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METODY OZNACZANIA WITAMIN B, I B

Po dtuzszym okresie wzglgdnego zastoju ponownie obserwuje sie wzrost
zainteresowania wielu osrodkéw naukowych problematyka witaminows, a zwktasz-
cza wystepowaniem w zywnos$ci i rolg w zywieniu witamin rozpuszczalnych W'
wodzie. Swiadczy o tym lawinowy wzrost ilosci publikacji, badania inicjo-
wane przez zespoly naukowe Instytutu Zywnosci i Zywienia, fakt zorganizo-
wania przez Komitet Technologii i Chemii Zywno$ci PAN Szkoty Letniej Jach-
ranka 1985 r.), a takze planowanie w nastepnych latach kurséw i konferen-
cji FEBS na temat chemii i fizjologii witamin rozpuszczalnych w wodzie.

Do najwazniejszych przyczyn powodujgcych wzrost zainteresowania tg prob-
lematyka nalezy zaliczyd: g
1 - uzasadniong watpliwos<¢ czy stare dane o zawartosci witamin w zZywnosci

sg aktualne wobec katastrofalnego zanieczyszczenia $rodowiska,

2 - zmiany w technologii wytwarzania i przetwarzania zywnos$ci oraz nieko-

rzystne zmiany w sposobie odzywiania sig¢ (u nas pogt¢bione kryzysem),
3 - radykalny postep badan podstawowych w zakresie biochemii i fizjologii
pozwalajacy dzié znacznie lepiej rozumieé¢ ztozong role witamin stano-
wigcych integralng czes$¢ ukiaddw ‘enzymatycznych,
4 - kolejng rewdlucje techniczng owocujgca nowg generacjg skomputeryzowa-
nych przyrzadéw pomiarowych o wysokiej czulogci i doktadnos$ci oraz no-
wymi technikami laboratoryjnymi. '

Witaminy B, {ryboflawina) i Bg (pirydoksyna)

Obie witaminy zostaly odkryte, wyodrgbnione, scharakteryzowane biolo-
gicznie i fizykochemicznie stosunkowo pdéino (B2 w roku 1933, B6 w latach
1974-1938), obie wystepujg dosé powszechnie w tkankach rodlinnych i zwie-
rzecych na ogét w bardzo matych ilosciach, Ryboflawina jest sktadnikiem
oksydaz i dehydrogenaz decydujgcych o tzw, oddychaniu tkankowym i w wielu
ukadach Jest kowalencyjnie zwigzana z biatkiem enzymu, pirydoksyna wcho-

A73 w ak¥ad aminntranefarazr i dekarholkeviar [ 171



"T ,

60

W naszej strefie klimatycznej do rzadkoéci nalezy awitaminoza B2 1ub B6’
czgsto wystepuje hipowitaminoza (zwktaszcza B6). Zapotrzebowanie dobowe
organizmu cziowieka przyjmuje sie¢ na 2 mg witaminy B, i 1,5-2 mg witaminy
B6' Obie witaminy sg wrazliwe na $wiatlo, ulegaja wyptukiwaniu z tkanek w
czasié gotowania potraw oraz powolnemu rozktadowi termicznemu. GtSwnymi

Zrédtami witaminy B2 s3 zboza, watroba i mleko, a B6 zboza, migso i warzy-

wa [1,2].

Obie witaminy wystgpujg w kilku formach, a biologiczng aktywno$é prze-
Jawiajg tylko ich fosforany. Poszczegdlne formy witamin B, (rys. 1) i
Bg (rys. 2) rdéznig sig znacznie wtasciwosciami fizykochemicznymi waznymi
- dla celdw analitycznych, tj. rozpuszczalnoscia, absorpcja $wiatla w réz-
nych zakresach, reaktywnoécig chemiczng i biochemiczng, odpornoscig na
dziatanie czynnikéw zewngtrznych E1-{].

