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Witaminy Bi i B2 w sokach owocowych i owocowo-warzywnych oznaczano 
techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej par jonowych w odwróconym 
układzie faz. Średni odzysk witaminy Bi wahał się w zakresie od 85 do 104%, 
a witaminy B2 od 94 do 106%. Granice wykrywalności i oznaczalności, w mg/ml 
produktu, wynosiły, odpowiednio: 0,0008 i 0,0024 (witamina Bi) oraz 0,0002 
i 0,0007 (witamina В 2).

WSTĘP

T iam ina, czyli w itam ina Bi w ystępuje w różnych form ach  (ch lorow odorek , pirofos- 
foran) w zbożach i ich przetw orach  oraz w m ięsie. W arzywa, ow oce i ich przetw ory są 
również źród łem  tej w itam iny chociaż uboższym [7]. D o głównych funkcji tiam iny w 
organizm ie ludzkim  należy udział w reakcjach cyklu pen tozow ego i tw orzen ie rybozy 
niezbędnej w syntezie nukleotydów . W itam ina ta  spełn ia rów nież isto tną ro lę w p ro 
cesach zachodzących w kom órkach układu nerw ow ego [10].

D ruga z grupy w itam in В -  w itam ina B2, czyli ryboflaw ina, w ystępuje głów nie 
w postaci zw iązanej w m leku i jego przetw orach, w m ięsie, w w ędlinach, w rybach, 
w p roduk tach  zbożowych o raz  w roślinach strączkowych [10]. Poniew aż w ow ocach i 
warzywach jej zaw artości są niewielkie jest ona często dodaw ana do ich przetw orów  
np. soków  o raz  nek tarów  owocowych i warzywnych w celu w zbogacenia ich w artości 
odżywczej. Ryboflaw ina w chodzi w skład flaw oproteidów  b io rąc  udział w procesach  
oksydoredukcyjnych zachodzących w żywym organizm ie.

G łówny problem  analityczny podczas oznaczania zaw artości w itam in Bi i B2 
w żywności stanow i ich izolacja z połączeń w jakich  zazwyczaj w ystępują. S tosow ane 
są różne m etody  ekstrakcji połączone zazwyczaj z hydrolizą kw asam i m ineralnym i, bądź 
hydrolizą enzym atyczną [2, 3, 8, 11]. Jednym  z możliwych i prostszych rozw iązań jest 
również ekstrakcja kwasem  nadchlorow ym  [2, 3]. Z aw artość w itam in oznacza się 
m etodam i biologicznym i, enzym atycznym i [7], spek trofo tom etrycznie, kolorym etryczne 
oraz fluorym etrycznie [7]. S tosuje się rów nież technikę przepływowej analizy nastrzy-
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kowej z detekcją w U V  [5]. W  przypadku w itam iny Bi zw iązek m acierzysty przekształca 
się do  tiochrom u, k tórego  fluorescencję m ierzy się przy 365/436 nm [7]. W  m etodzie 
kolorym etrycznej m ożliwe je st w ykorzystanie reakcji barw nej tiam iny z p-am inoaceto- 
fenonem  [7].

N atom ias t w itam inę Bi, k tóra pod wpływem światła w środow isku alkalicznym  ulega 
p rzem ian ie  do lum iflawiny (7,8,10-trim etyloizoaloksazyna), oznacza się fotom etrycznie 
przy 450 nm  lub fluorym etrycznie z em isją przy 513 nm  [7].

W  analityce obu w itam in В wykorzywana jest rów nież coraz częściej techn ika wy- 
sokospraw nej ch rom atografii cieczowej (H P L C ) w odw róconym  układzie faz, również 
z zastosow aniem  p ar jonow ych, z detekcją w U V  bądź fluorym etryczną [1, 2, 3, 8, 11].

C elem  niniejszej pracy była adap tacja  now oczesnej i możliwie prostej m etody ozna
czania w itam in Bi i Bi w przetw orach owocowych i warzywnych, takich jak: soki, 
nek tary  lub przeciery  itp.

N a podstaw ie przeg lądu  literatu ry  i własnych badań  w stępnych, za najo d p o 
w iedniejszą uznano  m etodę  oznaczania obu w itam in В techniką w ysokospraw nej ch ro 
m atografii cieczowej (H P L C ) z zastosow aniem  p ar jonowych w odw róconym  układzie 
faz, po  ekstrakcji kwasem  nadchlorow ym  z detekcją w U V  [2, 3]. Poniew aż m etody 
oryginalne odnosiły  się do  tkanek  zwierzęcych [9] o raz do p rep a ra tó w  odżywczych dla 
niem ow ląt na bazie soji i m leka, n iezbędne były m odyfikacje um ożliw iające ich zasto
sow anie do innej grupy produktów , do których należą w ym ienione wcześniej przetw ory 
owocowo-warzywne.

