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ZJEDNOCZENIE 8130-05 
PRZEMYSŁU Koncentraty spożywcze 

KONCENTRATÓW 
Oznaczanie witaminy B 1 

. 
B2 SPOŻYWCZYCH I 

1. WSTĘP 

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest 
oznaczanie zawartości witaminy BI (tiaminy.) i B 2 (ry
boOawiny) w koncentratach spożywczych . 

1.2. Zakres stosowania normy. Normę należy stoso
wać w zakresie oznaczania zawartości witaminy BI 
i B2 pochodzenia naturalnego i syntetycznego w odżyw
kach dla dzieci, w koncentra tach napojów, w żywności 
o specjalnym przeznaczeniu (d la sportowców, dia 
betyków itp.). 

2. METODA OZNACZANIA WITAMINY BI 

2.1. Metoda oznaczania witaminy B I pochodzenia na
turalnego w żywności o specjalnym przeznaczeniu i od
żywkach dla dzieci 

2.1.1. Zasada metody polega na uwolnieniu witami
ny B I przez ekstrakcję i hydrolizę enzymatyczną, utle
nien iu wolnej witaminy do triochromu i pomiarze 
Ouorescencji. 

2.1.2. Aparatura, przyrządy i materiały 
a) Absorpcjometr "Specol" firmy Zeissa z przystaw

ką Ouorometryczną F K i kuwetami o grubości warstwy 
I cm. 

b) Lampa rtęciowa HQE-40. 
c) Wzmacniacz ZV. 
d ) Filtr niebieski 3G-26 lub filtr niebieskozielony 

(maksimum fluorescencji tiochromu 450 nm). 
e) Wzorzec szklany WG-9. 
f) Kolumna szklana o średnicy 10 mm. 
g) Wymiennik jonowy Amberlit IRC-50 o wielkości 

cząs tek 20 -;- 50 mesh. 
h) Łaźnia wodna z te rmoregulacją lub autoklaw. 
i) Młynek elektryczny lub moździerz . 

j ) Wirówka laboratoryjna. 
k) Cieplarka laborato ryjna. 
I) Probówki lub cylindry pojemn ości 50 cm3 z do

szlifowanymi ko rka mi. 
ł) Kolby pojemnośc i 50 cm 3 z doszlifowanymi kor

kami . 
m) Sączki bezpopiołowe o średnicy 60 mm . 

, Grupa katalogowa 1299 

2.1.3. Odczynniki i roztwory 
a) Kwas solny, cz.d.a., roztwór 0,5 i 3N. 
b) Kwas siarkowy, cz.d.a ., roztwór O,IN. 
c) Octan sodowy, cz.d.a., roztwór 2,5M. 
d) Izobutan o l lub butanol, cz.d.a., (redestylowany). 
e) Wodorotlenek sodowy, cz.d.a., roztwór 15-pro

centowy. 
f) Żela zicjanek potasowy, cz.d.a., roztwó r I-pro-

centowy. . 
g) Ch lorek sodowy, cz.d.a., roztwó r lO-procentowy. 
h) Ch lorek potaso~y, cz.d.a., roztwór 25-procen

towy. 
i) Alkohol etylowy, cz.d.a ., roztwór 96-procen-

towy. 
j) Siarczan chininy, cZ.d. a. 
k) Chlorowodorek tiaminy, cZ.d.a. 
I) Alka liczny roztwó r że lazicjanku potasowego 

(odczynnik utleniający) : 4 cm3 l-procentowego roztwo
ru żelazicjanku potasowego uzupełn ić w kolbie pomia
rowej pojemności 100 cm 3 15-procentowym roztwo
rem' wodorotlenku sodowego . Odczyn nik przygotować 
bezpośrednio przed użyciem i chronić od światła . 

ł) Kwaśny roztwór chlorku potasowego 8,5 cm3 

kwasu so lnego (1, 19) uzupełnić w kolbie pojemności 
1000 cm3 25-procentowym roztworem chlorku pota
sowego. 

m) Toluen, cZ.d.a . 
n) Enzym fosfataza Claraze 300 (Taka-diastaza), 

roztwór 6-procentowy w 2,5M octanie sodowym. 
o) Pięciotlenek fosforu , cz. d .a. 
p) Azo tan srebra, roztwór l-procentowy. 