Ryboflawina jest trudno rozpuszczalna w wodzie, 5-fosforan ryboflawiny
tzw., flawinomononukleotyd (FMN) i flawinoadeninodinukleotyd (FAD) zhacz-
nie lepiej, wszystkie sg trudno rozpuszczalne w Srodowiskach o nisgkiej
polarnosci., W wodnych roztworach kwaséw rozpuszczalno$é wszystkich  form
Jjest dobra, ale zwtaszcza przy ogrzewaniu nastepuje degradacja FAD do FMN,
tego ostatniego do ryboflawiny, ktéra z kolei w obecv%éci swiatla fotoli-
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Rys. 1. Ryboflawina, jej nukleotydy i produkty rozpadu
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Rys. 2. Pirydoksyna, gidwne witaminy i formy jonowe

zuje do lumichromu, W roztworach alkalicznych nastgpuje szybka defosfory-
lacja FAD i FMN oraz fotochemiczna degradacja wolnej ryboflawiny do lumi-
flawiny (i czg$ciowo lumichromu). Witasciwos$ci spektralne wszystkich form
izoalloksazynowych (ryboflawiny, FMN, FAD i lumiflawiny) sg podobne, w
obojetnych roztworach wodnych maksima absorpcji wystepujg przy 220, 262,
373 i 445 nm, maksimum fluorescencji przy ok. 535 nm (fluorescencja FAD
w roztworach o pH 3 stanowi zaledwie 15% obserwowanej przy pH 6). Dla ce-
16w analitycznych wykorzystuje sig dwa dtugofalowe maksima absorpcji el

‘Wtasciwosci fizmykochemiczne flawin silnie zwigzanych z biatkami ulegaja

istotnym zmianom.

Flawiny ulegajg tatwo odwracalnej redukcji (utleniajg sie tlenem powie=
trza) do semichinondéw i chinondw (formy kationowe obojetne i anionowe),
sg dosé odporne na dziatanie tagodnych $rodkdéw utleniajacych. Wszystkie
znane formy flawin tworzg tatwo wigzania wodorowe z innymi zwigzkami (FAD
réwniez wewnatrzczgsteczkowe), a takze tzw. kompléksy z przeniesieniem
tadunku,

Przyjmuje sie, ze ryboflawina, FMN i FAD sg rdéwnocenne biologicznie
przy podawaniu organizmom testowym [1,2,3{].

Chlorowodorek pirydoksolu oraz jego fosforan sg tatwo rozpuszczalne w
wodzie, fosforan pirydoksalu trudno, ale chlorowodorek tatwo, dwuchlorowo-
dorek pirydoksaminy i fosforan pirydoksaminy sg tatwo rozpuszczalne w wo-
dzie; wszystkie formy sg trudno rozpuszczalne w alkoholu i innych roz-
puszczalnikach organicznych. W wodnych roztworach kwaséw rozpuszczalnosé
wszystkich form Jest znacznie lepsza, dlugotrwale podgrzewanie prowadzi do
defosforylacji i powolnego rozkiadu lub reakcji z innymi zwigzkami obec-
nymi w roztworze. Wszystkie formy sg bardzo wrazliwe na dziatanie $wiat-
ta, nie mogg by¢ poddawane redukcji ani utlenianiu, Pirydoksol jest naj=-
trwalszym z witamerdw Bg» pozostate sg znacznie labilniejsze, zwktaszcza w
$rodowisku alkalicznym, a najmniej trwaty jest fosforan pirydoksalu. Zwig-
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zanie z biatkiem powoduje wzrost trwatosci wszystkich form. Wszystkie 3 wi-
tamery tworza liczne formy jonowe o wyraznie rdéinigacych sig widmach absorp-
cji [h]. W widmach absorpcji pirydoksolu, pirydoksalu i pirydoksaminy wy-
stepujg 3 maksima w rejonie 320 i 245 i ponizej 220 nm, Poszczegélne for-
my Jjonowe wykazujg charakterystycznie zmienione widma absorpcji, a w przy-
padku pirydoksalu potozenie dwéch giéwnych maksiméw przedstawia sig¢ nasteg-
pujgco:

W roztworze W roztworze w roztworze
obojetnym zasado kwasn
(pH 6) (pH 12 (pH 2
maks, 322 i 253 nm 308 i 245 nm 290 i 232 .nm
maks, 7200 i 3700 7200 i 6400 4 8800 1 2200
ik (ramie)

Podobne réznice w rozmieszcéeniu 35 natQZeniu pasm absorpcji wystepuja .w
przypadku pozostatych witamerdw Bg. - Do celdéw analitycznych wykorzystywane
sg najczesciej dtugofalowe maksima absorpcji. Wszystkie witamery wykazujg
zdolnoéé do fluorescencji emitowanej w rejonie 385-400 nm z niska wydaj-
noéecig kwantowg (~0.1). Najwyzsze natezenie fluorescencji obserwuje sig
dla form obojetnych wszystkich witamerdw [1,47.

