DOZAREA VITAMINEI E iN LAPTE PRIN METODA
COLORIMETRICA

Principiul metodei. La cald si in prezenta acidului azotic concentrat, tocoferolii se
oxideaza cu formarea unui compus colorat ce se poate colorimetra.

Reactivi.

1) Solutie apoasa de hidroxid de potasiu 60%

2) Etanol absolut 96%

3) Eter etilic anhidru

4) Sulfat de sodiu anhidru

5) Acid azotic concentrat

6) a-tocoferol pur, forma liberd, pentru solutia etalon

Modul de lucru. intr-un balon ce poate fi adaptat la un refrigerent ascendent, se toarna
100 ml lapte, 25 ml solutie de KOH 60% si 20 ml etanol 96%. Se fixeaza refrigerentul si se
mentine pe baia de apa la fierbere timp de 2 ore. Hidrolizatul obtinut se raceste, se dilueaza cu
20 ml apa distilata si se trece cantitativ intr-o palnie de separare.

Extractia tocoferolilor se face cu eter etilic care se introduce in palnie in trei reprize:
prima extractie cu 50 ml, iar urmatoarele doua cu cate 25 ml eter. Extractele eterice se reunesc
si se spala de 3-5 ori cu apa distilata (pand la disparitia reactiei alcaline dupa fenolftaleina).
Extractul eteric se deshidrateaza apoi cu 5-7 grame de sulfat de sodiu anhidru, pana la limpezire
completa. Se filtreazd apoi intr-un balon de 100 ml, iar precipitatul de pe filtru se spald cu
volume mici de eter.

Eterul se evapora pe baia de apa la fierbere, iar reziduul uscat obtinut se dizolva in 5 ml
etanol absolut. Peste solutia etanolicd se pipeteazd 1 ml acid azotic concentrat. Se cupleaza
balonul la un refrigerent ascendent si se incalzeste timp de 3 minute pentru oxidarea
tocoferolilor.

In calitate de control, se utilizeaza 5 ml etanol absolut peste care se pipeteaza 1 ml HNO;3
concentrat si se incalzeste timp de 3 minute ca si proba de analizat, pe baia de apa la fierbere.

Mediile de reactie din proba si control se transvazeaza apoi in baloane cotate de 25 ml.
Ambele baloane se racesc apoi si se mentin timp de 15 minute la intuneric pentru dezvoltarea
culorii dupa care se aduc volumele la semn cu etanol absolut si se citeste extinctia probei fata

de control 1la 470 nm.



Calculul rezultatelor. Pentru trasarea curbei de etalonare se prepard solutii de o-
tocoferol 1n etanol absolut de concentratii succesive (cuprinse intre 0,5 si 10 pg/ml). Se
pipeteazd apoi cate 5 ml din fiecare solutie astfel obtinuta in baloane curate si perfect uscate
dupa care se adaugd cate 1 ml acid azotic concentrat. Operatiunile ulterioare sunt identice cu
cele descrise pentru proba de analizat. Calcularea concentratiei de tocoferoli se face folosind

urmatoarea formula:
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; unde: ¢ — continutul de vitamind E din materialul analizat (mg tocoferoli/1 gram

de material biologic); a — cantitatea de vitamind E din proba calculata pe curba de etalonare
(ng/ml); V — volumul materialului biologic luat in lucru (ml); D — densitatea materialului

biologic (g/ml); 1000 — coeficient de trecere de la pg la mg tocoferoli.



