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NORMA BRANZOWA

ZJEDNOCZENIE

BN-81
8130-05

PRZEMYStU Koncentraty spozywcze
KONCENTRATOW _ _ _ _
SPOZYWCZYCH Oznaczanie witaminy B; i B;
Grupa katalogowa 1299
1. WSTEP 2.1.3. Odczynniki i roztwory

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest
oznaczanie zawarto$ci witaminy B; (tiaminy) 1 B, (ry-
boflawiny) w koncentratach spozywczych.

1.2. Zakres stosowania normy. Normg¢ nalezy stoso-
wa¢ w zakresie oznaczania zawarto$ci witaminy B,
i B, pochodzenia naturalnego i syntetycznego w odzyw-
kach dla dzieci, w koncentratach napojow, w zywnosci
o specjalnym przeznaczeniu (dla sportowcow, dia-
betykow itp.).

2. METODA OZNACZANIA WITAMINY B;

2.1. Metoda oznaczania witaminy B, pochodzenia na-
turalnege w zZywnosci o specjalnym przeznaczewiu i od-
zywkach dla dzieci

2.1.1. Zasada metody polega na uwolnieniu witami-
ny B przez ekstrakcj¢ 1 hydroliz¢ enzymatyczng, utle-
nieniu  wolnej witaminy do triochromu i pomiarze
fluorescencji.

2.1.2. Aparatura, przyrzady i materiaty

a) Absorpcjometr ,,Specol” firmy Zeissa z przystaw-
kg fluorometryczng FK 1 kuwetami o grubo$ci warstwy
I cm.

b) Lampa rtgciowa HQE-40.

¢) Wzmacniacz ZV.

d) Filtr niebieski 3G-26 lub filtr niebieskozielony
(makstimum fluorescencji tiochromu 450 nm).

e) Wzorzec szklany WG-9.

f) Kolumna szklana o $rednicy 10 mm.

g) Wymiennik jonowy Amberlit IRC-50 o wielkosci
czastek 20 +-50 mesh.

h) faznia wodna z termoregulacjg lub autoklaw.

1) Miynek elektryczny lub mozdzierz.
1) Wiréwka laboratoryjna.

k) Cieplarka laboratoryjna.

1) Probowki lub cylindry pojemnosci 50 cm? z do-
szlifowanymi korkami.

1) Kolby pojemnosci 50 cm® z doszlifowanymi kor-
kami.

m) Saczki bezpopiotowe o Srednicy 60 mm.

a) Kwas solny, cz.d.a., roztwor 0,5 1 3N.

b) Kwas siarkowy, cz.d.a., roztwor 0,IN.

¢) Octan sodowy, cz.d.a., roztwor 2,5M.

d) Izobutanol lub butanol, cz.d.a., (redestylowany).

¢) Wodorotlenek sodowy, cz.d.a., roztwor 15-pro-
centowy.

f) Zelazicjanek potasowy, cz.d.a., roztwér l-pro-
centowy. .

g) Chlorek sodowy, cz.d.a., roztwor 10-procentowy.

h) Chlorek potasowy, cz.d.a., roztwor 25-procen-
towy.

i) Alkohol
towy.

1) Siarczan chininy, cz.d.a.

k) Chlorowodorek tiaminy, cz.d.a.

[) Alkaliczny roztwoér zelazicjanku potasowego
(odczynnik utleniajgcy): 4 cm? 1-procentowego roztwo-
ru zelazicjanku potasowego uzupetni¢ w kolbie pomia-
rowej pojemno$ci 100 c¢cm?® 15-procentowym roztwo-
rem wodorotlenku sodowego. Odczynnik przygotowac
bezposrednio przed uzyciem 1 chroni¢ od Swiatla.

1) Kwasny roztwdr chlorku potasowego 8,5 cm’
kwasu solnego (1,19) uzupetni¢ w kolbie pojemnosci
1000 c¢cm?® 25-procentowym roztworem chlorku pota-
SOWego.

m) Toluen, cz.d.a.

n) Enzym fosfataza Claraze 300 (Taka-diastaza),
roztwor 6-procentowy w 2,5M octanie sodowym.

o) Pig¢ciotlenek fosforu, cz.d.a.

p) Azotan srebra, roztwor l-procentowy.