Roztwory siarczanu chininy 
a) Roztwór podstawowy siarczanu chininy o stężeniu 

100 J..lg w I cm3
• 

Na wadze a na li tycznej odważyć 10 mg siarczanu chini
ny z dokładnością do 0,00 I g, przenieść ilościowo do kol
by pomiarowej pojemności 100 cm3 O,IN roztworu kwa
su siarkowego, wymieszać i uzupełnić do kreski. Roz
twór przechowywać w temperat urze 4°C i chronić od 
światła. 

b) Roztwór roboczy siarczanu ch in iny o stężeniu 

I J..lg w I cm3 . 

Zgłoszona przez Zjednoczenie Przemysłu Koncentratów Spożywczych 
Ustanowiona przez Naczelnego Dyrektora Zjednoczenia Przemysłu Koncentratów Spożywczych dnia 20 lutego 1981 r. 

jako norma obowiązująca od dnia 1 stycznia 1982 r. 
(Dz. Norm. i Miar nr 7/ 1981 poz. 36) 
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I cm3 roztworu podstawowego siarcza nu chininy 
przen ieść do kolby pom iarowej pojemnośc i 100 cm 3 

i uzupełnić do kreski O, I N roztworem kwasu siarkowego . 
Ro ztwó r należy s tosować do sprawdza nia abso rpcjo

metru "Speco l". 
Roztwory wzorcowe chlorowodorku tiaminy 
ej) Roztwór podstawowy ch lorowodor ku ti a min y 

o s tężeni u 100 J..lg w I cm3. 

Na wadze ana litycznej odważyć 50 mg ch lo ro wo
dorku tiaminy z dokładnością do 0,001 g uprzednio wy
suszo nego do stałej masy nad pięciot l enkiem fosforu, 
przemesc il ośc i owo do kolby pom iarowej pojem
ności 500 cm3 O, I N roztworu kwa su siarkowego , wy
mieszać i uzupełni ć do kreski . Roztwó r przec howywany 
w ciemnej butelce w temperaturze 4°C wykazuje trwa
łość w ciągu 3 miesięcy . 

b) Roztwór roboczy chlorowod o rku tiaminy o stę

żeniu I ~lg W I cm 3. 

I cm 3 roztworu pods tawowego chlorowodork u tia
min y przenieść do kolby pomiarowej pojemnoscl 
100 cm3 i uzupełnić do kreski O, IN roztworem kwasu 
sia rkowego uprzedn io doprowadzonym d o pH 6,0 za 
pomocą 2,5 M roztwo ru octa nu sodowego . 

c ) Roztwór roboczy chl orowodorku tia min y o stę

że niu 0,2 J..lg w I cm 3
. 

5 cm 3 roztworu wg poz. b) przen ieść do kolby po mi a
rowej pojemnoscl 25 cm3 i uzupełnić do kreski 0,1 N 
roztworem kwasu sia rkowego uprzednio doprowad zo
nym do pH 6,0. 

Roztwór należy przygotować w dniu wykonywani a 
oznaczan Ia. 

2.1.4. Przygotowanie kolumny. Wym iennik jo nowy 
Amberlit IRC-50 zalać wodą destylowaną i pozostawić 

na co najmn iej 24 h w ce lu spęczni e ni a. Nas tępnie 

kolumnę szklaną o średnicy około 10 mm napełnić wy
miennikie m jonowym na wysokość 5 cm. Kolumnę prze
mywać ko lejno 3N roztwore m kwa su so lnego (przez 
15 min) i wodą destylowaną do za niku reakcji kwaśnej, 
a następn i e lO-procentowym roztwo rem ch lorku sodo
wego i wodą destylowaną do za niku reakcj i na chlo rki 
(próba z azotanem srebra) . Kolumnę przemywać 

z szybkością przepływu 1...;.-2 cm 3/min. Wymien nik jo
nowy w ko lumnie musi być sta le przy kryty wars twą 
wody w ce lu wyeliminowania dostę pu po wietrza . 
Kolumnę należy regenerować po przeprowad ze niu 

kilkunas tu rozd ziałów, małymi porcjami 0 ,5N roztwo
ru kwasu so lnego lu b 25-proce ntowym kwaśnym roz
twore m chlorku potasowego. 

2.1.5. Sprawdzanie absorpcjometru "Specol". Absorp
cjometr ,,~ pecol " uruchomić zgodnie ż instrukcją ob
sługi aparatu i sprawdzić za pomocą roztworu robo
czego sia rczanu chini ny przygotowanego wg 2.1.3 lub 
wzorca szklanego WG-9. W tym ce lu ustawić regula
tor wzmocnienia (ZV) na 500, kuwetę z ro ztwo rem 
siarczanu chini ny lub wzorcem szklanym umieśc i ć w 
komorze kuwetowej i ś rubę mikrometryczną ustawić 

w położeniu o koło 365 nm, a następn i e u sta li ć maksy
malne wychyleni e wskazówki na 100 lub inne wybra ne 
mIeJsce. Przed każdym pomia rem na l eży skorygować 

położenie O i maksymalne wychy len ie wskazówki 
przyrządu dla roztworu wzorcowego. 

