (tokoferola) iz plazme i crvenih krvnih stanica (eritrociti).
Znanstvenici su u eritrocitima odredili samo a-tokoferole, a retinol nije pronaden jer ga
eritrociti nemaju. U plazmi su pak pronasli i jednu i drugu vrstu tvari. Metoda se pokazala
vrlo efikasnom 1 primjenjiva je za razna istrazivanja [16]. Obrano, poluobrano i
pasterizirano mlijeko [17], plodovi razli¢itog stupnja zrelosti [18] i razni zivotinjski uzorci
[19] takoder su primjeri odredivanja a-tokoferola, odnosno svih tokoferola primjenom
HPLC-a kao metode. Uz HPLC koriste se i druge metode ili postupci kako bi odredivanje

bilo produktivnije i brze.
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4.1.2.1. VISOKODJELOTVORNA RAZDJELNA KROMATOGRAFIJA

ovoga podru¢ja. Ova metoda ukljuCuje dvije vrste kromatografije: kromatografiju u
sustavu tekucina-tekucina i kromatografiju u sustavu vezane faze. Ove vrste razlikuju se
nac¢inom kako je nepokretna faza vezana na odabrano punilo. Vezu izmedu stacionarne
faze 1 punila kod kromatografije u sustavu tekuce-tekuce ¢ini fizikalna adsorpcija, dok
vezu u sustavu vezane faze ¢ine kovalentne veze. Danas se vise primjenjuje kromatografija
u sustavu vezane faze, dok se u proslosti, odnosno u samim pocecima vise koristila

kromatografija u sustavu tekuce-tekuce [3].

Punila koja se koriste kod kromatografije u sustavu vezane faze, pripremaju se
reakcijama organoklorsilana s —OH skupinama nastalim na povrsini silikagela procesom
hidrolize u toploj otopini razrijedene klorovodi¢ne kiseline. Kao produkt ove reakcije
dobiva se organosiloksan. Ova punila puno su stabilnija od ostalih punila koja su vezana za
nepokretnu fazu fizikalnim silama. Mana ovih punila je $to nemaju veliki kapacitet za
uzorak [3].

Postoje dvije vrste razdjelne kromatografije ovisno o polarnosti pokretne i
nepokretne faze: normalna kromatografija i reverzna kromatografija. Nepokretna faza je
polarna, a pokretna faza je nepolarna kod normalne kromatografije, dok je kod reverzne
nepokretna faza nepolarna, a pokretna faza je polarna. Kod normalne kromatografije
komponenta koja je najmanje polarna prva ¢e se eluirati, kako raste polarnost pokretne faze
vrijeme eluacije postaje sve krace. Obrnuta situacija je kod reverzne kromatografije, gdje
se sastojak koji ima najvecu polarnost eluira prvi, a kako raste polarnost pokretne faze,
vrijeme eluacije iziskuje viSe vremena. Polarne stacionarne faze kao S§to su voda ili
trietilenglikol i nepolarne mobilne kao $to su heksan ili i-propil eter koriste se u normalnoj
kromatografiji. U reverznoj kromatografiji ugljikovodik predstavlja nepolarnu stacionarnu
fazu, a voda, acetonitril ili metanol polarna otapala mobilne faze. Ova metoda ima vrlo

Siroku primjenu, §to je prikazano u tablici 5 [3].

Tablica 5. Prikaz primjene visokodjelotvorne razdjelne kromatografije [3].

Podrucje Tipi¢ne smjese

Farmacija Antibiotici, sedativi, steroidi, analgetici

Biokemija Aminokiseline, bjelan¢evine, ugljikovodici, lipidi
Zivezne namirnice Umijetna sladila, antioksidansi, aflatoksin, aditivi
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Industrijski kemijski proizvodi Kondenzirani aromati, premazi, promotori, boje
Zagadivaci Pesticidi, herbicidi, fenoli, poliklorirani bifenili
Sudska kemija Droge, otrovi, alkoholi u krvi, narkotici
Klini¢ka medicina Zu&ne masne kiseline, metaboliti droga, urinski ekstrakti,
estrogeni

Primjeri kori$tenja ove metode dani su u narednom tekstu. Prvi primjer gdje se
primjenjivala visokodjelotvorna razdjelna kromatografija s reverznom kolonom je
odredivanje a-tokoferola iz biolosSkih uzoraka kao Sto su plazma, krv, razli¢ite stanice i
tkiva. Ova metoda ima vrlo Siroku primjenjivost na raznim uzorcima sto se vidi u ovom
istrazivanju gdje su uzorci bili ljudskog, misjeg i1 Stakorskog podrijetla. Jo§ jedna prednost
ove metode je Sto pomaze kod standardizacije odredenih vrsta uzoraka, odnosno pomaze
kod odredivanja toéne koncentracije odredenog uzorka, pomo¢u kojeg se zatim mogu

odrediti koncentracije ili neki drugi podaci koji su bitni kod nepoznatog uzorka [20].

