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METODY OZNACZANIA WITAMIN B, I B, 

Po dłuższym okresie względnego zastoju ponownie obserwuje się wzrost 
' zainteresowania wielu ośrodków naukowych problematyką witaminową, a zwłasz 

cza występowaniem w żywności i rolą w żywieniu witamin rozpuszczalnych w 
wodzie. Świadczy o tym lawinowy wzrost ilości publikacji, badania inicjo= 

wane przez zespoły naukowe Instytutu Żywności i Żywienia, fakt zorganizo- 

wania przez Komitet Technologii i Chemii Żywności PAN Szkoły Letniej Jach- aś 
ranka 1985 r.), a także planowanie w następnych latach kursów i konferen- 
cji FEBS na temat chemii i fizjologii witamin rozpuszczalnych w wodzie, 

Do najważniejszych przyczyn powodujących (A zainteresowania tą prob- 
lematyką należy zaliczyć: AN 

1 - uzasadnioną wątpliwość czy stare dne o zawartości. witamin w żywności 
są aktualne wobec katastrofalnego zanieczyszczenia środowiska, 

2 - zmiany w technologii wytwarzania i przetwarzania żywności oraz nieko- 

rzystne zmiany w sposobie odżywiania się (iu nas pogłębione kryzysem), 5 Spe. 
3 - radykalny postęp badań podstawowych w zakresie biochemii i fizjologii R. 

pozwalający dziś znacznie lepiej rozumieć złożoną rolę witamin stano- ż 
wiących integralną część układów enzymatycznych, 

Ł - kolejną rewólucję techniczną owocującą nową generacją skomputeryzowa- 
nych przyrządów pomiarowych o wysokiej czułości i dokładności oraz Mo- 

wymi technikami laboratoryjnyni. i i £ 
| 
U 

Witaminy B_ (ryboflawina) i B, (pirydoksyna) kat 2 6 Y żę - 
Obie witaminy zostały odkryte, wyodrębnione, scharakteryzowane: biolo-_ 

gicznie i fizykochemicznie stosunkowo późno (Ba w roku 1933, B6 w latach 

1974-1938), obie występują dość powszechnie w tkankach roślinnych i zwie- 
rzęcych na ogół w bardzo małych ilościach, Ryboflawina jest "składnikiem NR 
oksydaz ga dehydrogenaz decydujących o tzw, oddychaniu tkankowym i w wielu js ŻĄ 
układach jest kowalencyjnie związana z białkiem enzymu, pirydoksyna wcho- 
dzi w akłańd aminotranefara7 1 dekarhoksvla7 41. 
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W naszej strefie klimatycznej do rzadkości należy awitaminoza B> lub Be 

często występuje hipowitaminoza (zwłaszcza Bg!. Zapotrzebowanie dobowe 

organizmu człowieka przyjmuje się na 2 mg witaminy B, 1 1,5-2 mg witaminy 
Be: Obie witaminy są wrażliwe na światło, ulegają wypłukiwaniu z tkanek w 
czasie gotowania potraw oraz powolnemu rozkładowi termicznemu. Głównymi 

Źródłami witaminy Bo są zboża, wątroba i mleko, a B5 zboża, mięso i warzy- 
wa [12]. 

Obie witaminy występują w kilku formach, a biologiczną aktywność prze- 

jawiają tylko ich fosforany. Poszczególne formy witamin B, (rys. 1) i 
B6 (rys. 2) różnią się znacznie właściwościami fizykochemicznymi ważnymi 

dla celów analitycznych, tj. rozpuszczalnością, absorpcją Światła w róż- 
nych zakresach, reaktywnością chemiczną i biochemiczną, odpornością na 
działanie czynników zewnętrznych [1-1]. 