Przyjmuje sig, 2e najaktywniejsza formg witaminy B6 Jest pirydoksal
(najbardziej labilny) wystepujacy razem z pirydoksaming w produktach zwie-
rzgcych. W produktach pochodzenia roélinnego  przewaza pirydoksol (naj-
trwalszy). Wszystkie witamery mogg w komérkach tkankowych tatwo ulegadé
fosforylacji i przechodzié w inne formy (np. pirydoksylo-5’-fosforan moze
zostaé utleniony do pirydoksalu, a ten ulec transaminacji do pirydoksami-
ny). Niektére mikroorganizmy wykazuja zréznicowang wrazliwos¢ na poszcze=
gélne formy witaminy Bg [1,5,6].

Metody oznaczania

Oznaczanie sktadnikdéw wystepujacych w bardzo matych ilosciach, w tak
2%ozonych ukladach jakimi sg produkty pochodzenia roélinnego i zwierzgcego,
Jest zadeniem wymagajgcym dokonywania wyboru pomiedzy licznymi sposobami
przygotowania i obrdébki materiatu, wyodrebniania i rozdzielania sktadnikéw
oraz metodami pomiaru zawartos$ci interesujgcego nas zwigzku. Wybdér odpo-
wiedniego sposobu postepowania jest zawsze wynikiem kompromisu mozliwego do

zaakceptowania przy uwzglginieniu wielu, czg¢sto sprzecznych ze sobg kryte-
ridw,

Do najwazniejszych kryteriéw, ktdre nalezy wzigé pod uwage przy wyborze
procedury analitycznej mozna zaliczyc:

wtasciwodci fizyczne, chemiczne i biologiczne oznaczanego zwigzku
oraz form w jakich wystepuje,

rodzaj pozgdanego wyniku oraz granice czulosci i doktadnosci metody
(czy wystarczy wynik jako suma wystepujgcych form, czy trzeba ozna-
czyé poszczegdlne formy, czy wystarczy wynik w skali mikro-, czy
tez potrzebny jest w skali nano-), i
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praco- i czasochtonno$é metody oraz mozliwo$é automatyzacji pomiardw;
na ogdt optaca sie stosowanie szybkich i atwych metod i statystycz-
ne opracowanie wynikow,

specyficzhoéé metody; zwykle metoda specyficzna mimo nizszej czutosci
daje lepsze wyniki niz czulsza niespecyficzna (np. fluorymetria w
w pordéwnaniu z absorpcjometrig),

pomiar zjawiska zaleznego liniowo od zawartosci oznaczanego skadni-
ka, czy tez zakldcenie tego obrazu (to ostatnie zwykle daje podwyz-
szenie czutosci i specyficznodci metody),

dostgpnos¢ prébki: wybdr pomiedzy metodami zuzywajacymi i nie zuzywa-
Jacymi prébki w czasie pomiaru,

rodzaj dostepnego wyposazenia i aparatury pomiarowej; czesto optaca
sig skorzystaé z aparatury nowoczeéniejszej w cudzym laboratorium,

osobiste doswiadczenia i upbdobania - rutyna do pewnego stopnia poma-
ga, ale nie moze stanowié¢ hamulca przy stosowaniu nowoczeéniejszyéh
rozwigzan,