Sljedec¢i primjer upotrebe visokodjelotvorne razdjelne kromatografije s reverznom
kolonom je odredivanje koli¢ine suncokretovog ulja u maslinovom [21] preko a-tokoferola
kao parametra u ovom istrazivanju. Uz navedenu metodu koristili su se i drugi postupci
kako bi istrazivanje bilo uspjesnije. Metoda se pokazala vrlo produktivnom, jednostavhom
1 tocnom, a kao rezultat dobiveno je da je postotak suncokretovog ulja u maslinovom ulju

5%. Ova metoda se moze koristiti za odredivanje vitamina E iz bilo kojih biljnih ulja [22].

4.1.2.2. VISOKODJELOTVORNA ADSORPCIJSKA KROMATOGRAFIJA
Sljedec¢a vrsta visokodjelotvorne kromatografije je visokodjelotvorna adsorpcijska

kromatografija, koju karakterizira to da se analizirani sastojci adsorbiraju na povrSini
polarnog punila. U samim pocecima koriStenja kromatografija ova metoda bazirala se
isklju€ivo na sustavu tekuéina-Cvrsta tvar, gdje je nepokretna faza bila polarna tvar koja je
bila vrlo fino 1 sitno usitnjena. Takvo punilo analit je zadrZzavalo pomoc¢u adsorpcijskih sila

te se pomocu njih analit nalazio u porama punila [3].

Stacionarne faze u adsorpcijskoj kromatografiji su silikagel i glinica. Silikagel kao
stacionarna faza u ovoj metodi ima vrlo veliki kapacitet za uzorak te se moze zbog toga
koristiti u velikom broju raznih odjeljivanja. Oba spoja, i glinica i silikagel, imaju sli¢na
adsorpcijska svojstva te s povecanjem polarnosti analita raste vrijeme zadrzavanja. Kakva
je mobilna faza, odnosno njezin sastav, jedina je varijabla koja utjeCe na omjer raspodjele

analita [3].
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Primjena ove metode je karakteristicna jer moze odjeliti razne smjese izomera kao
Sto su meta supstituirani i para supstituirani derivati benzena, $to ostale kromatografske
metode ne mogu. Danas se najviSe primjenjuje za odredivanja nepolarnih organskih

spojeva koji se ne otapaju u vodi [3].

4.1.2.3. VISOKODJELOTVORNA KROMATOGRAFIJA IONSKE IZMJENE
Kromatografija ionske izmjene sljede¢a je metoda koja spada u skupinu

visokodjelotvornih kromatografskih metoda. Glavna karakteristika ove metode su ionski
izmjenjivaci koji Cine stacionarnu fazu. Princip rada ove metode je odjeljivanje iona
sliénog naboja eluacijom iz kolone koja je napunjena sitnim zrncima ionskih izmjenjivaca

13].

Ionski izmjenjivaci, sintetickog podrijetla, polimerne su tvari koje posjeduju veliku
molekularnu masu te u svojoj strukturi sadrze razne funkcionalne skupine po molekuli.
Slozena struktura s puno funkcionalnih skupina prikazana je na slici 6. Poznate su dvije
vrste ionskih izmjenjivaca, a to su kationski izmjenjivaci i anionski izmjenjivaci. Kationski
izmjenjivaci najéesce su jake kiseline koje posjeduju sulfonske kisele skupine (RSOz'H*) i
one imaju Siru primjenu ili mogu biti slabe kiseline s karboksilnim kiselim skupinama
(RCOOH). Anionski izmjenjivai u svojoj strukturi sadrzavaju bazicne aminske
funkcionalne skupine koje su povezane na polimernu molekulu. lzmjenjivaéi s jakim
bazama su kvaterni amini, a izmjenjivaci sa slabim bazama su sekundarni ili tercijarni

amini. Zajedni¢ko svojstvo svim izmjenjivac¢ima je netopljivost u vodenim otopinama [3].
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Slika 6. Prikaz ionskih izmjenjivaca s raznim funkcionalnim skupinama [3].

