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Metoda spectrofluorimetrica de determinare a vitaminei E
prin extracpie din ser in hexan
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Liposoluble vitamins can be assayed in biologic matrices by spectrofluorimetric methods provided they
possess native fluorescence or can be readily converted to fluorophores. The paper presents a fluorimetric
assay of vitamin E in calf serum by extraction with hexane. The method was developed for concentrations
of vitamin E in the range 2 to 60 micrograms/mL, with excitation and emission wavelengths of 290 nm and
307 nm, respectively, by using corrected spectra for blank. The method is linear in the range 2 - 50 ug/mL,
with a 0.68 pg/mL detection limit and a 2.27 ug/mL quantification limit.
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Spectrofluorimetria are multe aplicapii la determinarea
cantitativd a unor compu®i organici sau a unor molecule
de importanpd biologicd, cum ar fi tiamina, riboflavina,
adrenalina, colesterolul, parafinele, sau a unor
sensibilitapii ei, fluorimetria i° gase®te, de asemenea, largi
aplicapii in enzimologie, ca, de exemplu, la determinarea
activitapii enzimatice sau determinarea cantitativd a
dehidrogenazelor [1]. Determindrile fluorimetrice sunt
sensibile ©i selective, putandu-se determina concentrabii
de 100 - 1000 ori mai mare decét cea a celor mai multe
metode bazate pe absorbpie moleculara.

Multe dintre vitamine posedd, datoritd structurii lor
aromatice care conpine grupari substituente, fluorescenpa
nativa sau pot deveni fluorofore intr-o maniera simpla [1-
3].
Tocoferolul prezinta fluorescenpd nativa atunci cand este
dizolvatin hexan [2], de aceea poate fi determinat in sénge
9 pesuturi dupa extrachia acestuia din matricea organica
in hexan [1, 4, 5]. Lucrarea de fapd propune elaborarea
unei metode de dozare fluorimetrica a vitaminei E din
forme farmaceutice, in matrice similaré cu cea a probelor
biologice (ser, sange total, omogenat tisular etc.),
cunoscandu-se rolul antioxidant pe care aceasta il are in
organism [6-8].

DeCi precizia °i selectivitatea de determinare din matrici
biologice sunt mai mariin cazul metodelor cromatografice
[9-12] sau electroforetice [13], prepararea probei se face
mai u®or in cazul metodelor spectrofluorimetrice. De
asemenea, este de remarcat faptul ca o astfel de metoda
are un prep/analizd considerabil redus fajd@ de metodele
cromatografice sau de electroforeza capilara.

Partea experimentald

Reactivi: acetat de DL-a-tocoferol, substanpa de referinpd
(Merck); vitamina E (EC) capsule gelatinoase moi (Biofarm
S.A. Bucure®ti); ser de bou (Institutul Cantacuzino); ser
fiziologic; etanol (Chimopar); hexan (Merck).

Solupii utilizate: solupie acetat de DL-a-tocoferol etalon
stoc -12,284 mg/mL,; solupiile de DL-a-tocoferol etalon de
lucru: din prima solupie se realizeaza solupii diluate n
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etanol, astfel incét sa fie acoperit domeniul de investigat;
solupia proba stoc de EC: conpinutul a 5 capsule gelatinoase
moi (echivalent a 1,25 g) se aduc cantitativ intr-un balon
cotat de 5 mL cu etanol °i se omogenizeazd; solupii proba
de lucru: din solupia proba se realizeaza solupii diluate in
etanol pentru a acoperi domeniul de investigat. In
continuare s-a lucrat conform tabelului 1.

Determindrile au fost efectuate utilizdnd spectro-
fluorimetrul Perkin Elmer LS 50B, cu parametrii
instrumentali de baza redapi Tn tabelul 2, precum ©i
spectrofotometrul de absorbpie UV-VIS Cary 100 Bio;
graficele au fost realizate cu programul MicroCal Origin,
versiunea 6.0.