2.1.6. Wykonanie oznaczania 
2.1.6.1. Przygotowanie próbki do badań. W zależ

n ośc i od przewidywan ej zawa rtości tiaminy w badanym 
produkcie próbka do oznaczeń powinna za wierać 

10 ...;.- 25 J..lg tiaminy. 
Ze średniej próbki labo ratoryjnej uprzednio rozdrob

nionej odważyć w kolbie stożkowej poj emn ości 

200 cm 3 2...;.-10 g prod uktu z dokładnością do 0,001 g, 
dodać około 75 cm3 O, I N roztworu kwasu siarkowego 
i wymieszać. Kolbę umieścić na wrzącej ła źn i wodnej 
lu b w autok la wie o temperaturze 120 "';'- 123°C i prze
prowadzić hydroli zę przez 45 min . Następn ie kolbę 

oc hłodzi ć do temperatury 50°C i dodać 5 cm 3 świeżo 

przygotowanego enzymu (pH pró by powinno wynosić 

4,2 "';'- 4,5) i inkubować w cie plarce w tempera turze 37°C 
przez 12 h lub w tempera turze 45°C przez 2 h . W przy
padku stosowania temperatury 37°C nal eży dodać d o 
próbki kilka krop li to luenu. Następn ie próbkę ochło

dzić, za kwas ić do pH l i ogrzewać na wrzącej łaźni 

wodnej przez 5 min . Zawartość ko lby ponownie ochło
d z i ć , dodać 5 cm 3 2,5M roztworu octanu sodowego 
w ce lu doprowadzenia próbki do pH w za k res ie 5,5"';'-6 ,0 
i przenieść il ościowo do kolby pomiarowej pojemności 

100 cm 3 , wym i eszać i dopełnić do kreski wodą de
s tylowaną. Następnie próbkę odwiro wać przez 15 min 
przy 5000 obr./ min , roztwó r przesączyć przez sączek 
bezpopiołowy, od rzucając pierwsze krople. 

Przy oznacza niu wo lnej tiaminy nie należy stosować 
inkubacj i enzymatycznej. Prób kę po hydrol izie kwa
sowej ochłodzić i doprowadzić d o pH 5,5"';'- 6,0 za 
pomocą 2,5M roztworu oc tanu sodowego , przenieść 

ilośc i owo do kolby pomia ro wej poje mności 100 cm3
, 

wymieszać, dopełnić do kreski wodą desty l owaną 

i ochłod z i ć . Ot rzymany ekstrak t stan owi próbkę wyjś

c i ową do dalszych badań . Oznacza nie tiamin y wykony
wać w po mieszczeniu zac iemnionym. 

2.1.6.2. Wyodrębnianie tiaminy (oczyszczanie ekstrak
tu). Odmierzyć pipetą 25 cm 3 ekstra ktu i przeprowa
dzić przez kolumnę z szyb kością I ...;.- 2 cm3/ min. Wyciek 
z kolum ny odrzucić. Następnie ko l umnę przemyć 3 ko
lejnymi porcjami go rącej wody destylowanej w ilości 

15 cm3
. Tiaminę eluować z ko lumny porcjami zakwa

szonego roztworu chlorku potasowego (10 , 10 i 5 cm 3
) . 

Elua t zbierać do ko lby pomiarowej pojemności 25 cm3
, 

dopełnić do kreski i wymieszać. 
W ta ki sam sposób przeprowadzić oczyszczan ie roz

two ru roboczego ch lorowodorku tiaminy przygotowa
nego wg 2.1.3, pob i erając 25 cm3 roztworu . 

2.1.6.3. Utlenianie tia miny i ekstrakcja tiochromu. 
Do 2 probówek lub cylindrów pojemności 50 cm3 po
brać po 5 cm3 eluatu i 5 cm 3 oczyszczonego roztworu 
roboczego chlorowodork u tia miny , dodać po 3 cm3 

alka licznego ro ztwo ru że laz i cjanku potasowego i po 
10 cm 3 izobutano lu , wyt rząsać przez 2 min i następnie po
zostawić w celu rozdzielenia warstw. Z górnej warstwy 
izobuta no lu pobrać pipe tą 5 cm3 klarownego roztworu, 
prze nieść do suchych ko lb pojemności 50 cm3

, dodać 
0,5 cm 3 a lkoholu etylowego i wymieszać. 
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Równolegle przygotować próbę zerową. Do 2 pro
bówek lub cylindrów pobrać po 5 cm 3 elua tu i 5 cm3 

oczyszczonego roztworu ch lorowodo rku tiaminy , dodać 
po 3 cm 3 15-procentowego roztworu wodorotlenk u so
dowego i 10 · cm3 izobutanolu , da lej pos tępować jak 
w próbkach badanych. 