Postupak odvijanja ove kromatografske metode zapocinje s ionima analita uzorka
koji se stavljaju na pocetak kolone. Kolona je napunjena s odgovaraju¢im ionskim
izmjenjiva¢em. loni uzorka istiskuju ione eluensa s mjesta gdje se nalaze nabijene skupine

na sorbensu. Zatim slijedi eluacija iona uzorka sa sorbensa [3].

Pozitivna strana ove metode je ta Sto kroz cijeli postupak postoji moguénost
pracenja vodljivosti eluensa koji izlazi iz kolone, §to omogucuje detekciju i odredivanje

koncentracije eluiranih sastojaka [3].

Danas su poznate dvije vrste visokodjelotvorne kromatografije ionske izmjene:
kromatografija na koloni uz prigusenje eluensa 1 ionska kromatografija na jednoj koloni.
Razlika izmedu ove dvije vrste kromatografije je nacin kojim se sprjecavaju interakcije

koje mogu dovesti do vodljivosti eluensa iz kolone pri mjerenju vodljivosti analita [3].

Primjer upotrebe visokodjelotvorne kromatografije ionske izmjene koja koristi
anionske izmjenjivace je odredivanje vitamina E u plazmi lipoproteina razlicitih gustoca.

Lipoproteini su biomolekule gradene od proteina i lipida. a i y-tokoferoli glavni su
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antioksidansi topivi u mastima, koji se nalaze u lipoproteinima. Lipoproteini se svrstavaju
u razli¢ite skupine ovisno o gustoéi: lipoproteini vrlo male gustoce (VLDL), lipoproteini
male gustoce (LDL) i lipoproteini velike gustoce (HDL). Znanstvenici su ovdje odredivali
vitamin E koji se nalazio u lipoproteinima pomoc¢u kromatografije ionske izmjene koja

koristi anionske izmjenjivace, reverzne kromatografije i pomocu detekcije fluorscencije

[23].

4.1.2.4. VISOKODJELOTVORNA KROMATOGRAFIJA NA GELU
Ekskluzijska kromatografija, drugi je naziv za kromatografiju na gelu. Ovu metodu

karakterizira proces odjeljivanja koji ovisi o veli¢ini molekula koje su dane na analiziranje.
Spojevi i molekule koje imaju veliku molekulsku masu posebno su pogodni za ovu
metodu [3].

Punila koja se koriste u ovoj vrsti kromatografije sastavljena su od malih zrnaca
silikagela ili polimera koja poslozena ¢ine mrezu pora jednake veli¢ine. U mrezu pora
ulaze molekule eluensa i uzorka te na taj nacin budu zasticene od toka mobilne faze
odnosno ne sudjeluju u njoj. Ako je molekula ve¢a od pora punila, ona ne¢e moci uéi u
pore, te ¢e bez zadrzavanja u mrezi nastaviti te¢i zajedno s mobilnom fazom. Molekule
koje mogu u¢i u pore gela puno sporije prolaze kolonu jer upadaju u pore punila. Osim
malih i velikih molekula, postoje i molekule srednje veli¢ine, njihova brzina prolaska kroz
kolonu ovisi o njthovom promjeru. Zaklju¢ak gore napisanog, veli¢ina Cestica ili molekula
koje prolaze kroz kolonu diktira brzinu prolaska samih cestica kroz kolonu. Kod ove
metode, odjeljivanje Cestica ovisi samo o veli¢ini i nekad o obliku Cestica koje prolaze te u
samom procesu odjeljivanja nema ni fizikalnih ni kemijskih reakcija koje bi utjecale na
odjeljivanje. Toc¢nije, ovdje se pokuSavaju sprijeciti bilo kakve reakcije koje bi se mogle
dogoditi, bilo kemijske ili fizikalne, izmedu uzorka i stacionarne faze, kako se ne bi

smanjila djelotvornost kolone [3].