Rezultate ©i discupii

Inipial am determinat lungimea de unda de excitare cea
mai potrivitd ca fiind maximul benzii de absorbpie in UV a
solupiei de vitamin& E in hexan (fig. 1). Acest lucru a condus
la 0 lungime de unda de excitare de 290 nm (pupin diferita
de cea indicatd in literaturd, de 295 nm), care apoi a fost
verificatd spectrofluorimetric ca fiind optima pentru
determinarea vitaminei E Tn hexan.

S-au trasat spectrele de emisie ale extractelor in hexan
pentru seriile de etaloane preparate, pentru blank °i pentru
probele de EC in etanol. Se observa aparipia la 316 nm a
benzii Raman a solventului (hexan) care poate conduce
la interferenpe spectrale [1]. De aceea, spectrele au fost
corectate cu proba blank (fig. 2), obpinand in aceste condipii
0 banda de emisie cu maxim la 307 nm, care a fost utilizat
ulterior la trasarea curbelor de calibrare. Trebuie remarcat
faptul ca la 340 nm (lungime de undé indicata in referinpele
bibliografice pentru analiza vitaminei E in hexan - [1, 4, 5,
11, 12]) apare doar un umér al benzii de emisie a vitaminei
E, in timp ce banda de la 307 nm este evident o banda
analiticd buna pentru dozare.

Am verificat faptul ca spectrele probelor blank
corespunzatoare serului fiziologic °i celui de bou sunt,
practic, identice in condipiile metodei, a®a cé in continuare
am utilizat drept blank serul fiziologic.

Pe baza valorilor intensit&ilor radiapiilor emise obpinute
pentru maximul de la 307 nm a fost trasatd dreapta de
etalonare utilizata pentru dozarea vitaminei E. Aici trebuie

167



Blank Etalon Probi
Ser de bou
100 pL 100 pL 100 uL
sau ser fiziologic
EC in etanol - - 100 pL
Etanol 100 pL - -
Vitamina E etalon - 100 pL _ Tabelul 1
ETAPELE DE PREGATIRE A
— - BLANKULUI, ETALOANELOR @] A
S 1
¢ agitid usor 15 secunde pe mixer Vortex PROBELOR
Hexan 2.4 mL 2.4 mL 24 mL
Se agitd energic 30 secunde pe mixer Vortex
Hexan 24 mL 24 mL 24 mL
Se agitd ugor 15 secunde pe mixer Vortex
Se centrifugheazi 15 minute la 3000 rotatii/minut
Se colecteaza si se determind spectrofluorimetric vitamina E dintr-un aliquot de 2 mL fractie
organici
Fluorescenti
Parametru Absorbtie UV
Excitare Emisie
Tabelul 2
Lungimea de unda fixa - 290 nm - PARAMETRII INSTRUMENTALI
FOLOSIPI LA TRASAREA
Fanta 2 nm 3 nm 3 nm SPECTRELOR
Domeniul inregistrat 250 -300 nm - 300 ~410 nm
Viteza de trasare a spectrului 600 nm/min - 1000 nm/min
menpionat faptul cd, in cadrul unor experimente - )
preliminarii de dozare a vitaminei E Tn hexan prin DL = 23294
spectrofluorimetrie, s-a constatat c&, la concentrapii mai B
mari de 100 pg/mL, apare un fenomen de inhibipie a [ = 10%0, 2
fluorescenpei datoratd concentrapiei (efect de cuva Q B
internd), ceeace ne-adeterminat sd alegem concentrapia unde:

maximé de lucru mai mica de 100 pg/mL (fig. 3).

Afost trasata curba de etalonare a vitaminei E in n-hexan
prin extracpie utilizand valorile corectate ale intensitapii
maximelor radiapiilor emise (fig. 4). Fiecare punct este
media a 5 determindari independente. Dupa cum se poate
observa, intensitatea radiapiei emise este liniard cu
concentrapia de vitamina E in domeniul 2 - 50 pg/mL, cu
un coeficient de corelapie de 0,99526.