Roztwory siarczanu chininy

a) Roztwdr podstawowy siarczanu chininy o st¢Zeniu
100 pg w I cm’.

Na wadze analitycznej odwazy¢ 10 mg siarczanu chini-
ny z doktadnoscig do 0,001 g, przenies¢ ilosciowo do kol-
by pomiarowej pojemnoéci 100 cm® 0,1N roztworu kwa-
su siarkowego, wymieszaé i uzupetni¢ do kreski. Roz-
twor przechowywaé w temperaturze 4°C 1 chroni¢ od
Swiatla.

b) Roztwor roboczy siarczanu chininy o st¢zeniu
1 pg w1 cm?.

etylowy, cz.d.a., roztwoér 96-procen-
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I cm? roztworu podstawowego siarczanu chininy
przenies¢ do kolby pomiarowej pojemnosci 100 ¢m?
1 uzupetni¢ do kreski 0,1N roztworem kwasu siarkowego.

Roztwor nalezy stosowa¢ do sprawdzania absorpcjo-
metru ,,Specol”.

Roztwory wzorcowe chlorowodorku tiaminy

d) Roztwor podstawowy chlorowodorku
o st¢zeniu 100 pg w 1 cm?’.

Na wadze analitycznej odwazy¢ 50 mg chlorowo-
dorku tiaminy z doktadnoscia do 0,001 g uprzednio wy-
suszonego do statej masy nad pigciotlenkiem fosforu,
przenies¢ iloSciowo do kolby pomiarowe] pojem-
nosci 500 cm’® 0,IN roztworu kwasu siarkowego, wy-
mieszac 1 uzupeini¢ do kreski. Roztwor przechowywany
w ciemnej butelce w temperaturze 4°C wykazuje trwa-
fo§¢ w ciggu 3 miesigey.

b) Roztwor roboczy chlorowodorku tiaminy o stg-
zeniu 1 pg w 1 cm’.

I cm’ roztworu podstawowego chlorowodorku tia-
miny przenieS¢ do kolby pomiarowej pojemnosci
100 cm? 1 uzupetni¢ do kreski 0,IN roztworem kwasu
siarkowego uprzednio doprowadzonym do pH 6,0 za
pomocg 2.5M roztworu octanu sodowego.

¢) Roztwor roboczy chlorowodorku tiaminy o ste-
zeniu 0,2 pg w 1 cm?.

5 em’ roztworu wg poz. b) przenie$¢ do kolby pomia-
rowej pojemnosci 25 ¢cm? i uzupetni¢ do kreski 0,IN
roztworem kwasu siarkowego uprzednio doprowadzo-
nym do pH 6.,0.

Roztwor nalezy przygotowaé w dniu wykonywania
oznaczania. :

2.1.4. Przygotowanie kolumny. Wymiennik jonowy
Amberlit IRC-50 zala¢ woda destylowang i pozostawic¢
na co najmniej 24 h w celu spgcznienia. Nast¢pnie
kolumne¢ szklang o srednicy okoto 10 mm napelni¢ wy-
miennikiem jonowym na wysoko$¢ 5 cm. Kolumng prze-
mywac¢ kolejno 3N roztworem kwasu solnego (przez
I5 min) 1 woda destylowana do zaniku reakcji kwasdnej,
a nastepnie l0-procentowym roztworem chlorku sodo-
wego 1 wodg destylowana do zaniku reakcji na chlorki
(proba z azotanem srebra). Kolumn¢ przemywac
z szybkoscig przeptywu 1 +2 c¢cm’/min. Wymiennik jo-
nowy w kolumnie musi by¢ stale przykryty warstwa
wody w celu wyeliminowania dost¢pu powietrza.