Danas postoje razliCite vrste punila za ovu metodu odjeljivanja, a razlikuju se
hidrofilna i hidrofobna punila. Hidrofobna punila za svoj rad koriste nepolarne organske
mobilne faze, dok hidrofilna punila upotrebljavaju mobilne faze na bazi vode. S obzirom
na to koja punila se koriste, postoje i razli¢iti nazivi za kromatografije. Kromatografska
metoda koja koristi hidrofilna punila naziva se gel filtracijska kromatografija i koristi se

kod odredivanja polarnih spojeva. Druga vrsta kromatografskih metoda je gel permeacijska
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kromatografija kojoj su za rad potrebna hidrofobna punila i koristi se kod odredivanja

nepolarnih spojeva [3].

4.1.3. KROMATOGRAFIJA SA SUPERKRITICNIM TEKUCINAMA

Hibrid plinske i1 tekudinske kromatografije je kromatografija sa superkriticnim
tekuc¢inama (SFC), §to oznaCava da posjeduje svojstva i jedne i druge kromatografske
metode. Ova metoda nije jo$ potpuno istraZena, ali se pretpostavlja da ¢e biti uc¢inkovitija i
da ¢e imati prednost nad raznim drugim kromatografskim metodama. Superkriti¢ne
tekucine oznaCavaju tekucine koje nastaju kada se pojedina supstanca zagrije na vecu
temperaturu od svoje kriti¢ne temperature. Kada se postigne kriti¢na temperatura odredene
supstance, ona se ne moze tlacenjem kondenzirati u tekuc¢inu. Svojstva samih supstanci u
superkriticnom stanju dosta se razlikuju od svojstava supstanci kada se ne nalaze u tom
stanju, Sto je vidljivo u tablici 6. Vazno svojstvo superkriti¢nih tekucina je moguénost

otapanja velikih molekula koje nisu hlapljive [3].

Tablica 6. Prikaz svojstava tvari u raznim stanjima [3].

Plin Superkriti¢na tekucina Tekuéina

Gustoéa, g/cm?® (0,6-2)-10° 02-0,5 06-16
Koeficijent difuzije, cm? - s (1-4)-10* 103 -10* (02-2)-10°
Viskoznost, g - cm™ - s (1-3) - 10* (1-3) - 10* (0,2-3) - 10%

Svi podaci predstavljaju samo red veliCine.

Uredaji koji se koriste kod SFC sli¢ni su uredajima za HPLC, no specifi¢nost ove
metode je nacin nadzora 1 mjerenja tlaka u koloni. Postoje razni ¢imbenici koji utjecu na
rad samih uredaja. Jedan od njih je ucinak tlaka. Kako tlak raste povecava se i gustoca
superkriticnih tekucina, ali brzo i nelinearno. Posljedica toga je promjena faktora

kapaciteta sto rezultira Smanjenjem vremena eluacije.

Kolone koje se koriste kod ove metode su punjene i kapilarne kolone. Kapilarne
kolone su duZe od punjenih te zbog toga imaju vecu djelotvornost i prednost koristenja.
Opéenito gledano, kolone koje se koriste kod SFC-a, puno su duZe od ostalih kolona koje
se koriste u drugim metodama, sto SFC ¢ini efikasnijom metodom. Punila koja se koriste u
ovoj metodi najceS¢e su polisiloksani koji se kemijskim reakcijama vezu za stjenku

kapilarne cijevi s unutra$nje strane [3].
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Mobilna faza koja se najc¢esce koristi kod SFC je ugljikov dioksid, jer vrlo dobro
otapa razne organske molekule, propusta ultraljubicasto zra¢enje, nema miris, nije otrovan,
lako je dostupan i nema visoku cijenu. Ugljikov dioksid ima vrlo pogodnu kriticnu
temperaturu, te omogucuje velik izbor temperatura i tlakova u normalnih uvjetima koji su
inace potrebni za superkriti¢nu tekuc¢insku kromatografiju. Osim ugljikovog dioksida kao
mobilne faze u SFC-u mogu se koristiti pentan, tetrahidrofuran, etan, diklorodifluorometan
i dietileter [3].

Detektori koji se mogu Koristiti su vrlo osjetljivi i nisu strogo specifi¢ni ve¢ su
univerzalni te su isti kao detektori kod plinsko-tekucinske kromatografije $to ¢ini jednu od
glavnih prednosti ove metode. Primjer jednog detektora je plamenoionizacijski detektor
koji ima ulogu u SFC-u da omoguci $irenje superkriticnog nositelja kroz sapnicu u vodikov
plamen $to bude popra¢eno promjenom elektri¢ne vodljivosti medija uzrokovanom ionima

koji su nastali iz analiziranog uzorka [3].