Ryboflawina jest trudno rozpuszczalna w wodzie, 5-fosforan ryboflawiny 

tzw. flawinomononukleotyd (FMN) i flawinoadeninodinukleotyd (FAD) znhacz- 
nie lepiej, wszystkie są trudno rozpuszczalne w środowiskach o niskiej 
polarności, W wodnych roztworach kwasów rozpuszczalność wszystkich form 

jest dobra, ale zwłaszcza przy ogrzewaniu następuje degradacja FAD do FMN, 
tego ostatniego do ryboflawiny, która z kolei w obecności światła fotoli- 
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Rys. 1. Ryboflawina, jej nukleotydy i produkty rozpadu 
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Rys. 2. Pirydoksyna, główne witaminy i formy jonowe 

zuje do lumichromu, W roztworach alkalicznych następuje szybka defosfory= 
lacja FAD i FMN oraz fotochemiczna degradacja wolnej ryboflawiny do lumi- 
flawiny (i częściowo lumichromu)., Właściwości spektralne wszystkich form 

izoalloksazynowych (ryboflawiny, FMN, FAD i lumiflawiny) są podobne, w 
obojętnych roztworach wodnych maksima absorpcji występują 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- 
lów analitycznych wykorzystuje się dwa długofalowe maksima absorpcji 1,3]. 

Właściwości fizykochemiczne flawin silnie związanych z białkami ulegają 
istotnym zmianem. " 

Flawiny ulegają łatwo odwracalnej redukcji (utleniają się tlenem powie- 
trza) do semichinonów i chinonów (formy kationowe obojętne i anionowe), 
są dość odporne na działanie łagodnych środków utleniających. Wszystkie 
znane formy flawin tworzą łatwo wiązania wodorowe z innymi związkami (FAD 

również wewnątrzcząsteczkowe), a także tzw. kompleksy z przeniesieniem 
ładunku, 

Przyjmuje się, że ryboflawina, FMN i FAD są równocenne biologicznie 
przy podawaniu organizmom testowym [1,2,3,]. 

Chlorowodorek pirydoksolu oraz jego fosforan są łatwo rozpuszczalne w 
wodzie, fosforan pirydoksalu trudno, ale chlorowodorek łatwo, dwuchlorowo= 

dorek pirydoksaminy i fosforan pirydoksaminy są łatwo rozpuszczalne w wo- 

dzie; wszystkie formy są trudno rozpuszczalne w alkoholu i innych roz” 

puszczalnikach organicznych. W wodnych roztworach kwasów rozpuszczalność 
wszystkich form jest znacznie lepsza, długotrwałe podgrzewanie prowadzi do 
defosforylacji i powolnego rozkładu lub reakcji z innymi związkami obec- 
nymi w roztworze. Wszystkie formy są bardzo wrażliwe na działanie śŚwiat- 
ła, nie mogą być poddawane redukcji ani utlenianiu, Pirydoksol jest naj- 
trwalszym z witamerów Bg» pozostałe są znacznie labilniejsze, zwłaszcza w 
środowisku alkalicznym, a najmniej trwały jest fosforan pirydoksalu. Zwią- 



zanie z miałkien powoduje wzrost, b trwałości wszystkich tora Nastał 3 wi=3 

- tamery tworzą liczne formy. jonowe o wyraźnie różniących się widmach absorp= 
cji [4]. W widmach absorpcji pirydoksolu, pirydoksalu i pirydoksaminy wy- 
stępują 3 maksima w rejonie 320 i 245 i poniżej 220 nm. Poszczególne” for= 
my Jonowe wykazują charakterystycznie zmienione widma absorpcji, a w przy- 
padku pirydoksalu położenie dwóch dode maksimów przedstawia się nastę- 

i MAU | 

w roztworze , w roztworze w roztworze 
aut chYu zasado kwaśn 
"(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 , 8800 i 2200 (ramię) 

Podobne różnice w. Tozmieszazeni"j i natężeniu pasm absorpcji występują :w 
przypadku pozostałych witamerów Bę: « Do celów analitycznych wykorzystywane 
są najczęściej długofalowe maksima absorpcji. Wszystkie witamery wykazują 
zdolność do fluorescencji emitowanej w rejonie 385-400 nm z niską wydaj- 

nością kwantową (40.1). Najwyższe natężenie fluorescencji obserwuje się 
dla form obojętnych wszystkich witamerów [ 1,4]. 