Pentru dozarea vitaminei E din preparatul farmaceutic
EC s-au luat in lucru 5 capsule gelatinoase moi EC, carora
le-a fost extras conpinutul uleios cu o seringd de 1 mL . S-a
cantdrit conpinutul celor 5 capsule (1,25 g) i a fost adus
cantitativ la balon cotat de 50 mL cu etanol. S-a obpinut
astfel o solupie stoc de preparat farmaceutic din care s-au
efectuat solupii diluate pentru a intra ih domeniul de
concentrapii investigat pentru vitamina E acetat.

Limitele de detecpie (DL) °i de cuantificare (QL) au fost
determinate pe baza formulelor (1) ©i (2), recomandate
de normele de validare ICH Q2(R1) [14]:
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0, este abatererea standard a ordonatei la origine,
- panta dreptei de dozare.

Pe baza parametrilor calculapi pentru dreapta de dozare
% a formulelor (1) ©i (2), au fost determinate limitele de
detecpie °i de cuantificare de 0,68 pg/mL ©i 2,27 pg/mL,
respectiv.

Pentru determinarea concentrafiei vitaminei E din
preparatul farmaceutic EC a fost folosita formula de calcul
(3) %i valorile intensitapii radiapiei emise corectate pentru
probe.

., = 5,7633 + 9,54454 - [E] 3)

unde cu [E] a fost notatd concentrapia de vitamind E
exprimatd in pg/mL.

Dupa corecpia cu factorul de dilupie, s-a obpinut pentru
vitamina E acetat din preparatul farmaceutic EC
concentrapia de 133,5 £ 0,2 mg/capsuld de produs
farmaceutic, folosind doud solupii diluate ale probei din
capsuld, preparate Tn acest scop. Coeficientul de regasire
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Fig. 1. Spectre de absorbpie UV ale vitaminei E in hexan
(1=211pg/mL, 2 =423 pg/mL, 3=284.7 pg/mL,
4 =211.9 pg/mL) bund pentru dozare.
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Fig. 2. Spectre de fluorescenpa corectate de fond, utilizate pentru
dreapta de etalonare

mediu determinat a fost de 92,7%, pe baza a cinci
determindri independente.

Concluzii

Metodele spectrofluorimetrice prezinta specificitate,
selectivitate °i limite coboréate de detecpie, fiind de mare
interes In determindrile cantitative ale unor analipi din
matrici complexe, biologice.

Lucrarea prezintd o metoda spectrofluorimetrica de
dozare a vitaminei E din ser, folosind extracpia acestei
vitamine liposolubile in n-hexan. In acest scop, s-a elaborat
un procedeu de extracpie care utilizeaza dizolvarea in
etanol, ca agent intermediar intre matricea apoasa °i cea
organica. Determinarea a fost facuta fapd de o proba blank,
extrasd in mod similar, al carei spectru a fost scazut din
spectrul de emisie al etaloanelor °i probelor, pentru
eliminarea semnalelor parazite (banda Raman).

Metoda presupune excitarea probei extrase la 290 nm
O citirea intensitapii radiapiei emise, dupa corectarea cu
proba blank, la 307 nm. A fost demonstratd liniaritatea
metodei in domeniul 2 - 50 pug/mL (R=0,99526) °i au fost
determinate limita de detecpie (0,68 pg/mL) i limita de
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Fig.3. Efectul de inhibipie a fluorescenpei cu concentrapia pus in
evidenpad pentru vitamina E Tn hexan
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Fig.4. Dreapta de etalonare a vitaminei E in n-hexan, utilizand
valori corectate ale intensitapii radiapiei emise

cuantificare 2,27 pg/mL. Coeficientul mediu de regasire
determinat a fost de 92,7%.
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