Prednost ove metode je S§to moze analizirati i odrediti spojeve koje ostale
kromatografske metode ne mogu. Neki od takvih spojeva su spojevi koji nisu hlapljivi ili
su toplinski nestabilni te u svojoj strukturi ne sadrze kromoforne skupine koje se koriste

kod fotometrijske detekcije [3].

Kod odredivanja vitamina topivih u mastima (A, D, E i K) iz ulja sjemenki i
otpadnog ribljeg ulja, koriStena je SFC. Uz postupak saponifikacije ova metoda bila je
uspjesnija 1 produktivnija. Metoda SFC je korisna, u€inkovita te iziskuje kratko vrijeme
rada zbog ¢ega je primjenjiva u raznim industrijskim postrojenjima. Iz ribljeg ulja pomocu

SFC metode izdvojeni su a, v i 8-tokoferoli i vitamin A, odnosno retinol [24].

Sljede¢i primjer upotrebe SFC-a  je odredivanje vitamina E iz odredenih
prehrambenih proizvoda. Ovom metodom u vrlo kratkom vremenskom intervalu izdvojili
su se vitamini A i E (brzo izdvajanje ovih vitamina dogodilo se zbog direktne injekcije
ekstrakta), $to dokazuje uéinkovitost i kvalitetu ove metode. Kod vecine kromatografskih
pa tako i ostalih metoda za bolji rezultat koriste se i druge metode ili postupci za

odredivanje pojedinih komponenata [25].

4.1.4 TANKOSLOJNA KROMATOGRAFIJA
Tankoslojna  kromatografija zajedno s  papirnom  kromatografijom i

elektrokromatografijom ¢ini metode plosne kromatografije. Zajednicke karakteristike ovih
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metoda su da koriste ravan, relativno tanak sloj tvari koji se nanosi na razne povrsine koje
mogu biti staklene, metalne ili plasti¢ne. Najupotrebljivija metoda plosne kromatografije je
tankoslojna kromatografija. Njene prednosti su brzina, dobra razlu¢ivost i osjetljivost te
niska cijena. Tankoslojnu i teku¢insku kromatografiju medusobno povezuju mobilne i
stacionarne faze, koje su kod ove dvije metode vrlo slicne. Rezultati koji se dobiju
metodom tankoslojne kromatografije mogu uvelike pomoc¢i kod izvedbe ucinkovite

tekucinske kromatografije [3].

Ova metoda postala je nezamjenjiva, kod provjeravanja cistoe proizvoda u
industriji lijekova, a osim toga Cesto se upotrebljava u klinickim i industrijskim

laboratorijima te kod kemijskih i biokemijskih istrazivanja [3].

Stacionarna faza kod tankoslojne kromatografije je tanki sloj fino usitnjenih zrnaca
koji prianja na staklenu plo¢u. Ova zrnca su vrlo sli¢na stacionarnim fazama ostalih
kromatografskih metoda. Osim stacionarne faze koja sli¢i stacionarnim fazama ostalih

metoda i mobilne faze takoder imaju zajednicke karakteristike [3].

Priprava ploca kod tankoslojne kromatografije vrlo je bitan dio same metode. Ploce
koje se koriste u ovoj metodi, pripravljaju se tako da se rasprsi vodeni mulj, kojeg ¢ine fino
usitnjene Cestice ¢vrste tvari, na Cistu povrSinu ploce, koja moze biti napravljena od stakla
ili plastike ili moze biti mikroskopska plo¢a. U rasprSeni vodeni mulj mogu se dodati
veziva koja poboljSavaju medusobno povezivanje zrna ili njihovo povezivanje s povrSinom
na koju se nanosi, $to pridonosi efikasnosti metode. Nakon rasprSivanja, ploce se ostavljaju

kako bi se osusile. SuSenje Se odvija u susionicima i moze biti dugotrajno [3].

