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Witaminy Bi i B2 w sokach owocowych i owocowo-warzywnych oznaczano
technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej par jonowych w odwréconym
uktadzie faz. Sredni odzysk witaminy Bi wahat sie w zakresie od 85 do 104%,
a witaminy B2 od 94 do 106%. Granice wykrywalnos$ci i oznaczalnosci, w mg/ml
produktu, wynosity, odpowiednio: 0,0008 i 0,0024 (witamina Bi) oraz 0,0002
i 0,0007 (witamina B2).

WSTEP

Tiamina, czyli witamina Bi wystepuje w réznych formach (chlorowodorek, pirofos-
foran) w zbozach iich przetworach oraz w miesie. Warzywa, owoce i ich przetwory sa
rowniez zrodtem tej witaminy chociaz ubozszym [7]. Do gtéwnych funkcji tiaminy w
organizmie ludzkim nalezy udziat w reakcjach cyklu pentozowego i tworzenie rybozy
niezbednej w syntezie nukleotydéw. Witamina ta spetnia réwniez istotng role w pro-
cesach zachodzacych w komérkach uktadu nerwowego [10].

Druga z grupy witamin B - witamina B2 czyli ryboflawina, wystepuje gtownie
w postaci zwigzanej w mleku i jego przetworach, w miesie, w wedlinach, w rybach,
w produktach zbozowych oraz w roslinach strgczkowych [10]. Poniewaz w owocach i
warzywach jej zawartosci sa niewielkie jest ona czesto dodawana do ich przetworéw
np. soko6w oraz nektaréw owocowych i warzywnych w celu wzbogacenia ich wartosci
odzywczej. Ryboflawina wchodzi w sktad flawoproteidow biorgc udziat w procesach
oksydoredukcyjnych zachodzacych w zywym organizmie.

Gtowny problem analityczny podczas oznaczania zawarto$ci witamin Bi i B2
w zywnosci stanowi ich izolacja z potgczen w jakich zazwyczaj wystepujg. Stosowane
sg rézne metody ekstrakcji potgczone zazwyczaj z hydrolizag kwasami mineralnymi, badz
hydroliza enzymatyczna [2, 3, 8, 11]. Jednym z mozliwych i prostszych rozwigzan jest
rowniez ekstrakcja kwasem nadchlorowym [2, 3]. Zawarto$¢ witamin oznacza sie
metodami biologicznymi, enzymatycznymi [7], spektrofotometrycznie, kolorymetryczne
oraz fluorymetrycznie [7]. Stosuje sie rowniez technike przeptywowej analizy nastrzy-
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kowej z detekcjg w UV [5]. W przypadku witaminy Bi zwigzek macierzysty przeksztatca
sie do tiochromu, ktérego fluorescencje mierzy sie przy 365/436 nm [7]. W metodzie
kolorymetrycznej mozliwe jest wykorzystanie reakcji barwnej tiaminy z p-aminoaceto-
fenonem [7].

Natomiast witamine Bi, ktéra pod wpltywem Swiatta w srodowisku alkalicznym ulega
przemianie do lumiflawiny (7,8,10-trimetyloizoaloksazyna), oznacza sie fotometrycznie
przy 450 nm lub fluorymetrycznie z emisjg przy 513 nm [7].

W analityce obu witamin B wykorzywana jest réwniez coraz cze$ciej technika wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w odwréconym ukitadzie faz, rowniez
z zastosowaniem par jonowych, z detekcjg w UV badz fluorymetryczng [1, 2, 3, 8, 11].

Celem niniejszej pracy byta adaptacja nowoczesnej i mozliwie prostej metody ozna-
czania witamin Bi i Bi w przetworach owocowych i warzywnych, takich jak: soki,
nektary lub przeciery itp.