Podjecie decyzji czesto jest jeszcze utrudniane w naszych warunkach bra-
kiem wielu niezbednych materiaidw czy urzgdzen eliminujacych mozliwo$é wy-
boru optymalnego rozwigzania. W kazdym jednak przypadku konieczne jest do=-
ktadne zanalizowanie poszczegdélnych etapdéw ogdlnego schematu postegpowania
analitycznego, Jjaki opowiqzuje przy oznaczaniu zwiazkdw wystepujacych w
$ladowych ilosciach, a wiec réwniez przy oznaczaniu witamin (Schemat 1).
Kazdy etap procedury musi by¢ doktadnie sprawdzony (literaturowo i doéwiad-
czalnie), co czgsto nie jest sprawg ani tatwa ani prostg. Ze wzgledu na du-
23 réznorodno$é struktur i wiasciwosci zwigzkéw nalezacych do grupy wita-
min rozpuszczalnych w wodzie, wybdr optymalnej procedury analitycznej musi
byé dokonany dla kazdej z witamin oddzielnie. Procedury uniwersalne s§
réwniez mozliwes, ale dotyczy to z&ykle tylko czesci etapéw oraz na ogdt
produktéw zawierajacych znaczne ilogci witamin.

Iloéé etapdéw, jakie musi przewidywaé wybrany sposdéb postepowania zalezy
od rodzaju materiatu, w ktérym oznacza sie dang witamine, réznorodnosci
form, w jakich ta witamina wystepuje oraz ich witagciwosci fizykochemicz~
nych, zawartosci witaminy w analizowanym produkcie, ilosci i rodzaju zwig-
zkéw towarzyszacych, a zwktaszcza przeszkadzajgcych w toku analizy, wresz-
cie takze od rodzaju wybranej metody pomiaru.

Najbardziej uproszczong procedurg polegajgcg na rozpuszczeniu preparatu
i dokonaniu pomiaru, stosuje sig przy kontroli jednoskladnikowych prepara=
téw farmaceutycznych i produktdéw syntezy witamin. W przypadku preparatéw
wielowitaminowych, produktdéw bogatych w okreslong witamine (np. witamini-
zowanych), a takze produktéw pochodzenia zwierzecego, o ile nie zawieraja
one duzych ilosci rozpuszczalnych bi atek, cukrowcéw lub tluszczdw, stosuje
sig nieco bardziej ztoZone metody postgpowania obejmujace wstqpne rozdzie-
lenie sktadnikéw, Najtrudnie jsze jest analizowanie produktéw _pochodzenia
ro$linnego, zawierajacych mate iloSci witamin w kilku formach tatwo ulega-
jacych rozktadowi i reakcjom wtérnym, a ponadto wiele tatwo rozpuszczalnych
biatek, cukrowcéw, barwnikéw i innych zwigzkéw utrudniajgcych wyodreb-
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nienie oznaczanych sktadnikéw. Wowczas konieczne jest zastosowanie wielo-
etapowej procedury analitycznej i szczegblowej standaryzacji warunkdw prze-
Prowadzania analizy. ‘ ;

W przypadku witamin B, i Bg, ze wzgledu na ich rdzne witasciwosci fizy-
kochemiczne, mozliwosci zastosowania identycznej procedury analityczne]
wWiasciwie ograniczaja sig¢ do przygotowania prébki (rozdrobnienie i przygo-
towanie nawazki).

Ekstrakcja

Flawiny., Wzaleznodci od rodzaju produktu, oznaczania poszczegbl-
nych form flawin lub ich sumy (po hydrolizie FAD i FMN) oraz obecnosci
flawin silnie zwigzanych z bialkami, ekstrakcje prowadzi sig: goracg wodag
lub buforem '(denaturacja fosfataz), goracymi rozcienczonymi kwasami czy
mieszaninami rozpuszczalnikéw organicznych. Nastepnie przeprowadza sig hy-
drolize enzymatyczng towarzyszgcych zwiazkéw wielkoczasteczkowych, z kté-
rymi flawiny sg zwiazane (biatka) lub na ktdérych sig¢ absorbuja (skrobia,
btonnik) oraz ewentualnie hydrolize potgczer fosforanowych (FAD i FMN).
Wraz z flawinami do ekstraktu przechodzg ich metabolity o strukturze izo-
alloksazynowej i alloksazynowe}] [3,5,6].