Przyjmuje się, że najaktywniejszą formą witaminy Bs _ jest pirydoksal 
(najbardziej labilny) występujący razem z pirydoksaminą w produktach zwie- 
rzęcych. W produktach pochodzenia roślinnego przeważa pirydoksol (naj- 
trwalszy), Wszystkie witamery mogą w komórkach tkankowych łatwo ulegać 
fosforylacji i przechodzić w inne formy (np. pirydoksylo-5*-fosforan może 
zostać utleniony do pirydoksalu, . a ten ulec transaminacji do pirydoksami- 
ny). Niektóre mikroorganizmy wykazują zróżnicowaną wrażliwość na poszcze- 
gólne formy RY B6 [1>5, 6]. 

Metody oznaczania 

Oznaczanie składników występujących w bardzo małych ilościach, w tak 
złożonych układach jakimi są produkty pochodzenia roślinnego i zwierzęcego, 
jest zadaniem wymagającym dokonywania wyboru pomiędzy licznymi " sposobami 
przygotowania i obróbki materiału, wyodrębniania i rozdzielania składników 
oraz metodami pomiaru zawartości interesującego nas związku, Wybór odpo- 

wiedniego sposobu postępowania jest zawsze wynikiem kompromisu możliwego do 
zaakceptowania przy cą ABA wielu, SZAO sprzecznych ze sobą kryte- 
riów. 

Do najważniejszych kryteriów, kóza należy wziąć pod uwagę przy wyborze 
procedury analitycznej można zaliczyć: i 

właściwości fizyczne, chemiczne i biologiczne PenaczeękĆ ' związku 

oraz form w jakich występuje, > | j 
rodzaj pożądanego wyniku oraz granice czułości i dokładności metody 

(czy wystarczy wynik jako suma występujących form, czy trzeba ozna 

czyć poszczególne formy, czy wystarczy wynik w skali mLEPor» czy 
też potrzebny jest w skali nano-), 
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praco- i czasochłonność metody oraz możliwość automatyzacji pomiarów; 
na ogół opłaca się stosowanie szybkich i łatwych metod i statystycz- 
ne opracowanie wyników, 

specyficzność metody; zwykle metoda specyficzna mimo niższej czułości 
daje lepsze wyniki niż czulsza niespecyficzna (np. fluorymetria w 

w porównaniu z absorpcjometrią), 
pomiar zjawiska zależnego liniowo od zawartości oznaczanego składni- 

ka, czy też zakłócenie tego obrazu (to ostatnie zwykle daje podwyż- 
szenie czułości i specyficzności metody), 

dostępność próbki: wybór pomiędzy metodami zużywającymi i nie zużywa- 
jącymi próbki w czasie pomiaru, 

rodzaj dostępnego wyposażenia i aparatury pomiarowej; często opłaca 
się skorzystać z aparatury nowocześniejszej w cudzym laboratorium, 

osobiste doświadczenia i upodobania - rutyna do pewnego stopnia poma- 
ga, ale nie może stanowić hamulca przy stosowaniu nowocześniejszych 

rozwiązań, 
Podjęcie decyzji często jest jeszcze utrudniane w naszych warunkach bra 

kiem wielu niezbędnych materiałów czy urządzeń eliminujących możliwość wy- 
boru optymalnego rozwiązania, W każdym jednak przypadku konieczne jest do- 
kładne zanalizowanie poszczególnych etapów ogólnego schematu postępowania 

analitycznego, jaki obowiązuje przy oznaczaniu związków występujących w 

śladowych ilościach, a więc również przy oznaczaniu witamin (Schemat 1). 
Każdy etap procedury musi być dokładnie sprawdzony (literaturowo i doświad- 

czalnie), co często nie jest sprawą ani łatwą ani prostą. Ze względu na du- 

żą różnorodność struktur i właściwości związków należących do grupy wita- 
min rozpuszczalnych w wodzie, wybór optymalnej procedury analitycznej musi 

być dokonany d”a każdej z witamin oddzielnie. Procedury uniwersalne są 
również możliwa, ale dotyczy to zwykle tylko części etapów oraz na ogół 
produktów zawierających znaczne ilości witamin. 