Na podstawie przegladu literatury i wiasnych badan wstepnych, za najodpo-
wiedniejszg uznano metode oznaczania obu witamin B technikg wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej (HPLC) z zastosowaniem par jonowych w odwréconym ukitadzie
faz, po ekstrakcji kwasem nadchlorowym z detekcjg w UV [2, 3]. Poniewaz metody
oryginalne odnosity sie do tkanek zwierzecych [9] oraz do preparatéw odzywczych dla
niemowlat na bazie soji i mleka, niezbedne byly modyfikacje umozliwiajgce ich zasto-
sowanie do innej grupy produktéw, do ktoérych nalezag wymienione wcze$niej przetwory
oWOoCOwWOo-warzywne.

MATERIALY | METODYKA

Wyposazenie

Wykorzystano chromatograf cieczowy firmy Milton-Roy/LDC Analytical zestawiony z na-
stepujacych elementdw: pompy izokratycznej Constametric I1l, detektora UV Spectro-Monitor
3100, zaworu dozujacego Rheodyne 731 z petlg o pojemnosci 20 ul, kolumny chromatograficznej
Nova Pak RP-C18, Waters z przedkolumng o analogicznych wiasciwosciach. Prace zestawu
kontrolowano za pomocg komputera z programem sterujacym i integracyjnym Axxiom727. Do
rejestracji chromatograméw wykorzystano drukarke Epson LX-400.

Stosowano ponadto: systemy oczyszczania wody Elix™ i RiOS™, Milipore, generator
ultradzwiekow Biichler, pH-metr mikrokomputerowy CP-135 Elmerton z elektrodag zespolona
ERH-11i czujnikiem temperatury MT-100 AM, wage analityczng WA34, wytrzasarke laborato-
ryjng Lab-line Instruments Inc, mikrostrzykawke Hamilton poj. 100 ul, saczki Schotta G-2
z zestawem do sgczenia pod zmniejszonym cisnieniem oraz typowe szkto laboratoryjne takie jak:
kolby miarowe, pipety, cylindry miarowe, kolby Erlcnmayera, lejki szklane.

Odczynniki i materiaty pomocnicze

1 Woda do HPLC uzyskana z wody wodociggowej po oczyszczeniu za pomocg Systemow
Elix™ i RiOSIM Milipore 2. kwas solny 67% cz.d.a., Analar BDH do przygotowania roztworu
0,1 molowego, 3. wodorotlenek potasowy cz.d.a., PPH Standard, Lublin (do przygotowania
6 molowego roztworu), 4. kwas nadchlorowy 70%, Aristar BDH, 5. kwas heksanosulfonowy 99%,
Lancaster, 6. amoniak 25% cz.d.a., Analar BDH, 7. acetonitryl do HPLC, Promochem GmbH,

8. kwas o-fosforowy 85% cz.d.a., PPH POCh, Gliwice, 9. tiamina 99%, Lancaster do przygoto-
wania roztworu wzorcowego podstawowego o stezeniu 0,1 mg/ml w 0,1 molowym roztworze
kwasu solnego, 10. ryboflawina 98%, Lancaster do przygotowania roztworu wzorcowego pod-
stawowego o stezeniu 0,02 mg/ml w 0,1 molowym roztworze kwasu solnego, 11. standard
wewnetrzny jako kwas 3-hydroksybenzoesowy (m-HBA) 97%, Lancaster do przygotowania
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roztworu o stezeniu 0,55 mg/ml cieczy elucyjnej roboczej, 12. bufor o pH 4, Eurosensor, Gliwice,
13. bufor o pH 7, Eurosensor, Gliwice.

Zasada metody

Zasada metody polega na ekstrakcji witamin z prébki przy uzyciu kwasu nadchlorowego,
usunieciu jego nadmiaru za pomocg 6 molowego roztworu wodorotlenku potasowego i dopro-
wadzeniu analizowanego roztworu do wartosci pH 3,0-3,6 [2, 3]. Witaminy B| i B2 rozdzielano
i oznaczano technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z zastosowaniem par
jonowych na kolumnie RP-C18 z detektorem UV przy dtugosci fali X 254 nm.