Weigd fatmie s iy, B6' Ze wzgledu na brak silnych potgczen z biatkami
poszczegdlne formy witaminy Bg daja sig tatwo wyekstrahowaé rozcierczonymi
kwasami (mniej stezonymi dla produktdéw pochodzenia zwierzecego) na goraco.
W tych warunkach niekontrolowanej hydrolizie ulegaja potaczenia fosforano-
we., W przypadku oznaczania fosforylowanych form witamerdéw Bg stosuje sig
ekstrakcje na zimno lub na ciepto rozciericzonymi wodnymi roztworami kwasow,
ostatnio réwniez takich jak wolframowy, nadchlorowy, metafosforowy, sulfo-
salicylowy czy trdéjchlorooctowy, buforami, a takze roztworami alkoholi
(desorpcja witameréw z makroczgsteczek). W razie potrzeby poiaczenia fos-
foranowe s3 nastepnie hydrolizowane enzymatycznie [4,5,6].

%

Oczyszczanie ekstraktu-hydrolizatu

W niektérych przypadkach (preparaty farmaceutyczne, niektére produkty
witaminizowane lub uzycie metody pozwalajacej na pomiar w obecnosci zwigz-
kéw towarzyszacych) ten etap moze by¢ pominigty.

Erlyaewiyrin=ys Tradycy jnie stosuje sig rozkiad zanieczyszczen tzw.
utlenianiem przy pomocy KMnOb (powoduje Jednak czgsciowy rozktad flawin w
roztworach o matej zawarto$ci zanieczyszczen - Taczej nie powinno by¢ sto-
sowane), redukcje ditioninem sodu oraz rézne metody rozdzialtu chromatogra=-
ficznego, np. na kolumnach wypeinionych zélem krzemionkowym czy niedostep-
nym.u nas Florosilem. Dobre wyniki uzyskano stosujac zywicg rezorcynowo-
-formaldehydowa R-15, na ktdrej ulegaja ilodciowej sorpcji:  wolna rybofla-
‘winsa, fﬁN,'Fkaoraz liczne metabolity, w tym alloksazyny. Ilosciowo prze-
biegajqcé elucja pozwala na rozdzielenie sumy FAD i FMN, ryboflawiny oraz
na koricu réznie podstawionych alloksazyn [ 37,
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Bywa rdwniez stosowana fotoliza flawin (po hydrolizie FAD i FMN) w
Srodowisku alkalicznym do lumiflawiny, ekstrakcja tej ostatniej chloro-
formem i oznaczenie metoda fluorymetryczng. Mimo wysokiej specyficznosci
tego przeksztaicenia i zastosowania ekstrakcji z fazy wodnej do organicz-
nej (pozwala na dodatkowe usuniecie zanieczyszczer) metoda ta nie moze
byé polecana ze wzgledu na nieilociowy przebieg reakcji oraz  rdéwnolegle
pcwstawanie pochodnych o strukturze alloksazynowe] [3,7].

WElEtEaimie iy B6' Wtasciwie Jedynymi, od dawna stosowanymi meto-
dami oczyszczania ekstraktdw i rozdzielenia poszczegdlnych form By sa me-
tody chromatograficzne z wykorzystaniem anionitdéw, chromatografii cienko-
warstwowej czy elektroforezy. Na ogdél uzyskuje sie dobry ilosciowy TozZ=
dziat wolnych form witamerdw B6' Wstepnie obiecujace wyniki uzyskano rdéw-
niez przy zastosowaniu zywicy rezorcynowoformaldehydowej =R-15. Rozdziat
wszystkich form B6 (wolnych i fosforylowanych) moze byé uzyskany przy za-
stosowaniu chromatografii opartej na tworzeniu par jonowych w ukadzie z
odwrdconymi fazami. W przypadku duzej zawartos$ci Bg w badanym  produkcie
mozna przeprowadzaé reakcje barwne z 2,6-dichlorochinochlorimidem, z p-di-
metyloaniling w obecnosci utleniacza (witamery trzeba wstepnie przeprowa-
dzié w formg reagujgca z danym odczynnikiem). Stosuje sie réwniez  prze-
prowadzenie wszystkich obecnych form B6 w kwas pirydoksonowy a nastepnie w
lakton silnie fluoryzujacy niebiesko w roztworach alkalicznych (pH 10).