MATERIAŁY I METODYKA

W y p o s a ż e n i e
Wykorzystano chromatograf cieczowy firmy Milton-Roy/LDC Analytical zestawiony z na

stępujących elementów: pompy izokratycznej Constametric III, detektora UV Spectro-Monitor 
3100, zaworu dozującego Rheodyne 731 z pętlą o pojemności 20 ц1, kolumny chromatograficznej 
Nova Pak RP-C18, Waters z przedkolumną o analogicznych właściwościach. Pracę zestawu 
kontrolowano za pomocą komputera z programem sterującym i integracyjnym Axxiom727. Do 
rejestracji chromatogramów wykorzystano drukarkę Epson LX-400.

Stosowano ponadto: systemy oczyszczania wody Elix™ i RiOS™ , Milipore, generator 
ultradźwięków Biichler, pH-metr mikrokomputerowy CP-135 Elmerton z elektrodą zespoloną 
ER H -11 i czujnikiem temperatury MT-100 AM, wagę analityczną WA34, wytrząsarkę laborato
ryjną Lab-line Instruments Inc, mikrostrzykawkę Hamilton poj. 100 ц1, sączki Schotta G-2 
z zestawem do sączenia pod zmniejszonym ciśnieniem oraz typowe szkło laboratoryjne takie jak: 
kolby miarowe, pipety, cylindry miarowe, kolby Erlcnmayera, lejki szklane.

O d c z y n n i k i  i m a t e r i a ł y  p o m o c n i c z e
1. Woda do HPLC uzyskana z wody wodociągowej po oczyszczeniu za pomocą systemów 

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 stężeniu 0,1 mg/ml w 0,1 molowym roztworze 
kwasu solnego, 10. ryboflawina 98%, Lancaster do przygotowania roztworu wzorcowego pod
stawowego o stężeniu 0,02 mg/ml w 0,1 molowym roztworze kwasu solnego, 11. standard 
wewnętrzny jako kwas 3-hydroksybenzoesowy (m-HBA) 97%, Lancaster do przygotowania
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roztworu o stężeniu 0,55 mg/ml cieczy elucyjnej roboczej, 12. bufor o pH 4, Eurosensor, Gliwice,
13. bufor o pH 7, Eurosensor, Gliwice.

Z a s a d a  m e t o d y
Zasada metody polega na ekstrakcji witamin z próbki przy użyciu kwasu nadchlorowego, 

usunięciu jego nadmiaru za pomocą 6 molowego roztworu wodorotlenku potasowego i dopro
wadzeniu analizowanego roztworu do wartości pH 3,0-3,6 [2, 3]. Witaminy B| i B2 rozdzielano 
i oznaczano techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z zastosowaniem par 
jonowych na kolumnie RP-C18 z detektorem UV przy długości fali X. 254 nm.

O b r ó b k a  w s t ę p n a  b a d a n e g o  m a t e r i a ł u
Soki i soki przecierowe: bezpośrednio po otwarciu opakowania pobierano 20 ml soku do 

kolby Erlenmayera poj. 100 ml. Próbkę rozcieńczano 30 ml wody i zakwaszano 2 ml kwasu 
nadchlorowego.

Kolbę zamykano korkiem szlifowym i zabezpieczano folią aluminiową przed dostępem świat
ła. Zawartość kolby wytrząsano przez 1 godzinę na wytrząsarce mechanicznej, następnie prze
noszono do zlewki pojemności 150 ml i doprowadzano do pH 3,0-3,6 dodając kroplami 6 mo
lowy roztwór wodorotlenku potasowego. Próbkę przenoszono następnie ilościowo do kolby 
miarowej pojemności 100 ml uzupełniając jej objętość do kreski cieczą elucyjną roboczą1. Tak 
przygotowaną próbkę przechowywano przez 24 godziny w lodówce w celu sklarowania. W przy
padku niecałkowitego sklarowania zawartość kolby sączono przez sączek z bibuły. Przed wyko
naniem analizy HPLC pobierano 5 ml klarownego roztworu do kolbki miarowej poj. 10 ml, do 
której uprzednio dodano 100 ц1 roztworu wzorca wewnętrznego (m-HBA). Zawartość kolbki 
uzupełniano do kreski roztworem cieczy elucyjnej roboczej i mieszano w łaźni ultradźwiękowej 
15-20 sek. Równolegle, w podobny sposób przygotowywano roztwór bez dodatku wzorca 
wewnętrznego.