Svrha kromatografskih metoda je odvajanje sastojaka smjese izmedu stacionarne i
mobilne faze. Kod tankoslojne kromatografije postoji postupak razvijanja kromatograma,
koji oznaCava prolazak uzorka koji se nalazi u mobilnoj fazi, kroz stacionarnu fazu.
Razvijanje kromatograma ekvivalentno je procesu eluacije kod tekucinske kromatografije.
Proces zapocinje tako da se uzorak nanosi u obliku otopine u tocku, koja se nalazi blizu
jednog kraja ploce. To mjesto se oznaci olovkom. Zatim slijedi otparavanje otapala koje se
nalazilo na povrsini ploce. Nadalje, ploa se stavlja u komoru koja bude zatvorena i
zasi¢ena parama razvijaca. Dio ploCe uroni se u razvija¢, no mora se obratiti pozornost da
uzorak ne dode u neposrednu interakciju s razvijacem. Kada razvija¢ u kojem je uronjena
ploca, prode polovinu ili vise od polovine ploce, ploca se izvadi iz komore i ostavi da se

osusi. Dobiveni rezultati se o¢itavaju na vise nacina [3].
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Vecina tvari koje se uzmu kako bi se odredile ovom metodom, nisu obojene.
Budu¢i da tvari nisu obojene, nakon zavr$etka kromatografskog postupka vazno je na neki
nacin detektirati odnosno neobojene tvari uciniti vidljivima. Kod detekcije tvari postoje
dva nalina, jedan je da se kromatogram prska otopinom joda ili sa sumpornom kiselinom.
Na ovaj nacin najvise se odreduju organski spojevi jer oni mogu reagirati s otopinom joda
ili sa sumpornom kiselinom, pri ¢emu daju tamno obojene spojeve. Drugi naéin detekcije
je da se kod pocetne priprave sloja doda fluorescentni indikator. Ocitavanje ovih rezultata
vi$i se pod UV-svjetlom, gdje sve bude fluorescentno osim dijelova gdje se nalaze
odijeljene komponente koje ne fluoresciraju [3].

Primjer odredivanja raznih vitamina, pa tako i vitamina E, iz raznih uzoraka,
metodom tankoslojne kromatografije ukljuuje odvajanje smjese vitamina pomocu
silikagela na povrsini od aluminija. Rezultati postaju vidljivi pomocu ultraljubicastog

svijetla i na taj nacin se detektiraju [26].

4.2. EKSTRAKCIJA

Osim kromatografskih metoda koje su najpogodnije za odredivanje vitamina E,
koristi se i postupak ekstrakcije. Postupkom ekstrakcije vitamin E se ne moze direktno
odrediti ve¢ se izdvaja iz smjese odnosno iz uzoraka, a zatim se ostalim metodama moze
odrediti. Zajednicko svih metodama je to da se one medusobno kombiniraju kako bi se u
konacnici dobio §to bolji rezultat. Ekstrakcija je postupak gdje se tvari razli¢itog podrijetla
odvajaju pomocu dva otapala koja se medusobno ne mijesaju. Ima veliki broj razlicitih

vrsta procesa za odvajanja tvari [3].

Kod ekstrakcije poznate su dvije veli¢ine koje se koriste za opisivanje raspodjele
otopljene tvari koja se nalazi u otapalima koji se medusobno ne mijeSaju, a to su:
koeficijent raspodjele ili distribucije i omjer raspodjele ili distribucije. Koeficijent
raspodjele je konstanta ravnoteZze koja govori kako su rasporedene otopljene tvari u
otapalima koja se medusobno ne mijeSaju. Omjer raspodjele je pak omjer analitickih
koncentracija u dva otapala koja se takoder medusobno ne mijeSaju. Ako je promatrani
sustav jednostavan omjer raspodjele ekvivalentan je koeficijentu raspodjele, no kod

slozenih sustava ove dvije veli¢ine uvelike se mogu razlikovati [3].
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Kod ekstrakcije je vazno napomenuti, da je puno efikasnija ako se odvija s vise
manjih obroka otapala koje se koristi za ekstrakciju odredenog uzorka, nego da se

ekstrakcija odvija u jednom obroku otapala koji bude u velikoj koli¢ini [3].

Ekstrakcijski postupak moze se podijeliti u tri skupine s obzirom na razdvajanje
izmedu dva otapala koja se ne mijeSaju: jednostavna ekstrakcija, iscrpna ekstrakcija i

protustrujna frakcionacija [3].