2.1.6.4. Pomiar fluorescencji wykonać na absorpcjo
metrze "Specol " sprawdzonym wg 2.1.5, przy dł ugości 
fali 365 nm, Ko lejno przeprowadzić pomiar fl uorescen
cji prób nieut leni onych (zerowych), a następn ie 

utlenionych. 
2.1.6.5. Obliczanie wyniku oznaczania. Zawartość 

tiaminy (X l) wyrażoną w miligramach na 100 g prod uk
tu ob liczyć wg wzoru 

w którym: 

(a - b)·c·2 

(al-bl) · g 
( I ) 

a - odczyt fluorescencj i badanej próbki utlenionej, 
b odczy t fluorescencji badanej próbk i nieutle

nionej (zerowej), 
al odczyt fluorescencji utlenionego rozt woru ro

boczego tiaminy, 
b l odczyt fluorescencji nieutlenionego roztworu 

roboczego tiaminy (zerowy), 
c - ilość tiaminy w roboczym roztworze standar

dowym, ~g, 

g - masa produktu, g. 
2.1.6.6. Wynik końcowy oznaczania . Za wynik przy

jąć średnią arytmetyczną wyników co najmniej dwóch 
równoległych oznaczań. 

2.2. Metoda oznaczania witaminy B l pochodzenia syn
tetycznego w koncentratach napojów 

2.2.1. Zasada metody polega na utlenieniu witaminy 
BI do tiochromu i pomiarze fluorescencj i. 

2.2.2. Aparatura, przyrządy i materiały 
a ) Absorpcjometr "Specol" firmy Zeissa z przystaw

ką tluorome tryczną FK z kuwetam i o grubości war
stwy I cm. 

b) Lampa rtęciowa HQE-40. 
c) Wzmacniacz ZV. 
d) Filt r wtó rn y niebieski 3G-26 

zielony (maksimum fluorescencj i 
450 nm). 

I 
e) Wzorzec szklany WG-9. 

lub filtr niebiesko
tiochromu przy 

f) Młynek elektryczny lub moździerz . 

g) Wirówka laboratoryjna. 
h) Probówki lub cylindry pojemnośc i 50 cm3 z do

szlifowanymi korkami. 
i) Kolby pojemności 50 cm 3 z doszlifowanymi kor-

ka mi. 
j) Sączki bezpopiołowe o średnicy 60 mm . 
2.2.3. Odczynniki i roztwory 
a) Kwas siarkowy, cz.d .a., roztwór 0, 1 N . 
b) Żelazicjanek potasowy, cz.d.a., roztwór lO-pro

centowy. 
c) Wodorotlenek potasowy, roztwór 30-procentowy. 
d) Alkaliczny roztwór żelazicjanku potasowego 

(odczynnik utleniający) (5 cm3 lO-procentowego roz
tworu żelazicjanku potasowego uzupełnić w kolbie po
jemnośc i 50 cm3 30-procentowym wodorotlenkiem po
tasowym). 

e) Izobutanol, cz.d.a. 
f) Ch lorowodorek tiaminy lub monoazotan tiaminy, 

cz.d.a . 
g) Pięciotlenek fosfo ru , cz.d.a . 
h) Alkohol etylowy. 
i) Siarczan chini ny, cz.d .a. 

Roztwory siarczanu chininy 
a) Roztwór podstawowy siarczanu chininy o stęże

niu I ~g w I cm 3
. 

Na wadze analitycznej odważyć 100 mg siarczanu 
chininy z dokładnością do 0 ,001 g, przenieść ilościo

wo do kolby pomiarowej pojemności 100 cm3 O, IN 
roztworu kwasu siarkowego, wymieszać i uzupełnić do 
kreski. Roztwór przechowywać w temperaturze 4°C 
i ch ronić od światła. 

b) Roztwór roboczy siarczanu chininy o stężeniu 

3 ~g w I cm 3
. 

3 cm3 roztworu podstawowego siarczanu chin iny 
prze nieść do ko lby pomiarowej pojem ności 1000 cm 3 

i uzu pełnić do kreski O, IN roztworem kwasu siarkowe
go. Roztwór należy stosować do sprawdzania absorp
cjome tru "Specol" . 