. Inng mozliwosé daje przeprowadzenie pirydoksolu i pirydcksalu ° w pochodng
cyjanohydrynowg o silnej fluorescencji (pirydoksamine trzeba wstepnie
przeprowadzi¢ w pirydoksal). Wszystkie te reakcje, mimo. znacznej specy=-
ficznosci, nie przebiegaja catkowicie ilo$ciowo i nie powinny byé zalecane

Endeieial

Pomiar zawartosci witamin

Ten etap procedury analitycznej daje pozornie najwigksze mozliwos$ci wy-
boru. Jednak przy wnikliwym rozpatrzeniu wszystkich wariantdw, uwzgled-
nieniu najwaznie jszych kryteriéw i nieuniknionych kompromiséw mozliwy wy=
bdr ogranicza sie do Jednej z metod biologicznych i rzadko do wigcej niz
Jednej metody fizykochemicznej.

Metody bitdeosilSolig i licizan ey Wykorzystanie doswiadczalnych or-
ganizméw zywych jest nieuniknione w okre$lonych przypadkach, poniewaz tyl-
Ko w ten sposéb mozna uzyskad wigzgce dane o rzeczywistej, biologicznej

wartoéci poszczegdlnych form witamin w okreélonych warunkach. Ze wzgledu
na ucigzliwos¢ i koszt tego rodzaju badard z wykorzystaniem wyzszych orga-
nizméw zwierzecych (dla flawin: szczury i kurczeta, dla witamerdw Bg:
szczury, kurczeta Leghorn, larwy Coreyra cephalonica) w analizach ruty-
nowych powszechnie sg stosowane mikroorganizmy. Wyselekcjonowane szczepy
o 8ciéle okredlonej wrazliwo$ci reaguja na zawartg w pozywce witamine wy-
dzielajgc do podioza metabolity (np. kwasy), zwiekszajac rozmiary kolo-
nii lub stopiend zmgtnienia pozywki piynnej ~ natgezenie tych objawéw  jest
mierzone i powinno byé w okredlonych granicach liniowo zalezne od steze-
nia witaminy [5-7].

R e T Ca S
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W przypadku flawin stosowany jest Lactobacillus casei subspecies rham-
nosus ATCC No., 7469 [ﬁ-7]. Dla witamerdw Bg wykorzystywaé mozna  kilka
szczepdw:  Saccharomyces carlsbergensis (ATCC No. 4228) i uvarum (ATCC
No, 9080), Neurospora sitophila, Kloeckera brevis . (wszystkie prawie w
Jednakowym stopniu wrazliwe na poszczegdlne witamery B6). Lactobacillus
casei (o dwa-trzy rzedy wielkosci bardziej wrazliwy na pirydoksal niz na
pozostale formy), Streptococcus faecalis (ma%to wrazliwy na pirydoksol) i
ponadto Streptobacterium planetarum, Escherichia coli i inne. Mozliwo§é
réznicowego oznaczania poszczegdlnych form witaminy B6 przy zastosowaniu
kilku mikroorganizméw ostatnio jest rzadko wykorzystywana. Najczesciej roz-
dzielone chromatograficznie witamery B6 s§ oznaczane przy zastosowaniu te-
g0 samego organizmu testowego [5-7]. '

Metody mikrobiologiczne majgce walor wysokiej specyficznoéci i czu-
tosci s3 jednak ktopotliwe w stosowaniu, czaso- i pracochtonne, ich auto-
matyzacja wydaje sie¢ nierealna. Uzyskiwane wyniki po opracowaniu staty-
stycznym sg doktadne i powtarzalne.

Mieit ofdRyi f#ivziyikisolcihsesmeidchzin en, Wiekszo$¢é znanych metod
nie zapewnia dostatecznej czutosci i specyficzno$ci. Dlatego tez jedynie
w przypadkach czystych preparatéw i produktéw witaminizowanych stosuje sie
metody elektrochemiczne (miareczkowanie potencjometryczne, polarografie)
czy pomiary absorpcjometryczne (spektrofotometryczne) w stosunku do od-
dzielnych form witamin B, i By (dla tej ostatniej czgéciej do  produktdw
ich reakcji) [5-7].