Ilość etapów, jakie musi przewidywać wybrany sposób postępowania zależy 
od rodzaju materiału, w którym oznacza się daną witaminę, różnorodności 
form, w jakich ta witamina występuje oraz ich właściwości fizykochemicz- 
nych, zawartości witaminy w analizowanym produkcie, ilości i rodzaju zwią- 
zków towarzyszących, a zwłaszcza przeszkadzających w toku analizy, wresz- 
cie także od rodzaju wybranej metody pomiaru. 

Najbardziej uproszczoną procedurę polegającą na rozpuszczeniu preparatu 

i dokonaniu pomiaru, stosuje się przy kontroli jednoskładnikowych prepara- 

tów farmaceutycznych i produktów syntezy witamin. W przypadku preparatów 
wielowitaminowych, produktów bogatych w określoną witaminę (np. witamini- 

zowanych), a także produktów pochodzenia zwierzęcego, o ile nie zawierają 

one dużych ilości rozpuszczalnych białek, cukrowców lub tłuszczów, stosuje 
się nieco bardziej złożone metody postępowania obejmujące wstępne rozdzie- 
lenie składników. Najtrudniejsze jest analizowanie produktów pochodzenia 

roślinnego, zawierających małe ilości witamin w kilku formach łatwo ulega- 
jących rozkładowi i reakcjom wtórnym, a ponadto wiele łatwo rozpuszczalnych 

białek, cukrowców, barwników i innych związków utrudniających wyodręb- 



Schemat 1 

Ogólny schemat oznaczania witamin grupy B 
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nienie. oznaczanych składników. Wówczas konieczne jest zastosowanie wielo- 

etapowej procedury analitycznej sb szczegółowej standaryzacji warunków prze- 

prowadzania analizy. j . / 
W przypadku witamin Bo i Be» ze względu na ich różne właściwości fizy- 

_ kochemiczne, możliwości OozówaniA identycznej procedury. analitycznej 

k właściwie ograniczają się do przygotowania próbki (rozdrobnienie i przygo- 

towanie naważki). 

Ekstrakcja ; ; Ń 

Flawii nysoWw zależności od rodzaju produktu, oznaczania poszczegól- 

"nych form flawin lub ich sumy (po hydrolizie FAD i FMN) oraz obecności 
/_ flawin silnie związanych z białkami, ekstrakcję prowadzi się: gorącą wodą 

lub buforem '(denaturacja fosfataz), gorącymi rozcieńczonymi kwasami czy. 
mieszaninami rozpuszczalników organicznych. Następnie przeprowadza się hy- 

A drolizę enzymatyczną towarzyszących związków wielkocząsteczkowych, z któ- 

rymi flawiny są związane (białka) lub na których się absorbują (skrobia, 
błonnik) oraz ewentualnie hydrolizę połączeń fosforanowych (FAD i FMN), 
Wraz z flawinami do ekstraktu przechodzą ich metabolity o strukturze izo- 
alloksazynowej Ana SEREM 315,8 

wWitame ry Be: Ze względu na brak silnych połączeń ;z białkami 
poszczególne formy witaminy B6 dają się łatwo wyekstrahować rozcieńczonymi 
kwasami (mniej stężonymi dla produktów pochodzenia zwierzęcego) na gorąco, 

'W tych waruńkach niekontrolowanej hydrolizie ulegają połączenia fosforano- 
we, w przypadku oznaczania fosforylowanych form witamerów B6 stosuje się 

| ekstrakcję na zimno lub na ciepło rozcieńczonymi wodnymi roztworami kwasów, 
ostatnio również takich jak wolframowy, nadchlorowy, metafosforówy, sulfo- 
salicylowy czy trójchlorooctowy, buforami, a także roztworami alkoholi 
(desorpcja witamerów z makrocząsteczek). W razie potrzeby połączenia fos- 

foranowe są następnie hydrolizowane enzymatycznie [4,56]. 