P r z y g o t o w a n i e  k r z y w e j  w z o r c o w e j
Do kolby Erlenmayera poj. 100 ml zabezpieczonej folią aluminiową przed dostępem światła 

odmierzano 2 ml roztworu podstawowego witaminy Bi, 10 ml roztworu podstawowego witaminy 
B2, 40 ml wody i 2 ml kwasu nadchlorowego. Dalej postępowano jak z próbkami soków.

Bezpośrednio przed wykonaniem analizy HPLC do 3 kolbek miarowych poj. 10 ml zawie
rających 100 (il wzorca wewnętrznego pobierano po 2,5; 5,0 i 7,5 ml uprzednio przygotowanego 
roztworu wzorcowego witamin Bi i B2. Zawartość kolbek uzupełniano do kreski roztworem 
cieczy elucyjnej roboczej i mieszano w łaźni ultradźwiękowej w czasie 15-20 sek. W tak przygo
towanych roztworach wzorcowych stężenie witamin Bi i B2 wynosiło odpowiednio: 0,0005, 0,0010 
i 0,0015 mg/ml, a stężenie wzorca wewnętrznego (m-HBA) -  0,0055 mg/ml.

W y s o k o s p r a w n a  c h r o m a t o g r a f i a  c i e c z o w a
Analizę chromatograficzną próbek wykonywano w temperaturze otoczenia (20-25°C). Fazę 

rozwijającą (roztwór stężony) przygotowywano rozpuszczając 0,95 g kwasu heksanosulfonowego 
w mieszaninie o składzie: woda : acetonitryl : amoniak (904,5 : 95 : 0,5). Roztwór ten zo
bojętniono do pH 3,6 kwasem o-fosforowym. W celu przygotowania cieczy elucyjnej roboczej, 
do 950 ml cieczy podstawowej dodawano 50 ml wody.

Optymalna prędkość przepływu cieczy elucyjnej wynosiła 1 ml/min. Pomiaru absorbancji 
w UV dokonywano przy długości fali A. 254 nm.

W analogicznych warunkach chromatografowano roztwory wzorcowe witamin Bi i B2. Za
wartość witamin В w mg/ml próbki obliczano z krzywej wzorcowej za pomocą programu kom
puterowego wykorzystującego następujące wzory:

' patrz: Wysokosprawna chromatografia cieczowa
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WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

W  badan iach  w stępnych na roztw orach wzorcowych w itam in spraw dzono optym alne 
długości fali absorpcji w U V . S tw ierdzono, że przy 254 nm  m ożna oznaczać zarów no 
w itam inę Bi jak  i B 2 (pom im o ich różnych m aksim ów  absorpcji; odpow iednio: 246, 266 
nm ). U sta lono  p onad to , że roboczy zakres liniowości d e tek to ra  przy tej długości fali 
obejm ow ał stężen ia  od 0,0005 do 0,0015 mg/ml każdej z oznaczanych w itam in. W yka
zano  rów nież pozytywny wpływ (lepszy rozdział obu substancji na ch rom atogram ach  
przy n ieznacznie dłuższych czasach retencji) rozcieńczenia 950 ml cieczy elucyjnej 50 
ml wody.

W  pierw szej fazie badań  prześledzono rów nież (na  roztw orach w zorcow ych) dwa 
sposoby obliczania wyniku: m etodą  standardu  w ew nętrznego o raz  m etodą  standardu  
zew nętrznego. U znano , że wyniki o trzym ane w obu przypadkach były porów nyw alne. 
Jed n ak  w późniejszej fazie badań  na rzeczywistych próbkach , okazało  się, że w op isa
nych w arunkach  m etoda  s tandardu  w ew nętrznego z m -H B A  nie m oże być stosow ana 
do soków, np. do  soku jabłkow ego, soku przecierow ego z m archw i o raz soku z jabłek  
i brzoskw iń ze względu na obecność w nich n iezidentyfikow anej substancji o czasie 
retencji zbliżonym  do  stosow anego standardu  w ew nętrznego (rye. 1).

Z astosow an ie  więc w zorca w ew nętrznego m oże być celow e jedynie w przypadku, 
gdy w badanej p róbce nie w ystępuje substancja o podobnym  czasie retencji do użytego 
w zorca, a w ykonywane czynności w sposób istotny m ogą rzutow ać na popraw ność
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Ryc. 1. Chromatogramy próbki soku jabłkowego z dodatkiem HBA (I) oraz próbki 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 (II)

wyniku oznaczenia. W  przedstaw ionych badaniach  nie stw ierdzono isto tnego  wpływu 
zabiegów  związanych z izolow aniem  w itam in z próbki na wynik oznaczenia.