Obrébka wstepna badanego materiatu

Soki i soki przecierowe: bezposrednio po otwarciu opakowania pobierano 20 ml soku do
kolby Erlenmayera poj. 100 ml. Probke rozcienczano 30 ml wody i zakwaszano 2 ml kwasu
nadchlorowego.

Kolbe zamykano korkiem szlifowym i zabezpieczano folig aluminiowa przed dostepem S$wiat-
fa. Zawarto$¢ kolby wytrzagsano przez 1 godzing na wytrzasarce mechanicznej, nastepnie prze-
noszono do zlewki pojemnosci 150 ml i doprowadzano do pH 3,0-3,6 dodajac kroplami 6 mo-
lowy roztwor wodorotlenku potasowego. Prébke przenoszono nastepnie iloSciowo do kolby
miarowej pojemnosci 100 ml uzupetniajac jej objetos¢ do kreski cieczg elucyjng roboczal Tak
przygotowang probke przechowywano przez 24 godziny w lodéwce w celu sklarowania. W przy-
padku niecatkowitego sklarowania zawarto$¢ kolby saczono przez saczek z bibuty. Przed wyko-
naniem analizy HPLC pobierano 5 ml klarownego roztworu do kolbki miarowej poj. 10 ml, do
ktorej uprzednio dodano 100 ul roztworu wzorca wewnetrznego (m-HBA). Zawarto$¢ kolbki
uzupetniano do kreski roztworem cieczy elucyjnej roboczej i mieszano w fazni ultradzwiekowej
15-20 sek. Rownolegle, w podobny sposéb przygotowywano roztwor bez dodatku wzorca
wewnetrznego.

Przygotowanie krzywej wzorcowej

Do kolby Erlenmayera poj. 100 ml zabezpieczonej folig aluminiowa przed dostepem S$wiatta
odmierzano 2 ml roztworu podstawowego witaminy Bi, 10 ml roztworu podstawowego witaminy
B2, 40 ml wody i 2 ml kwasu nadchlorowego. Dalej postepowano jak z prébkami sokdw.

Bezposrednio przed wykonaniem analizy HPLC do 3 kolbek miarowych poj. 10 ml zawie-
rajacych 100 (il wzorca wewnetrznego pobierano po 2,5; 5,0 i 7,5 ml uprzednio przygotowanego
roztworu wzorcowego witamin Bi i B2 Zawartos¢ kolbek uzupetniano do kreski roztworem
cieczy elucyjnej roboczej i mieszano w tazni ultradzwiekowej w czasie 15-20 sek. W tak przygo-
towanych roztworach wzorcowych stezenie witamin Bi i B2wynosito odpowiednio: 0,0005, 0,0010
i 0,0015 mg/ml, a stezenie wzorca wewnetrznego (m-HBA) - 0,0055 mg/ml.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Analize chromatograficzng probek wykonywano w temperaturze otoczenia (20-25°C). Faze
rozwijajaca (roztwor stezony) przygotowywano rozpuszczajac 0,95 g kwasu heksanosulfonowego
w mieszaninie o sktadzie: woda : acetonitryl : amoniak (904,5 : 95 : 0,5). Roztwoér ten zo-
bojetniono do pH 3,6 kwasem o-fosforowym. W celu przygotowania cieczy elucyjnej roboczej,
do 950 ml cieczy podstawowej dodawano 50 ml wody.

Optymalna predko$¢ przeptywu cieczy elucyjnej wynosita 1 ml/min. Pomiaru absorbancji
w UV dokonywano przy dtugosci fali A 254 nm.