Oczyszczanie ekstraktu-hydrolizatu 

W niektórych przypadkach (preparaty farmaceutyczne, niektóre produkty 
witaminizowane lub użycie metody pozwalającej na pomiar w Obecności związ 
ków towarzyszących) ten etap może być pominięty. 

Flawiny. Tradycyjnie stosuje się rozkład zanieczyszczeń tzw. 

utleniani em przy pomocy KMno,, (powoduje jednak częściowy rozkład flawin w 
roztworach o małej zawartości zanieczyszczeń - raczej nie powinno być sto- 
sowane), redukcję ditioninem sodu oraz różne metody rozdziału chromatogra- SF 

ficznego, np. na kolumnach wypełnionych żelem krzemionkowym czy niedostęp-- 
nym u nas Florosilem. Dobre wyniki uzyskano stosując żywicę rezorcynowo- 
-formaldehydową R-15, na której ulegają ilościowej sorpcji: „wolna rybofla- 

wina, FMN, "FAD oraz liczne metabolity, w tym alloksazyny. Ilościowo prze- 
biegająca elucja pozwala na rozdzielenie sumy FAD i FMN, ryboflawiny oraz 

na końcu różnie podstawionych alloksazyn [3]. 
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Bywa również stosowana fotoliza flawin (po hydrolizie FAD i FMN) w. 
środowisku alkalicznym do lumiflawiny, ekstrakcja tej ostatniej chloro- 
formem i oznaczenie metodą fluorymetryczną. Mimo wysokiej specyficzności BR 

tego przekształcenia i zastosowania ekstrakcji z fazy wodnej do organicz- 
nej (pozwala na dodatkowe usunięcie zanieczyszczeń) metoda ta nie może 
być polecana ze względu na nieilościowy przebieg reakcji oraz równoległe 

powstawanie pochodnych o strukturze alloksazynowej IEZ0f0b j 
W 1ota/mie rzy Bg. Właściwie jedynymi, od dawna stosowanymi meto— 

dami oczyszczania ekstraktów i rozdzielenia poszczególnych form B6 są me- 
tody chromatograficzne z wykorzystaniem anionitów, chromatografii cienko- 
warstwowej czy elektroforezy. Na ogół uzyskuje się dobry ilościowy 'roz- 
dział wolnych form wi tamerów Bę- Wstępnie obiecujące wyniki uzyskano rów- 
nież przy zastosowaniu żywicy rezorcynowoformaldehydowej R-15. Rozdział 
wszystkich form Bę (wolnych i fosforylowanych) może być uzyskany przy za- 
stosowaniu chromatografii opartej na tworzeniu par jonowych w układzie zB 
odwróconymi fazami, W przypadku dużej zawartości B6 w badanym produkcie 

można przeprowadzać reakcje barwne z 2,6-dichlorochinochlorimidem, z p-di- 
metyloaniliną w obecności utleniacza (witamery trzeba wstępnie przeprowa- 

dzić w formę reagującą z danym odczynnikiem). Stosuje się również prze- 
prowadzenie wszystkich obecnych form B6 w kwas pirydoksonowy a następnie w 
lakton silnie fluoryzujący niebiesko w roztworach alkalicznych - (pH 10). 

