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Vyndlez sa tyka pouZitia 2,6-ditercbutyl-4-metylfenolu pre stanovenie obsahu
octanu viteminu A vzorcov I. a II. zohYadnujice biologiclki ﬁEinnost‘jednotlivich izo~
mérov metodou kvapalinovej chromatografie na silikagéli s chemicky viazanymi oktade=~
cylovymi skupinami.
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Na stanovenie obsahu octanu vitaminu 4 sa doteraz pouZiva spektfofotometrické
metoda, ktord nie je dostatolne selektivna. Prifomnost’balestnich 1ldtok absorbujdcich
v oblasti: 320 8% 330 nm rudi presnost a sprdvnost’ visledkov /Knobloch E., Fyzikdlné
chemické metody stanoveni vitamind, 1956/. Oddelenie t¥chto balastnfch 1&tok Eiamstodne
rieSi CS A0 246254 sorbciou na stipei 41,04,

Viaceri autorl sa zaoberali plynovo-chromatografickou metodou stanovenia obsahu
vitaminu A, Vecchi M. a spol. /J. Chrom. 83, 1973, 447-453/ zjistili, Ze metdda nie je
uspokojivd, Nepodarilo sa tplne separovat jednotlivé izoméry, vzorku treba pred ndstre-
kom uprevovat‘zmydelnenim a ndslednou silyldciou, v injeknom priestore chromatografu
nastdva Giastolnd reizomerizécis vzorky. ’

Vecchi a spol. analyzovali octan viteminu A bez predchéddzajicej vdpravy vzorky
zmydelnenim metodou kvapalinovej chromatografie v systéme s normdlnymi f4zami s pouZi-
tim naftalénu a etylbenzodtu ako interného Standardu. LukaZoviSovd a KarabinoSovd analy-
zovali octan itaminu 4 v systéme s reverznjmli fézemi s pouZitim kry¥telického vitaminu
A acetdtu ako Htandardu (CS A0 260286). Nebralas sa viak do tvahy biologickd "dinnost’
jednotlivy¥ch izomérov a presnps€ stanovenia je ovplyvnend nestabilitou pouZitého Ztan-
dardu,

Nevyhodou tychto postupov je zloZitd dprava vzorky. Dalej hlavne nepreenoat’etano-
venia spdsobend pri spektrofotometrickych postupoch pritomnoston balastnfch létok
a pri pouZiti chromatografického delenia nestabilitou externého Standardu e nezohlhd~
novan{ biologickej @Sinnosti jednotlivych izomérov.

Uvedené nedostatky odstranuje pouZitie 2,6~ditercbutyl-4-metylfenolu ako sekunddr-
neho externého Standardu, ktory je beZfne dostupny a pouZiva sa hlavne sko antioxidadny
stebilizdtor (M, Manddk e kol.,Liekové formy, 1985).

Pri hledani vhodného sekunddrneho externého itanderdu na stanovenle obsahu octanu
vitaminu A sme s prekvapenim zistili, Ze 2,6-diterchutyl-4i-metylfenol md v danom chro-
matografickom systéme podobnﬁ?pohyblivost‘ako octan vitaminu A, prifom md velmi dobré
rozlifenie od vSetkfch zlofiek a v pouZitej koncentrdcii je spektrilne detegovatelﬁi.

Navrhovand metoda stanovenia octanu viteminu A chromatografiou na stipei sa sili-
kagélom s chemicky viazanymi oktadecylovymi skupinami a pouZitim sekunddrneho externé-
ho 3tandardu 2,6-ditercbutyl-4-metylfenolu, zohladnujica biologickd ﬁ&innost’jednotli-
vych izomérov déva dosial’ najpresnejii obraz o biologickej U¥innosti vitamfnu A vo
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forme koncentrdtu octanu vitaminu &4 i v sypkfeh forméch octanu vitaminu A, Vyndlez
sa vyhodne vyuZije pri stanoveni vitaminu A v chemicko-farmaceutickom priemysle.

Postup podla vyndlezu je objssneny na prikladoch prevedenia bez toho, e by tieto
obmedzovali predmet vyndlezu.