W analogicznych warunkach chromatografowano roztwory wzorcowe witamin Bi i B2, Za-
warto$¢ witamin B w mg/ml prébki obliczano z krzywej wzorcowej za pomocg programu kom-
puterowego wykorzystujgcego nastepujace wzory:

' patrz: Wysokosprawna chromatografia cieczowa
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WYNIKI | ICH OMOWIENIE

W badaniach wstepnych na roztworach wzorcowych witamin sprawdzono optymalne
dtugosci fali absorpcji w UV. Stwierdzono, ze przy 254 nm mozna oznacza¢ zar6wno
witamine Bi jak i B2(pomimo ich r6znych maksimdw absorpcji; odpowiednio: 246, 266
nm). Ustalono ponadto, ze roboczy zakres liniowos$ci detektora przy tej dtugosci fali
obejmowat stezenia od 0,0005 do 0,0015 mg/ml kazdej z oznaczanych witamin. Wyka-
zano réwniez pozytywny wpltyw (lepszy rozdziat obu substancji na chromatogramach
przy nieznacznie diuzszych czasach retencji) rozcienczenia 950 ml cieczy elucyjnej 50
ml wody.

W pierwszej fazie badan przesledzono réwniez (na roztworach wzorcowych) dwa
sposoby obliczania wyniku: metoda standardu wewnetrznego oraz metodg standardu
zewnetrznego. Uznano, ze wyniki otrzymane w obu przypadkach byty porownywalne.
Jednak w pézniejszej fazie badan na rzeczywistych probkach, okazato sie, ze w opisa-
nych warunkach metoda standardu wewnetrznego z m-HBA nie moze by¢ stosowana
do sokdw, np. do soku jabtkowego, soku przecierowego z marchwi oraz soku z jabtek
i brzoskwin ze wzgledu na obecno$¢ w nich niezidentyfikowanej substancji o czasie
retencji zblizonym do stosowanego standardu wewnetrznego (rye. 1).

Zastosowanie wiec wzorca wewnetrznego moze by¢ celowe jedynie w przypadku,
gdy w badanej probce nie wystepuje substancja o podobnym czasie retencji do uzytego
wzorca, a wykonywane czynnos$ci w sposdb istotny moga rzutowa¢ na poprawnos$é
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Ryc. 1. Chromatogramy prébki soku jabtkowego z dodatkiem HBA (1) oraz prébki fortyfiko-
wanej witaminami Bi i B2 bez dodatku HBA (II)
Chromatograms of apple juice samples with HBA (I) and fortified by vitamins Bi and

B2 without HBA (1)

wyniku oznaczenia. W przedstawionych badaniach nie stwierdzono istotnego wpitywu
zabiegow zwigzanych z izolowaniem witamin z prébki na wynik oznaczenia.

Przydatno$¢ opisanej procedury analitycznej do oznaczania witamin Bi i B2
w poszczegblnych rodzajach produktow sprawdzono fortyfikujac probki sokow i sokéw
przecierowych okre$lonymi poziomami obu witamin. Metoda ekstrakcji witamin B
kwasem nadchlorowym stosowana do tkanek zwierzecych [9] oraz preparatéw sojowych
i przetwordw mlecznych, okazata sie przydatna rowniez do produktow takich jak soki
owocowe i warzywne. W przypadku probek zawierajacych te witaminy, odzysk metody
okreslano w stosunku do teoretycznie obliczonej ich zawarto$ci stanowigcej sume
oznaczonego stezenia i poziomu fortyfikacji, przyjmujac te warto$¢ za 100%. Do
obliczania zawarto$ci witaminy B, i B2stosowano metode standardu zewnetrznego. W
tabelach I-111 zebrano m.in. wartosci $redniego odzysku obu witamin.
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Jak wynika z przedstawionych danych zawartych w tabelach, sredni odzysk witaminy
Bi wahat sie w granicach od 85 do 104% w zaleznosci od rodzaju prébki i poziomu
wzmocnienia. Wzgledne odchylenie standardowe (wspétczynnik zmiennosci) wynosito
15 do 10,6%.

W przypadku witaminy B2 w tych samych produktach, przy tym samym poziomie
fortyfikacji, wartosci te wynosity odpowiednio: 94-106% i 1,6-10,0%.