Inną możliwość daje przeprowadzenie pirydoksolu i pirydoksalu w pochodną 
cyjanohydrynową o silnej fluorescencji (pirydoksaminę trzeba wstępnie 

" przeprowadzić w pirydoksal). Wszystkie te reakcje, mimo znacznej specy- 
ficzności, nie przebiegają całkowicie ilościowo i nie powinny być zalecane 

Ledy 

Pomiar zawartości witamin 

Ten etap procedury analitycznej daje pozornie największe możliwości wy- 

boru. Jednak przy wnikliwym rozpatrzeniu wszystkich wariantów, , uwzględ- 
nieniu najważniejszych kryteriów i nieuniknionych kompromisów możliwy wy-- 

bór ogranicza się do jednej z metod biologicznych i rzadko do więcej niż 
jednej metody fizykochemicznej. 

Metod Vik b faordo0 ERIACEZAN e: Wykorzystanie doświadczalnych or- 
ganizmów żywych jest nieuniknione w określonych przypadkach, ponieważ tyl- 
ko w ten sposób można uzyskać wiążące dane o rzeczywistej, biologicznej 
wartości poszczególnych form witamin w określonych warunkach. Ze „względu 
na uciążliwość i koszt tego rodzaju badań z wykorzystaniem wyższych orga- 
nizmów zwierzęcych (dla flawin: szczury i kurczęta, dla witamerów Bę: 
szczury, kurczęta Leghorn, larwy Coreyra cephalonica) w analizach ruty- 
nowych powszechnie są stosowane mikroorganizmy. Wyselekcjonowane szczepy 
o ściśle określonej wrażliwości reagują na zawartą w pożywce witaminę wy- 
dzielając do podłoża metabolity (np. kwasy), zwiększając rozmiary kolo- 

nii lub stopień zmętnienia pożywki płynnej - natężenie tych objawów jest 
mierzone i powinno być w określonych granicach liniowo zależne od stęże-. 
nia witaminy [5-7]. 

O ot O CL UA 
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| nosus ATCC No, 7469 5-7]. 
k. Szczepów: 

_ jednakowym stopniu wrażliwe na poszczególne witamery BG)» 
_ casei (o dwa-trzy rzędy wielkości bardziej wrażliwy na pirydoksal niż na 

' ponadto Streptobacterium planetarum, 
różnicowego oznaczania poszczególnych form witaminy BG przy 

_ kilku mikroorganizmów ostatnio jest rzadko wykorzystywana, . Najczęściej roz= 

" dy oparte na pomiarze fluorescencji, 
cencji 

, AS 15 ZPUKOR: AWZ AC 67 

W przypadku flawin stosowany jest Lactobacillus casei subspecies rham- 

Dla witamerów Bg wykorzystywać można kilka 
(ATCC No. 4228) i uvarum 

. (wszystkie prawie w 
Lactobacillus 

Saccharomyces carlsbergensis 
No. 9080), Neurospora sitophila, Kloeckera brevis 

(mało wrażliwy na pirydoksol) i 
Możliwość 

zastosowaniu 

Streptococcus faecalis 
Escherichia coli i inne. 

pozostałe formy), 

dzielone chromatograficznie witamery BĘ są oznaczane przy zastosowaniu te- 

go samego organizmu testowego [5-7]. 
Metody mikrobiologiczne ma jące walor wysokiej specyficzności i 

łości są jednak kłopotliwe w stosowaniu, czaso- i pracochłonne, ich auto- 
matyzacja wydaje się nierealna. Uzyskiwane wyniki po opracowaniu staty- 

stycznym są dokładne i powtarzalne. 
Metody feivz yiksoscanhzezmsi"czzinie", 

nie zapewnia dostatecznej czułości i specyficzności, 

czu- 

Większość znanych metod 
Dlatego też jedynie 

w przypadkach czystych preparatów i produktów witaminizowanych stosuje się 
(miareczkowanie potencjometryczne, polarografię) 