Metodami odpowiadajacymi w optymalnym stopniu kryteriom wyboru sg meto-
dy oparte na pomiarze fluorescencji, a w przypadku B6 réwniez fosfores-
cencji (ze wzgledu na konieczno$é speinienia dodatkowych warunkéw, rzadko
stosowana). Wysoka czuto$é i specyficznos$é pomiardw fluorescencji jest wy-
korzystywana zardéwno w klasycznym uktadzie (fluorymetry i spektrofluory-
metry), Jjak i w detektorach stosowanych w chromatografii cieczowej.
Wzglednie niska popularnos¢ metod fluorymetrycznych jest powodowana g2dw-
nie:

a. trudnosciami aparaturowymi; obecnie powszechnie dostepne sg dobre
Zrédta $wiatta, filtry, monochromatory oraz bardzo czute detektory i
dysponujgc tymi elementami mozna z %atwoscig zbudowaé dobry fluorymetr,
dostgpne sg rdéwniez dobre absorpcjometry typu Spekol (Spekol-10, Spe-
kol-11) =z przystawkami do pomiardw fluorescencji, .

b. zaleznoscig zjawiska fluorescencji od takich warunkéw, jak: temperatura,
pH roztworu, polarnosé rozpuszczalnika, obecnosé tlemu i innych  wyga=-
szaczy fluorescencji, mozliwos$¢ zachodzenia reakcji fotochemicznej, co
wymaga Scistej standaryzacji metody.

Flawiny. Pomiary fluorescencji flawin mogg by¢ przeprowadzone na do=-
wolnym fluorymetrze, poniewaz wzbudzac¢ nalezy Swiatlem o dtugosci fali
okolo 445 lub 375 nm, co mozna iatwo uzyskaé stosujgc palniki halogenowe
lub rteciowe. Naturalna fluorescencja flawin (w wodnych roztworach maksi-
mum emisji przy ok, 535 nm) Jjest mierzona przed i po dodaniu ditioninu so-
du, ktéry redukuje flawiny do formy nie fluoryzujacej w tym zakresie wid-

ma,
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W przypadku obecnos$ci w roztworze pochodnych alloksazyny (metabolitéw
flawin) nalezy wykonaé réwniez pomiar wzbudzajac fluorescencjg przy oK.

390 nm (emisja fluorescencji w rejonie 480 nm, w obecnos$ci kwasu octowe- -

g0 lub pirydyny ~530 nm).

Fluorescencja tych zwigzkdw silnie zalezy od polarno$ci $rodowiska, przy
stosowaniu rozpuszczalnikéw organicznych ich stezenie w roztworze musi by¢
scisle okreflone lub muszg byé usuniete [3].

‘ Witamery Bé. Do pomiardéw fluorescencji form witaminy B6 (a takze sil-
niej fluoryzujacych produktéw ich reakcji) trzeba stosowaé Swiatio wzbu-
dzajace o diugosci fali 320-330 nm, fluorymetr z optyka kwarcowg w czgsci
wzbudzajacej i oczywidcie kwarcowe kuwety pomiarowe. Emitowana fluorescen-
cja (385-400 nm) wystepuje w rejonie duzej czutosci wiekszosci detekto-
row,

Stabg fluorescencje witamerdw By mozna mierzyé wowczas, gdy dysponuje
sig czystymi roztworami (po chromatografii) o pH odpowiadajgcym £cisle
najsilniej fluoryzujgcej formie obojetnej. Oznaczenie poszczegélnych wi-
tamerdw Bg Jest mozliwe przez dodanie czteroboranu sodu do czesci préby
(ttumi fluorescencje pirydoksolu) i dokonanie pomiaru, nastgpnie dodanie
\Hp0, " (rozktada pirydoksal) i“ponowny pomiar. Zniszczenie wszystkich form
Bg dla uzyskania tzw. &lepej préby mozna uzyskaé przez kilkuminutowe nas-
wietlanie roztworu $wiatiem nadfioletowym [7,8].