W celu obiektywnego wyznaczenia granicy wykrywalnosci i oznaczalno$ci metody
zastosowano postepowanie wg Hadricha i wsp. [6]. Dla witaminy Bi wykonano zatem
po 3 rownolegte wzmocnienia soku z czarnej porzeczki (nie zawierajgcej tiaminy) na
poziomie: 0,020; 0,010 i 0,002 mg/ml soku okreslajagc dla kazdego poziomu odpowiedz
detektora. Podobnie postepowano w przypadku witaminy B2 wykonujgc po 3 réwno-
legte pomiary w soku pomidorowym (nie zawierajgcym ryboflawiny) fortyfikowanym
poziomami: 0,0050; 0,0025 i 0,0005 mg/ml soku. W ten spos6b wyznaczono réwnanie
regresji opisujace zalezno$¢ pomiedzy stezeniem dodanych witamin a wielko$cig syg-
natu detektora. Nastepnie korzystajac dalej z tego sposobu, ktéry zastosowano réwniez
z powodzeniem we wczesniejszej pracy wiasnej dotyczacej oznaczania witaminy C [4],
wyznaczono m.in.: réwnania regresji opisujagce zalezno$¢ pomiedzy stezeniem roz-
tworéw wzorcowych witamin a sygnatem detektora oraz wykreslono krzywe odzysku,
czyli zaleznos$ci pomiedzy stezeniami dodanych do prébek witamin B a stezeniami
obliczonymi z rownan regresji krzywych kalibracyjnych roztworéw wzorcowych. Wyra-
zaja to rownania: y = 0,00011855 + 1,0011 x (dla witaminy Bi) oraz y = -0,0000568
+ 1,00457 x ( dla witaminy B2) (ryc. 2 i 3). Obliczono takze granice wykrywalnosci
oraz oznaczalno$ci dla obu witamin.

Ryc. 2. Krzywa odzysku witminy Bi z soku z czarnej porzeczki
Recovery curves of vitamin Bi for black-currant juice
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Ryc. 3. Krzywa odzysku witaminy B2 z soku pomidorowego.
Objasnienia: GOz - graficzne odwzorowanie granicy oznaczalnosci metody
Recovery curves of vit. B2 for tomato juice

Dla witaminy Bi granica wykrywalno$ci dla odzysku pomiedzy 70 a 120% (réwnania:
y = 0,7xiy = 1,2x) wynosita 0,0008 mg/ml produktu, natomiast granica oznaczalnosci
0,0024 mg/ml. W przypadku witaminy B2 wartosci te wynosity, dla warunku jak
poprzednio, odpowiednio: 0,0002 i 0,0007 mg/ml analizowanego produktu (ryc. 2, 3).

WNIOSKI

1. Opisana metoda oznaczenia witamin Bi i B2w sokach owocowych i owocowo-
warzywnych jest stosunkowo prosta i charakteryzuje sie dobrymi parametrami
Sredniego odzysku i powtarzalnosci, a takze wykrywalnosci i oznaczalno$ci. Moze
wiec by¢ stosowana w badaniach rutynowych. Jej ewentualne zastosowanie do
innych produktow spozywczych wymaga jednak sprawdzenia.

L. Czerwiecki, G. Wilczynska

DETERMINATION OF VITAMINS Bi AND B2 IN SELECTED VEGETABLE-FRUIT
PRODUCTS

Summary

A simple method was described to determine vitamins Bi and B2 in fruit and vegetable-fruit
juices. Vitamins were extracted with perchloric acid and for their determination an ion pairing
RP-HPLC technique with UV detection by 254 nm was applied.



Metoda oznaczania witamin Bi i B2 w zywnosci 419

The average recovery for vitamin Bi was 85-104% and 94-105% for vitamin B2 The

statitically estimated limits of identification and detection were respectively, for both vitamins:
for Bi: 0,008 and 0,0024, and for B2 0,0002 and 0,0007 mg/ml of product.
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