Kolumn¢ nalezy regenerowa¢ po przeprowadzeniu
kilkunastu rozdziatow, malymi porcjami 0,5N roztwo-
ru kwasu solnego lub 25-procentowym kwasnym roz-
tworem chlorku potasowego.

tiaminy

2.1.5. Sprawdzanie absorpcjometru ,Specol“. Absorp-
cjometr ,Specol* uruchomié zgodnie z instrukcja ob-
stugi aparatu 1 sprawdzi¢ za pomocg roztworu robo-
czego siarczanu chininy przygotowanego wg 2.1.3 lub
wzorca szklanego WG-9. W tym celu ustawi¢ regula-
tor wzmocnienia (ZV) na 500, kuwet¢ z roztworem
siarczanu chininy lub wzorcem szklanym umiescic w
komorze kuwetowej 1 Srub¢ mikrometryczng ustawic
w potozeniu okoto 365 nm, a nast¢pnie ustali¢c maksy-
malne wychylenie wskazowki na 100 lub inne wybrane
miejsce. Przed kazdym pomiarem nalezy skorygowac

potozenie 0 i1 maksymalne wychyleniec wskazowki
przyrzagdu dla roztworu wzorcowego.

2.1.6. Wykonanie oznaczania

2.1.6.1. Przygotowanie probki do badan. W zalez-
no$ci od przewidywanej zawarto$ci tiaminy w badanym
produkcie prébka do oznaczen powinna zawierac
10 =25 pg tiaminy.

Ze Sredniej probki laboratoryjnej uprzednio rozdrob-
nionej odwazy¢ w kolbie stozkowe] pojemnosci
200 cm?® 2 +10 g produktu z doktadnos$cia do 0,001 g,
dodaé¢ okoto 75 ¢cm?® 0,IN roztworu kwasu siarkowego
i wymiesza¢. Kolbe umiesci¢ na wrzacej tazni wodnej
lub w autoklawie o temperaturze 120-+123°C 1 prze-
prowadzi¢ hydroliz¢ przez 45 min. Nast¢pnie kolbg
ochtodzi¢ do temperatury 50°C i doda¢ 5 cm® $wiezo
przygotowanego enzymu (pH préoby powinno wynosic
4.2 -+4.5) 1 inkubowac w cieplarce w temperaturze 37°C
przez 12 h lub w temperaturze 45°C przez 2 h. W przy-
padku stosowania temperatury 37°C nalezy doda¢ do
probki kilka kropli toluenu. Nast¢pnie probke ochto-
dzi¢, zakwasi¢c do pH 1 1 ogrzewa¢ na wrzgcej tazni
wodnej przez 5 min. Zawartos¢ kolby ponownie ochto-
dzi¢, doda¢ 5 cm?® 2.5M roztworu octanu sodowego
w celu doprowadzenia probki do pH w zakresie 5,56.0
i przenie$¢ iloSciowo do kolby pomiarowej pojemnosci
100 ¢m?, wymiesza¢ 1 dopetni¢ do kreski woda de-
stylowana. Nastepnie probke odwirowac¢ przez 15 min
przy 5000 obr./min, roztwdr przesaczyC przez sgczek
bezpopiotowy, odrzucajac pierwsze krople.

Przy oznaczaniu wolnej tiaminy nie nalezy stosowac
inkubacji enzymatycznej. Probk¢ po hydrolizie kwa-
sowej ochtodzi¢ i doprowadzi¢ do pH 55+60 za
pomoca 2,5M roztworu octanu sodowego, przeniesé
iloSciowo do kolby pomiarowej pojemnosci 100 cm’,
wymiesza¢, dopetni¢ do kreski woda destylowana
1 ochtodzi¢. Otrzymany ekstrakt stanowi probke wyjs-
ciowa do dalszych badan. Oznaczanie tiaminy wykony-
waé w pomieszczeniu zaciemnionym.

2.1.6.2. Wyodrebnianie tiaminy (oczyszczanie ekstrak-
tu). Odmierzy¢ pipetg 25 c¢cm® ekstraktu 1 przeprowa-
dzi¢ przez kolumng z szybkoscig 1 =2 cm’/min. Wyciek
z kolumny odrzucié¢. Nast¢pnie kolumng przemy¢ 3 ko-
lejnymi porcjami gorgcej wody destylowanej w ilosci
15 ¢m?®. Tiamin¢ eluowac¢ z kolumny porcjami zakwa-
szonego roztworu chlorku potasowego (10, 10 i 5 cm?).
Eluat zbieraé¢ do kolby pomiarowej pojemnosci 25 cm’,
dopetni¢ do kreski 1 wymieszac.