Przydatność opisanej p rocedury  analitycznej do  oznaczania w itam in Bi i B2 
w poszczególnych rodzajach  produktów  spraw dzono fortyfikując próbki soków  i soków 
przecierow ych określonym i poziom am i obu w itam in. M etoda ekstrakcji w itam in В 
kwasem  nadchlorow ym  stosow ana do tkanek  zwierzęcych [9] o raz p rep ara tó w  sojowych
i przetw orów  m lecznych, okazała się przydatna rów nież do p roduk tów  takich jak  soki 
owocowe i warzywne. W  przypadku p róbek  zaw ierających te  w itam iny, odzysk m etody  
określano  w stosunku do  teoretycznie obliczonej ich zaw artości stanow iącej sum ę 
oznaczonego stężen ia i poziom u fortyfikacji, przyjm ując tę  w artość za 100%. D o 
obliczania zaw artości w itam iny B, i B2 stosow ano m etodę  stan d ard u  zew nętrznego . W  
tabelach  l - I I I  zeb rano  m.in. w artości średniego  odzysku obu w itam in.
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Jak wynika z przedstawionych danych zawartych w tabelach, średni odzysk witaminy 
Bi wahał się w granicach od 85 do 104% w zależności od rodzaju próbki i poziomu 
wzmocnienia. W zględne odchylenie standardowe (współczynnik zmienności) wynosiło 
1,5 do 10,6%.

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

W celu obiektywnego wyznaczenia granicy wykrywalności i oznaczalności metody 
zastosowano postępowanie wg Hadricha i wsp. [6]. D la witaminy Bi wykonano zatem 
po 3 równoległe wzmocnienia soku z czarnej porzeczki (nie zawierającej tiaminy) na 
poziomie: 0,020; 0,010 i 0,002 mg/ml soku określając dla każdego poziomu odpowiedź 
detektora. Podobnie postępowano w przypadku witaminy B2 wykonując po 3 rów no
ległe pomiary w soku pomidorowym (nie zawierającym ryboflawiny) fortyfikowanym 
poziomami: 0,0050; 0,0025 i 0,0005 mg/ml soku. W ten sposób wyznaczono równanie 
regresji opisujące zależność pomiędzy stężeniem dodanych witamin a wielkością syg
nału detektora. Następnie korzystając dalej z tego sposobu, który zastosowano również 
z powodzeniem we wcześniejszej pracy własnej dotyczącej oznaczania witaminy С [4], 
wyznaczono m.in.: równania regresji opisujące zależność pomiędzy stężeniem roz
tworów wzorcowych witamin a sygnałem detektora oraz wykreślono krzywe odzysku, 
czyli zależności pomiędzy stężeniami dodanych do próbek witamin В a stężeniami 
obliczonymi z równań regresji krzywych kalibracyjnych roztworów wzorcowych. W yra
żają to równania: у =  0,00011855 + 1,0011 x (dla witaminy Bi) oraz у = -0,0000568 
+ 1,00457 x ( dla witaminy B2 ) (ryc. 2 i 3). Obliczono także granice wykrywalności 
oraz oznaczalności 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.
Objaśnienia: G0Zn -  graficzne odwzorowanie granicy oznaczalności metody 
Recovery curves of vit. B2 for tomato juice

D la  w itam iny Bi gran ica wykrywalności dla odzysku pom iędzy 70 a 120% (rów nania: 
у =  0,7 x i у =  1,2 x) wynosiła 0,0008 mg/ml p roduk tu , natom iast gran ica oznaczalności
0,0024 mg/ml. W  przypadku w itam iny B2 w artości te  wynosiły, dla w arunku  jak 
pop rzedn io , odpow iednio: 0,0002 i 0,0007 mg/ml analizow anego p roduk tu  (ryc. 2, 3).

WNIOSKI

1. O p isana  m e to d a  oznaczenia w itam in Bi i B2 w sokach owocowych i owocowo- 
warzywnych je st stosunkow o p rosta  i charak teryzuje się dobrym i p aram etram i 
średn iego  odzysku i pow tarzalności, a także wykrywalności i oznaczalności. M oże 
więc być stosow ana w badan iach  rutynowych. Jej ew en tualne zastosow anie do 
innych p roduk tów  spożywczych wymaga jed n ak  spraw dzenia.

L . C z e r w i e c k i ,  G .  W i l c z y ń s k a

DETERM INATION 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.
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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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