Roztwory wzorcowe chlorowodorku tiaminy 
a) Roztwór podstawowy ch lorowodorku tiaminy 

o stężeniu 0, 5 mg w I cm 3 • 

Na wadze analitycznej odważyć 50 mg chlorowodor
ku tiaminy z dokładnością do 0,001 g uprzednio wy
suszonego do stałej masy nad pięciotlenkiem fosforu , 
przenieść ilościowo do kolby pomiarowej pojemności 
100 cm3 0,1 N roztworu kwa su siarkowego, wymieszać 
i uzupełnić do kreski. Roztwór przechowywany w ciem
nej bute lce w temperaturze 4°C wykazuje trwałość 

w ciągu kilku miesięcy. 
• 

b) Roztwór roboczy chlorowodorku tiaminy· o stę-

żeniu 2 ~g w I cm l
. 

l cm 3 roztworu podstawowego chlorowodorku tiami
ny przenieść do kolby pomiarowej pojemności 250 cm3

, 

uzupełnić do kreski O,;N roztworem kwasu siarkowego 
i wymieszać. 

Roztwór należy przygotować w dni u wykonywania 
oznacza ma. 

2.2.4. Sprawdzenie absorpcjometru "Specol" wy konać 
wg 2.1.5. 

2.2.5. Wykonanie oznaczania 
2.2.5.1. Przygotowanie próbki do badań. W zależności 

od przewidywanej zawartości tiaminy w badanym pro
dukcie, próbka do oznaczań powinna zawierać 

100 -;.-200 ~g. Ze śred niej próbki laboratoryjnej uprzed
nio rozdrobnionej odważyć w zlewce 2 -;.- 5 g produktu 
z dokładnością do 0,00 I g, przenieść ilościowo do kolby 
pomiarowej pojem nośc i 100 cm 3 za pomocą O,IN roz
tworu kwasu siarkowego, uzupeł nić do kreski, energicz
nie wytrząsać przez 20 min i odwirować przez 10 min 
przy 5000 obr./min. Roztwór przesączyć do suchej 
kolby przez sączek bezpopiołowy, odrzucając pierwsze 
krople . 
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Oznacza nie tiaminy wykonywać w pomieszczeniu 
. . 

zaciem nIOnym. 
2.2.5.2. Utlenianie tiaminy i ekstrakcja tiochromu. 

D o probówek lub cylindrów pojemnośc i 50 cm3 pobrać 

ko lejn o 1,5, 3, 4 ,5 cm3 klarownego roztworu. Równo
legle pobrać 1,5, 3 i 4,5 cm3 roztwo ru roboczego tiami
ny przygoto wanego wg 2.2.3. Probów ki u zupełnić O, I N 
roztwo rem kwas u s iark owego do objętośc i 10 cm 3 , d o
dać po 8 c m3 a lkalicznego roztworu żelazicjanku po
tasowego i po ,10 cm3 izobutano lu . Silnie wytrząsać 
przez 2 min i pozostawić do rozdzielenia się warstw. 
Z górnej warstwy iZCJbuta no lu pobrać pipetą 4 ,5 cm 3 

klarownego roztworu i przeni eść do suchyc h kolb po
jemności 50 cm 3 , dodać I c m3 a lko ho lu etylowego 
i wymieszać. 

2.2.5.3. Pomiar fluorescencji wykonać na absorpcjo
metrze "Specol" sprawdzonym wg 2.1.5 przy długości 
fali 365 nm. 

2.2.5.4. O bliczan.ie wyniku oznaczania. Zawartość 

tiaminy (X2) wyrażoną w miligramach na 100 g pro
duktu ob l iczyć wg wzo ru 

w którym: 

(n l + n2 + n3) . c 

3 . g . 10 
(2) 

n l, n2, n3 s tosunek wa rtości fluorescencji pró bki 
ba da nej do fluorescencji wzorca dla od
powiednic h ko lejnych rozcieńczeń, 

c - i l ość ti a miny w I c m 3 roztworu standar
do wego, Ilg , 

g - masa próbki , g. 
2.2.5.5. Wynik końcowy oznaczania. Za wynik przy

jąć średnią arytmetyczną wynikó w co najmniej dwóch 
równoległych oznacza ń. 