(spektrofotometryczne) w stosunku do od- 

(dla tej ostatniej WŚ do 

metody elektrochemiczne 
czy pomiary absorpcjometryczne 
dzielnych form witamin B, i 36 

ich reakcji) [5-7]. ; 
Metodami odpowiadającymi w optymalnym stopniu kryteriom wyboru są meto- 

aw przypadku B6 również fosfores- 
(ze względu na konieczność spełnienia dodatkowych warunków, rzadko 

Wysoka czułość i sbecyficzność pomiarów fluorescencji jest wy- 
(fluorymetry i spektrofluory- 
w chromatografii cieczowej. 

głów 

stosowana). 
korzystywana zarówno w klasycznym układzie 

metry), jak i w detektorach stosowanych 
Względnie niska popularność me tod PRRNZGIAKESEE jest powodowana 

nie: ; 
a. trudnościami aparaturowymi; obecnie powszechnie dostępne są dobre 

źródła światła, filtry, monochromatory oraz bardzo czułe detektory i 
dysponując tymi elementami można z łatwością zbudować dobry fluorymetr, 
dostępne są również dobre absorpcjometry typu Spekol (Spekol-10, Spe- 
kol-11) z przystawkami do pomiarów fluorescencji, Świ 

b. zależnością zjawiska fluorescencji od takich warunków, jak: temperatura, 
pH roztworu, polarność rozpuszczalnika, obecność tlenu i innych wyga- 
szaczy fluorescencji, możliwość zachodzenia reakcji fotochemicznej, co 
wymaga ścisłej standaryzacji metody. 
Flawiny, Pomiary fluorescencji flawin mogą być przeprowadzone na do- 

wolnym fluorymetrze, ponieważ wzbudzać należy światłem o długości fali 
około 445 lub 375 nm, co można łatwo uzyskać stosując palniki halogenowe 
lub rtęciowe. Naturalna fluorescencja flawin 

mum emisji przy ok. 535 nm) jest mierzona przed i po dodaniu ditioninu so- 
du, który redukuje flawiny do formy nie fluoryzującej w tym zakresie wid- 

ma, 

(w wodnych roztworach maksi- 

(ATCC 

produktów 
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„JJ przypadku obecności w roztworze pochodnych alloksazyny (metabolitów 
flawin) należy wykonać również pomiar wzbudzając fluorescencję przy ok. 
390 nm (emisja fluorescencji w rejonie 480 nm, w obecności kwasu octowe- - | 

go lub pirydyny —530 nm). ; w 
Fluorescencja tych związków silnie zależy od polarności środowiska, przy 

stosowaniu rozpuszczalników organicznych ich stężenie w roztworze musi BYE 

ściśle określone lub muszą być usunięte [3]. są 
Witamery B6: Do pomiarów fluorescencji form witaminy B6 (a także sil- 

niej fluoryzujących produktów ich reakcji) trzeba stosować światło wzbu- 
dzające o długości fali 320-330 nm, fluorymetr z optyką kwarcową w części 
wzbudzającej i oczywiście kwarcowe kuwety pomiarowe. Emitowana fluorescen- 

'cja (385-400 nm) występuje w rejonie dużej czułości większości detekto- 
DÓW j 

Słabą fluorescencję witamerów BG można mierzyć wówczas, gdy dysponuje 
się czystymi roztworami (po chromatografii) 0 pH odpowiadającym ściśle 

najsilniej fluoryzującej formie obojętnej. Oznaczenie poszczególnych wi- 
tamerów B6 jest możliwe przez dodanie czteroboranu sodu do części próby 
(tłumi. fluorescencję pirydoksolu) i dokonanie pomiaru, następnie dodanie: 

|H202 (rozkłada pirydoksal) i ponowny pomiar. Zniszczenie wszystkich form 
Bę dla uzyskania tzw. Ślepej próby można uzyskać przez kilkuminutowe naś- 
wietlanie roztworu światłem nadfioletowym [7,8]. 