Priklad 1

Stanovenie responzného faktora

Roztok sekunddrneho externého Standardu:

Do odmernej banky na 25 ml sa navd%i 0,12 g bezfarebného krystalického 2,6-ditercbu~
tyl-4-metylfenolu, rozpusti sa v izopropanole a doplni sa izopropanolom po znadku,
poufiva sa vidy Serstvo pripraveny.,

Roztok kryStalického vitaminu 4:

Do 25 ml odmernej banky sa navéZi esi 0,025 g krystalického octenu vitaminu 4, roz-
pusti sa pretrepanim v izopropanole s doplni sa izopropsnolom po znadku, 2% tohoto
roztoku sa odpipetuje 1 ml do 50 ml odmernej banky a doplni sa po znalku izopropano-
lom.

Postup: Do kvapalinového chromstografu sa nastrekne po 3x roztok sekunddrneho externé-
ho Standardu a roztok kryStalického octanu viteminu A, 2 priemernych hodnSt pldch sa
vypodita responzny fakior:

R = Pa' Nt
' Pite Mg
P, = plocha piku krydtalického octanu vitaminu A

Pit = plocha piku sekundérného externého Standardu
ndvafok kryStalickébo octanu viteminu A v g
névaZok sekundédrneho externého Standardu v g

=
]

Roztok vzorky:

Do 100 wl odmernej banky sa navé%i asi 0,150 g vzorky octanu viteminu A vo forme syp-
kej hmoty, pridd sa 2 ml vody a nechd sa rozpustit’ v ultrazvukovom kipeli. Banks sa po
ochladeni doplni izopropesnolom, pretrepe. Roztok sa prefiltruje cez filtralny papier

a z £iltrdtu sa pipetuje 2,0 ml do 25 ml odmernej banky a doplni sa izopropanolom po
znadku, )

- Vliastné stanovenie: Do kvapalino§ého chromatografu se nagstrekme po 2x roztok vzorky

a roztok sekunddrneho externého Standardu.

Pypelyged
Pgtcnvzcaf

X =

Obsah 13-cis izoméru v m.J./g sa vypoéita:

P .y,.q
g2 88 3 089. 0,819

Pét'nvz'nf
Celkovy obsah octanu viteminu A v m.J./g sa vypolita: 2z =ax + Y
P,, = plocha piku vzorky

Pgy = plocha piku sekunddrneho externého Standardu

n,, = névaZok vzorky v g
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n g, = névaZok sekunddrneho externého Standerdu v g

q = obsah kry¥telického octanu vitaminu 4 v m.j./g, stanoveny podTa 8l

R, = responzny faktor

1,089 = prepolitavaci faktor na 13-cis izomér /Stenerle H., J.Chrom., 206, 1981, 2,
319-326/

0,819 = &3innost 13-cis izoméru vzhladom na all-~trans izomér /Knobloch E., Pokroky ve
farmacii 2, 1980, 242/

Podmienky chromatografického stanovenia:

Kolona: Lichrosorb RP - 18,7 um

Mobilnd fdze: acetonitril ~ vode : 83-17

Prietok: 1,80 ml/min

Detekcia: 300 nm /sekunddrny externy Stendard,/ 325 nm / octan vitaminu A/

Citlivost' detektora: 0,32 AUFS

Ndstrek: Rheodyne nalve 20 w1
Retenény Cas all-trans izoméru : cca 12 min,
Retendny Cas 13=-cis izoméru : cca 11 min.
Retendény Cas externého Btandardu : cca 4 min.

Priklad 2

Stanovenie responzného faktora ako v priklade 1., Pripravas vzorky: Do 100 ml od~
mernej banky sa navdZi ssi 0,030 g vzorky vo forme koncentrdtu octanu viteminu 4, pri-
d4 sa izopropanol a vzorka sa rozpusti pretrepanim, Banka sa doplni po znaku izopro-
panolom. Roztok sa prefiltruje cez filtradny papier a z filtrdtu sa pipetuje 2 ml do
25 ml odmerne] banky e doplni sa po znalku izopropsnolom. % tohoto roztoku sa nastre=~"
kuje 2x do kvapalinového chromatografu a 5&133 sa postupuje ako v priklade 1,

PREDMET VYNLLEZU

PouZitie 2,6-ditercbutyl-4-metylfenolu sko sekundérneho externého Standardu pre
stanovenie obsahu octanu viteminu A vzorcov I, a II,
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metodou kvapalinovej chromatografie na silikegeli s chemicky viazenymi oktadecylovymi
skupinami.
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