3. METODA O Z NACZANIA WITAMINY B2 

3.1. Metoda oznaczania witaminy B2 pochodzenia na
turalnego w żywności o specjalnym przeznaczeniu 

3.1.1. Zasada metody polega na uwolnieniu witami
ny B2 przez e k s trakcję i h ydro lizę e nzymatyczną, 

oczyszczeniu e kstraktu i pomiarze fluore sce ncji. 
3.1.2. Aparatura , przyrządy i materiały 

a) Abso rpcjometr "Specol" firm y Zeissa z przystaw
ką fluorome t ryczną F K i kuwetami o grubości warstwy 
l cm. 

b) Lampa rtęciowa HQE-40. 
c) Wzmacniacz Z V. 
d) Filtr wtó rny żÓłtozielony GVK-48 (maksimum 

fluorescencj i ryboflawiny przy 535 nm). 
e) Wzo rzec szkla ny GG- 17. 
f) Młynek elektryczny lub moździerz. 

g) Łaźni a wodna lub a utoklaw. 
h) Cieplarka la bo ra to ryjna. 
i) Kolumna szklana o średnicy 10 mm . 
j) Wymiennik j onowy Amberlit IRC-50 o wielkości 

oczek 20+ 50 mesh. 
k) Wi rówka laborato ryj na. 

I) Probówki lub cylindry pojemnośc i 50 cm 3 z do
szlifowanymi korkami. 

ł) Kolby pojemności 50 cm3 z doszlifowanymi kor
kami. 

m) Sączki bezpopiołowe o ś red nicy 60 mm . 

3.1.3. Odczynniki i roztwory 
a) Kwas solny , cz.d.a. , roztwór 0 , 1, 0 ,5 i 3N. 
b) Kwas oc towy lodowa ty , cZ.d .a . oraz roztwór 

0 ,02N . 
c) Chl o rek sodowy, cz.d.a., roztwór 10-procentowy. 
d) Kwaśny chlorek potasowy, cz.d.a. , roztwór 

25-procentowy. 
e) Perhydrol , cz.d.a ., roztwór 3-procentowy. 
f) Nadmanganian potasowy, cz .d.a ., roztwór 3-pro-

centowy. 
g) Sól sodowa fluoresceiny , cZ.d.a. 
h) Ryboflawina , cZ.d.a. 
i) Hydrosulfit (Na 2S 204) , cz.d.a. , firmy I. E. (należy 

przechowywać bez dostępu po wie trza i ś wiatła) . 

j) Pięciotlenek fosfo ru , cZ.d.a. 
k) Toluen, cZ.d.a. 
Roztwory fluoresceiny 
a) Roztwór pod stawowy fluoresceiny o stężeniu 

100 Ilg w l cm 3 • 

Na wadze analitycznej odważyć 10 mg fluon' sce iny 
z dokładnością do 0 ,00 I g, przenieść ilościowo do ko l
by pomiarowej poj emności 100 cm3 wodą destylowa
ną , wymieszać i uzupełnić do kreski. 

b) Ro ztwór roboc zy flu o resce iny o s tężeniu l Ilg 
w I cm 3

. 

I cm 3 roztworu podstawowego fluoresceiny przenieść 
do kolby pomiarowej pojemnośc i 100 cm ] i uzupełnić 
d o kreski wodą destylowaną. 

Roztwory wzorcowe ryboflawiny 
a) Roztwór pod stawowy ryboflawiny o stężeniu 

100 Ilg w I cm] . 
Na wadze a nalitycznej odważyć 50 mg rybofl a win y 

z dokładnością do 0,00 I g, uprzed nio wysuszonej do 
stałej masy nad pięciotl en kiem fosforu , prze nieść 

il ościowo do kolby stożkowej za 1~ l mocą 200 cm] 0,02N 
roztworu kwasu octowego i ogrzewać na łaźni wodnej 
o temperaturze 70°C do całkowitego rozpuszcze nia 
ryboflawiny. Następnie kolbę oc hłodzić, przenieść 

ilości owo do kolby pomiarowej pojemności 500 cm] 
0 ,02N roztwore m kwasu octowego , uzupełni ć do kreski 

. i wymieszać. 
R oztwór przenieść do butelki ze szkła oranżowego, 

d odać kilka kropli toluenu, przechowywać w tempe ra 
turze 10° C i chronić przed światłem. 

b) Ro ztwór roboczy ryboflawiny o s tężeniu l Ilg 
w I cm3

. 

l cm] roztworu podstawowego ryboflawiny prze nieść 
do kolby pomia rowej poj emnośc i 100 cml, uzupełnić 
do kreski wodą destylowaną i wymieszać. Roztwór na 
leży przygotować w dniu wykonywania oznaczania. 