Jednostavnu ekstrakciju karakterizira da je omjer jedne komponente u ispitivanom
uzorku povoljan, a omjer druge komponente nepovoljan. Kod ovih sustava odjeljivanje
vrlo kratko traje, nije komplicirano i kvantitativno je. Otopina koja sadrzi analit u ovom
slucaju ne iziskuje velike koli¢ine potrebnog otapala, za dobre rezultate potrebno je samo
Sest obroka svjezeg otapala. Aparatura koja se koristi u ovom slucaju takoder je

jednostavna i ukljucuje obican lijevak za odjeljivanje [3].

Iscrpnu ekstrakciju obiljezava omjer komponenata koji je kod obje komponente
vrlo nepogodan te se priblizavaju nuli. Aparatura je nesto sloZenija i ukljucuje organsko
otapalo koje prolazi niz procesa, destilira se, kondenzira i usmjeruje na prolazak kroz
vodeni sloj. Ovaj postupak ekstrakcije ponavlja se nekoliko stotina puta sa svjezZim

odgovarajuc¢im otapalom [3].

Protustrujna frakcionacija specifi¢na je po tome Sto se kod nje koriste automatski
uredaji, jer se ovdje izvodi nekoliko stotina uzastopnih ekstrakcija. Primjenom ovih
uredaja frakcionacija se izvodi u protustrujnoj shemi u kojoj se raspodjela izmedu svjezih
obroka obiju faza dogada u nizu zasebnih stupnjeva. Prednost ove metode je Sto moze
odvajati komponente koje imaju vrlo slicne vrijednosti omjera raspodjele, moze odjeliti

komponente iako se koeficijenti zadanih komponenta ne razlikuju za vise od 0,1 [3].

Ekstrakcijski postupci preferirani su u odnosu na ostale metode odjeljivanja jer je
za njihov rad potrebno puno manje vrijeme, zaobilaze probleme kao S§to su talozenje ili
naknadno taloZzenje te su idealni za izolaciju tvari koji se nalaze u tragovima u odredenim

uzorcima [3].

U narednom tekstu, bit ¢e dani primjeri odredivanja vitamina E postupkom
ekstrakcije i ostalih metoda koje su pomogle za kona¢no odredivanje. Pomocu postupka
ekstrakcije iz raznih biljaka i urina izolirali su se a-tokoferoli, odnosno vitamin E. Kod

odredivanja vitamina E iz ljudskog urina znanstvenici su pronasli efikasnu metodu koja je
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podrazumijevala direktnu ekstrakciju pomocu dietil etera. Ova metoda zahtjeva vrlo malu
koli¢inu ispitivanog uzorka. Postupak je zahtijevao niz razli¢itih koraka kao §to su
hidroliza konjugiranih oblika, zakiseljavanje otopine i u konacnici ekstrakcija s dietil
eterom [13, 27].

Sljede¢i primjer je odredivanje vitamina E iz mlijeka pomocu ekstrakcije s
heksanom. Zanimljivost ove metode je Sto se mogla izvrSiti sa ili bez prethodnog koraka
saponifikacije. Analiza dobivenih ekstrakta odvijala se pomoc¢u metode HPLC-a i UV
detekcije. Konacni rezultati usporedivali su se s rezultatima gdje je bila koriStena
prethodna saponifikacija 1 onim rezultatima gdje ona prethodno nije bila izvrSena.
Zakljucak istrazivanja bio je da je metoda koja je koristila postupak saponifikacija bila

uspjesnija [28].

Novija metoda za odredivanje a-tokoferola bila je tekuée-tekuce mikroekstrakcija
(DLLME). Ovom metodom znanstvenici su odredivali a-tokoferole iz raznih Zitarica.
Metoda je pokazala odli¢ne rezultate u usporedbi s rezultatima starih metoda, bila je

produktivnija, preciznija i osjetljivija [29].

4.3. OSTALE METODE ODREDIVANJA

Osim prije spomenutih kromatografskin metoda koje su najrasprostranjenije i
postupka ekstrakcije, postoje 1 ostale metode pomocu kojih se mogu odrediti vitamin E 1 a-
tokoferoli. Jedna od tih metoda je spektrofotometrija. Ova metoda koriStena je u primjeru
odredivanja antioksidansa, u koje se ubraja i vitamin E, iz zitarica i raznih sjemenki kao $to
su kukuruz i soja. Odredivane su koli¢ine prisutnih antioksidansa postupkom koji se
bazirao na redukciji atoma Mo(VI) u Mo(V) gdje se kao produkt dobio spoj zelenkaste
boje pri niskom pH okruZzenju. Ako se iskljuc¢ivo odreduje vitamin E iz nekog sjemena,
onda su za izvedbu ove metode potrebni fosfomolibden i heksan koji potom idu u postupak
ekstrakcije. Rezultati koji su dobiveni pokazali su da je spektrofotometrija vrlo pogodna i
kvalitetna metoda za odredivanje vitamina E iz Zitarica. Spektrofotometrija se kao i veéina
metoda, moze koristiti kao samostalna metoda ili moZe biti metoda koja pomaze nekoj

drugoj metodi, u $to boljem odredivanju tvari [30].