Obliczanie wyników "3 , | 
Pomiary muszą być wykonywane PARYS Przeprowadzenie pomiarów co 

najmniej trzech równoległych prób daje w przypadku zbieżności wyni ków pod=. 

stawę do uśrednienia, a także możliwość wykrycia podstawowych błędów. 
Oczywiście pożądana jest zawsze statystyczna weryfikacja wyników, 

Niezależnie od tych oczywistych wymogów jeden szczegół jest dyskusyjny - 
czy należy stosować tzw, standard wewnętrzny czy też zewnętrzny, Zdając 
sobie sprawę z intuicyjnie wyraźnych zalet standardu wewnętrznego, przy po- 
miarach metodami fizykochemicznymi bezpieczniejsze jest stosowanie _ stan- 

dardu zewnętrznego, jako bardziej wiarygodnego i powodującego mniej trud- 
ności interpretacyjnych. Oczywiście powinien to być roztwór standardowy 

zawierający wszystkie odczynniki stosowane w toku analizy i poddany całej 

procedurze analitycznej równolegle z próbką [3- 5]. W: 
Wydaje się bliski moment radykalnych zmian w zakresie procedury anali- 

tycznej jakościowego i ilościowego oznaczania poszczególnych form witamin. 

Świadczą o tym rezultaty osiągane ostatnio przez ośrodki opracowujące meto- 
dykę rozdziału i ilościowej interpretacji wyni ków z wykorzystaniem wysoko 

ciśnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC) [8], zwłaszcza przy zasto- 
sowaniu tzw. chromatografii par jonowych w układzie faz odwróconych i de- 
tektora fluorymetrycznego. 

Najciekawsze prace na temat nowych procedur analitycznych opublikowali 

ostatnio w odniesieniu do flawin - H. Ohkawa i in.. 5], wydzielając i 
oznączając obok zwykłych form flawin nowe metabolity powstające w organiź- 
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/ mie człowieka, I.D. Lumley i R.A. Wiggins [10], wydzielając i oznaczając 
' ilościowo ryboflawinę i FMN w produktach spożywczy ch z dużą dokładnością, a 

w odniesieniu do witaminy Bę ='J.T+ ku pełaża uł in. Bb po cyklu prób 

przeprowadzając rozdzielenie i oznaczenie wszystkich 6 witamerów obecnych 
w produktach spożywczych (wyniki oznaczeń ilościowych są w zgodzie z wyni- 

_" kami oznaczeń mikrobiologicznych wg standardowej procedury AOAC E5]).. 
Analiza przy pomocy HPLC jest najprostszym możliwie postępowaniem, po- 

miaru dokonuje się w momencie zakończenia rozdzia łu chromatograficznego; 
cały tok postępowania jest łatwy do standaryzacji i może być całkowicie 
zautomatyzowany przy użyciu prostych mikroprocesorów BJ: Wyposażenie 
chromatografu cieczowego w dodatkowy detektor masowy pozwala już obecnie 
na identyfikację struktury oznaczanej formy witaminy lub nawet metabolitu, 
a użycie detektora typu diode-array pozwala na zobaczenie i zarejestrowa- 
nie widm absorpcji oraz/lub emisji oznaczonej foimy. 
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METHODS OF VITAMIN B> AND B6 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, 

METOJN OIPEJEJENHMKH BHUTAMUHOB B- ń Bę 

Pe3vme 

Ha ocHoBe pe3y1lbTATOB COÓCTBEHHHX MCCJEĄOBAHKŃ HK XAHHKNX, ONYÓNAKOBAHHNX 
NLDPyruMu aBTOpamMu, 1aeTca XapakTEepUCTUKA CBOŃŃCTB puÓo$paBuHa, nupu1okcKHa M 
ux BaxHefimux NpoM3BONHNHX; a TakXe paccMaTpuBaOTCA KDHKTepuK BuxÓopa MeToXa 
aHalh3a K XO1 Ero npoBe1eHKA. 