3.1.4. Przygotowanie kolumny. Kolumnę szk la ną 
wypełnioną wymiennikiem jonowym Amberlit IRC-50 
przygotować wg 2.1A. 
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3.1.5. Sprawdzenie absorpcjometru "Specol". Absorp
cjometr "Specol" spra wdzi ć za pomocą roztworu ro
boczego fluoresceiny lub wzorca szklanego GG-I7. Do 
wzbudzen ia fluorescencji s t osować światło o długości 
fa li 435 nm i fil tr wtórny żółtozielony GVK-48. Dalej 
postępować wg 2.1.5. 

3.1.6. Wykonanie oznaczania 
3.1.6.1. Przygotowanie próbki do badań. W zależ

ności od przewidywanej zawartości ryboflawiny w ba
danym produk cie próbka do oznaczań powinna zawierać 
10 -:- 25 ~g. Ze średniej pró bki laboratoryjnej uprzednio 
rozdrobnionej odważyć w zlewce 2 -:- lOg produktu z do
kładnością d o 0.00 I g, dodać około 75 cm3 O, I N roz
tworu kwasu solnego i dalej postępować wg 2.1.6.1. 

Oznaczanie ryboflawiny wykonywać w pomieszcze-
. . . 

mu zaclemmonym. 
3.1.6.2. Oczyszczanie ekstraktu. Do 4 probówek lub 

cylind rów pojemności 50 cm3 pobrać po 10 cm 3 kla
rownego ekstraktu. Następnie do 2 wybranych próbek 
dodać po I cm3 roztworu roboczego ryboflawiny przy
gotowanego wg 3.1.3, a do 2 pozostałych po I cm3 wo
dy destylowanej. Do wszystkich probówek dodać po 
I cm3 kwasu octowego lodowatego, wymieszać i następ
nie dodać po 0,5 cm 3 3-procentowego roztworu nad
manganianu potasowego, wymieszać, pozostawić na 
2 min i dodać po 0,6 cm3 3-procentowego roztworu 
wody utlenionej. Pró by wytrząsać i przesączyć przez 
sączek bezpopiołowy do suchych kolb. 

3.1.6.3. Pomiar fluorescencji wykonać na absorpcjo
met rze "Specol" sprawdzonym wg 3.1.5 przy długości 
fali 435 nm. Pomiar fluorescencji wykonać w prób
kach badanych ze standardem oraz w próbkach bada
nych z dodatkiem wody destylowanej. Dodatkowo wy
konać pomiar fl uorescencji po wygaszeniu. W tym 
celu do kuwet dodać po około 25 mg hydrosulfitu , wy
mieszać i w ciągu 5 s wykonać ponownie pomiar 
fluorescencji . . 

3.1.6.4. Obliczanie wyniku oznaczania. Za wartość 
ryboflawiny (X 3) wyrażoną w mg/100 g produktu obli
czyć wg wzoru 

w którym: 

(a-al)'c 

(b-a) 'g 

a - odczyt fluorescencji próbki badanej, 

(3) 

al odczyt fluorescencji próbki badanej po wyga
szenIU, 

b odczyt fluorescencji próbki ze standardem, 
c - ilość ryboflawiny w I cm3 roztworu standardo

wego, Jlg, 
g - masa próbki, g. 

3.1.6.5. Wynik końcowy oznaczania. Za wynik przy
jąć średnią a rytmetyczną wyników co najmniej dwóch 
równo ległych oznaczań. 

3.2. Metoda oznaczania witaminy B 2 pochodzenia syn
tetycznego w koncentratach napojów 

3.2.1. Zasada metody polega na oczyszczeniu ekstrak
tu i pomiarze fluo resce ncji. 

3.2.2. Aparatura, przyrządy i materiały 
a) Absorpcjometr "Specol" firmy Zeissa z przystaw

ką fluorometryczną FK i kuwetami o grubości warstwy 
I cm. 

b) La mpa rtęciowa HQE-40. 
c) Wzmacniacz ZV. 
d) Filtr wtórny żółtozielony GVK-48 (maksimum 

fluorescencji ryboflawiny przy 535 nm). 
e) Wzorzec szklany GG-17. 
f) Młynek elektryczny lub moździerz. 
g) Łaźnia wodna. 
h) Wirówka laboratoryjna. 
i) Probówki lub cylindry pojemnośc i 50 cm3 z do

szlifowanym korkiem. 
j) Kolby pojemności 50 cm 3 z doszlifowanymi kor-

kami. 
k) Sączki bezpopiołowe o średnicy 60 mm. 
3.2.3. Odczynniki i roztwory 
a) Kwas solny, cz.d.a., roztwór O,IN. 
b) Octan sodu, cz.d.a., roztwór 2,5 N. 
c) Pięciotlenek fosforu , cZ.d.a. 
d) Ryboflawina , cZ.d.a. 
e) Toluen, cZ.d.a. 
Roztwory wzorcowe ryboflawiny 
a) Roztwór podstawowy ryboflawiny o stężeniu 