Kolorimetrija je sljede¢a metoda koja moze pomoci kod odredivanja vitamina E.

Koristenje ove metode prikazano je u istrazivanju znanstvenika koji su iz uzoraka
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palminog ulja, oleina i stearina odredivali koli¢ine vitamina E [31]. Kod odredivanja
vitamina E odnosno a-tokoferola koristili su frakcioniranje pomoc¢u anionskog tenzida te
potom Emmerie-Engelovu metodu u kojoj tokoferoli i tokotrienoli reduciraju Zeljezo koje

potom formira obojeni kompleks s dipiridilom, ¢ija se apsorbancija mjeri na 520 nm [31].

Sljede¢a metoda je masena spektroskopija sekundarnih iona s analizatorom
vremena leta (TOF-SIMS) koja je efikasna za odredivanje raznih biomolekula. Ova metoda
provodi se tako da se na povrsinu ispitivanog uzorka nanesu odredene koli¢ine iona. Nakon
nanoSenja dolazi do sudaranja iona s atomima uzorka, stvara se energija i s povrSine
uzorka izbacuju se sekundarni ioni. Elementi koji se mogu odrediti ovom metodom su
detekciju odredenog elementa iz danog uzorka. Primjer koriStenja ove metode je
odredivanje a-tokoferola iz ljudskih stanica te istrazivanje njihove reakcije na oksidativni
stres. Upotrjebljena metoda omogucavala je znanstvenicima promatranje raspodjele
antioksidansa a-tokoferola i drugih molekula u staniénim strukturama pomocu snimanja
TOF-SIMS. Na ovaj nacin odredeni su antioksidativni o-tokoferoli iz raznih dijelova
ljudskih stanica, a rezultat istrazivanja pokazao je povecanu prisutnost o-tokoferola kao

odgovor na patogene [32].

Sljedeca metoda je DLLME koja je pogodna za odredivanje a-tokoferola iz Zitarica.
Postupak metode temelji se na disperziji Cestica u vodenoj fazi, gdje nastaju kapljice koje
dolaze u kontakt s uzorkom, nakon ¢ega slijedi ekstrakcija i odredena tvar (npr. vitamin E)
se na taj na¢in moze odrediti [29]. Nakon S$to se analiti izoliraju, pomo¢u UV ili

fluorescentne detekcije mogu se odrediti te se mogu izvesti odgovaraju¢i zakljuéci [1].
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5. ZAKLJUCAK
Vitamini su vrlo bitni spojevi ljudskom organizmu. Postoje vitamini koji su topivi u
mastima i vitamini topivi u vodi. Ovaj rad baziran je na vitaminima topivim u mastima jer

u tu skupinu spada vitamin E.

Vitamin E spada u skupinu tokoferola, a a-tokoferol najpoznatiji je i
najzastupljeniji predstavnik ove skupine spojeva. Vitamin E se iz raznih uzoraka moze na

relativno jednostavne 1 brze nacine izolirati 1 odrediti.

Od svih metoda koje se koriste za odredivanje vitamina E, kromatografske metode
su ipak najprimjenjivanije. Od svih kromatografskih metoda najistaknutija je HPLC. Ova
metoda pokazuje vrlo dobre, brze i pouzdane rezultate. Osim HPLC-a, za odredivanje
vitamina E, mogu posluziti i druge kromatografske metode, koje ovisno o uzorku, aparaturi
1 sliénim faktorima, imaju prednost jedna nad drugom. Za Sto bolje rezultate i konacne
produkte, znanstvenici kombiniraju vise metoda ili postupaka za odredivanje pa tako, osim
kromatografskih metoda, za odjeljivanje i odredivanje mogu posluziti postupak ekstrakcije,
razne kolorimetrijske metode i detekcije kao Sto su: UV detekcija ili detekcija

fluorescencije.
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