Obliczanie wynikéw

Pomiary muszg byé wykonywane wielokrotnie. Przeprowadzenie pomiardw co

najmniej trzech réwnolegtych préb daje w przypadku zbieznosci wynikéw pod-

stawg do usrednienia, a takze mozliwo$é wykrycia podstawowych bteddw.
Oczywiscie pozgdana jest zawsze statystyczna weryfikacja wynikdw.

Niezaleznie od tych oczywistych wymogéw jeden szczegdt Jest dyskusyjny -
czy nalezy stosowaé tzw. standard wewnetrzny czy tez zewngtrzny. Zdajac
soblg sprawe z intuicyjnie wyraZnych zalet standardu wewngtrznego, przy po=-
miarach metodami fizykochemicznymi bezpieczniejsze Jjest stosowanie stan-
dardu zewngtrznego, Jjako bardziej wiarygodnego i powodujacego mniej trud-
nosci interpretacyjnych. Oczywiscie powinien to byé roztwér standardowy
zawierajacy wszystkie odczynniki stosowane w toku analizy i poddany catej
procedurze analitycznej réwnolegle z probka [3-5]. Sl

Wydaje sig bliski moment radykalnych zmian w zakresie procedury anali-
tycznej jakosciowego i ilosciowego oznaczania poszczegbélnych form witamin.
Swiadczg o tym rezultaty osiggane ostatnio przez osérodki opracowujace meto-
dyke rozdziatu i ilodciowej interpretacji wynikéw z wykorzystaniem wysoko
cisnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC) [8], zwtaszcza przy zasto-
sowaniu tzw. chromatografii par jonowych/w uktadzie faz odwrdconych i de-
tektora fluorymetr&cznego.

Najciekawsze prace na temat nowych procedur analjtycznych opublikowali
ostatnio w odniesieniu do flawin - H. Ohkawa i in..[9], wydzielajac i
oznaczajac obhok zwyklych form flawin nowe metabolity powstajace w organiZ-
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mie cztowieka, I.D. Lumley i R.A. Wiggins [10], wydzielajac i oznaczajac
ilosciowo ryboflawine i FMN w produktach spozywczych z duzg doktadnoscisg, a
w odniesieniu do witaminy BG =0T T Vanderslice i 1ns [11] po cyklu préb
przeprowadzajac rozdzielenie i oznaczenie wszystkich 6 witamerdw obecnych
w produktach spozywczych (wyniki oznaczen ilosciowych sg w zgodzie z wyni-
kami oznaczeri mikrobiologicznych wg standardowej procedury AOAC [5]).

Analiza przy pomocy HPLC Jjest najprostszym mozliwie postepowaniem, po-
miaru dokonuje sie w momencie zakoriczenia rozdzialu chromatograficznego,
caty tok postepowania jest tatwy do standaryzacji i moze byé calkowicie
zautomatyzowany przy uzyciu prostych mikroprocesordw [11]. Wyposazenie
chromatografu cieczowego w dodatkowy detektor masowy pozwala juz obecnie
na identyfikacje struktury oznaczanej formy witaminy lub nawet metabolitu,
a uzycie detektora typu diode-array pozwala na zcbaczenie i zarejestrowa-
nie widm absorpcji oraz/lub emisji oznaczonej formy.
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METHODS OF VITAMIN B2 AND Bg DETERMINATION

Summary

A review is presented dealing with properties of riboflavin, pirydoxol
and their derivatives, general criteria of selecting analytical methods and
a scheme of multistep universal analytical procedure.

METOIN ONPEIEJEHWHA BUTAMUHOB B? i 35

Pesiome

Ha ocHOBe pesynbTaTOR COGCTBEHHHX MCCJHENOBAHH{ U IaHHHX, ONyOJHKOBAHHHX
IPYyTAMH aBTOpPaMH, NaeTCs XapakTepHCTHKa CBOHCTB pPHOOPpPaBHHA, NHPHLOKCKHHA X

UX RaxHe fmux NPOH3BOXHHX; & TakXe paccMaTpUBaKWTCHA KDHTEpHH Bubopa MeTOoZa
AHaJk3a K XON ero NpPOBeJEeHHSH.