100 Jlg w I cm 3
• 

Na wadze analitycznej odważyć 10 mg ryboflawiny 
z dokładnością do 0,00 I g uprzednio wysuszonej do 
s tałej masy nad pięciotlenkiem fosforu, przen ieść 

ilościowo do kolby stożkowej za pomocą 70 cm3 O, IN 
roztworu kwasu solnego, ogrzewać na łaźni wodnej 
o temperaturze 70D e przez 2,5 h, wstrząsając co 30 min. 
Następnie kolbę ochłodzić i przenieść ilościowo do 
kolby pomiarowej pojemności 100 cm 3 O, l N roztworu 
kwasu solnego, uzupełnić do kreski i wymieszać. 

Roztwór przenieść do butelki ze szkła oranżowego, 

dodać kilka kropli toluenu , przechowywać w tempera
turze IOD e i chronić od światła. 

b) Roztwór roboczy ryboflawiny o stężeniu 5 Jlg 
w l cm3

. 

10 cm 3 roztworu podstawowego ryboflawiny prze
nieść do kolby pomiarowej pojemności 200 cm 3

, uzu
pełnić do kreski O, l N roztworem kwasu solnego i wy
mieszać. Roztwór należy przygotować w dniu wykony-

. . 
wama oznaczama. 

3.2.4. Sprawdzenie absorpcjometru "Specol" wykonać 
wg 3.l.? przy zastosowaniu wzorca szklanego GG-17. 

3.2.5. Wykonanie oznaczania 
3.2.5.1. Przygotowanie próbki do badań. W zależ

ności od przewidywanej zawartości ryboflawiny w ba
danym produkcie, próbka do oznaczań powinna zawie
rać 100 -:- 300 Jlg. Ze średniej próbki laboratoryjnej 
uprzednio rozdrobnionej odważyć w kolbi'e stożkowej 
2 -:- 5 g produktu z dokładnością do 0,00 l g, dodać oko
ło 75 cm3 O, l N roztworu kwasu solnego, ogrzewać na 
gorącej łaźni wodnej przez 2,5 h i wytrząsać co 30 min. 
Następnie ochłodzić i przenieść ilościowo do kolby 
pomiarowej pojemności 200 cm3 za pomocą O, I N roz
tworu solnego, uzupełnić do kreski i wymieszać. 

Nąstępnie pobrać 50 cm3 roztworu, odwirować 
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przez 15 min przy 5000 obr./min . Roztwór przesą 

czyć przez sączek bezpopiołowy do suchej kolby, od
rzucając pierwsze krople. 

Oznaczanie ryboflawiny wykonać w pomieszczeniu 
. . 

zaCiemnIonym. 

3.2.5.2. Oczyszczanie ekstraktu. Do 2 probówek 
lub cylindrów pojemności 50 cm3 pobrać pipetą po 
2 cm 3 klarownego ekstraktu i uzupełnić do objętości 
20 cm 3 2,5N roztworem octanu sodowego. D o 2 na stęp
nych probówek pobrać pipetą po I cm3 roztworu ro
boczego ryboflawiny. przygotowanego wg 3.2.3 i uzu
pełnić do objętości 20 cm3 2,5N roztworem octanu 
sodowego. Wszystkie probówki wym ieszać. 

3.2.5.3. Pomiar fluorescencji wykonać na absorpcjo
metrze "Specol" sprawdzonym wg 3.1.5 przy długośc i 

fali 435 nm. Pomiar fluorescencji wykonać w próbach 
badanych i próbach wzorcowych. 

3.2.5.4. Obliczanie wyniku oznaczania. Zawartość 

ryboflawiny (X4) wyrażoną w miligramach na 100 g 
produktu o bliczyć wg wzoru 

w którym: 

n . c . 200 

ni . g 

n odczyt fluorescencji próbki badanej , 
n I odczyt fluorescencji prób ki wzorcowej, 

(4) 

c - ilość ryboflawiny w 1 cm3 roztwo ru standardo
wego, Ilg , 

g - masa próbki , g. 

3.2.5.5. Wynik końcowy oznaczania. Za wynik przy
jąć średnią a rytmetyczną wyników co najmniej dwóch 
równoległych oznaczań. 
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