W taki sam sposéb przeprowadzi¢ oczyszczanie roz-
tworu roboczego chlorowodorku tiaminy przygotowa-
nego wg 2.1.3, pobierajac 25 cm’ roztworu.

2.1.6.3. Utlenianie tiaminy i ekstrakcja tiochromu.
Do 2 probéwek lub cylindrow pojemnosci 50 cm’ po-
bra¢ po 5 ¢m’ eluatu i 5 cm’ oczyszczonego roztworu
roboczego chlorowodorku tiaminy, dodaé¢ po 3 cm’
alkalicznego roztworu zelazicjanku potasowego 1 po
10 cm? izobutanolu, wytrzasaé przez 2 min i nastgpnie po-
zostawi¢ w celu rozdzielenia warstw. Z gornej warstwy
izobutanolu pobra¢ pipeta 5 cm’ klarownego roztworu,
przenies¢ do suchych kolb pojemnosci 50 cm’, dodac
0.5 c¢cm?® alkoholu etylowego i wymieszac.
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Rownolegle przygotowac¢ probe zerowg. Do 2 pro-
boéwek lub cylindréw pobra¢ po 5 cm’ eluatu i 5 cm?
oczyszczonego roztworu chlorowodorku tiaminy, dodac
po 3 cm® 15-procentowego roztworu wodorotlenku so-
dowego 1 10-cm’ izobutanolu, dalej postgpowacl jak
w probkach badanych.

2.1.6.4. Pomiar fluorescencji wykona¢ na absorpcjo-
metrze ,Specol” sprawdzonym wg 2.1.5, przy dltugosci
fali 365 nm. Kolejno przeprowadzi¢ pomiar fluorescen-

cji préb nieutlenionych (zerowych), a nastgpnie
utlenionych.
2.1.6.5. Obliczanie wyniku oznaczania. Zawartosc

tiaminy (x:) wyrazong w miligramach na 100 g produk-
tu obliczy¢ wg wzoru

(a-b)-c-2
Nejs 42 ) (1)
(ai-b1)-g
w ktorym:
a — odczyt fluorescencji badanej probki utlenionej,
b — odczyt fluorescencji badanej probki nieutle-

nionej (zerowej),
odczyt fluorescencji utlenionego roztworu ro-
boczego tiaminy,

dir=—

b, — odczyt fluorescencji nieutlenionego roztworu
roboczego tiaminy (zerowy),
¢ — 1los¢ tiaminy w roboczym roztworze standar-

dowym, ug,
g — masa produktu, g.
2.1.6.6. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik przy-
jac¢ srednig arytmetyczng wynikOw co najmniej dwdch
rownoleglych oznaczan.

2.2. Metoda oznaczania witaminy B, pochodzenia syn-
tetycznego w koncentratach napojow

2.2.1. Zasada metody polega na utlenieniu witaminy
B; do tiochromu 1 pomiarze fluorescencji.

2.2.2. Aparatura, przyrzady i materiatly

a) Absorpcjometr ,Specol* firmy Zeissa z przystaw-
ka fluorometryczng FK z kuwetami o grubo$ci war-
stwy | cm.

b) Lampa rteciowa HQE-40.

¢) Wzmacniacz ZV.

d) Filtr wtérny niebieski 3G-26 lub filtr niebiesko-
zielony (maksimum fluorescencji tiochromu przy
450 nm). f

e) Wzorzec szklany WG-9.

f) Mlynek elektryczny lub moZdzierz.

g) Wirowka laboratoryjna.

h) Probéwki lub cylindry pojemnosci 50 cm’ z do-
szlifowanymi korkami.

1) Kolby pojemnosci 50 cm® z doszlifowanymi kor-
kami.

J) Saczki bezpopiotowe o Srednicy 60 mm.

2.2.3. Odczynniki i roztwory

a) Kwas siarkowy, cz.d.a., roztwor 0,IN.

b) Zelazicjanek potasowy, cz.d.a., roztwor 10-pro-
centowy.

c) Wodorotlenek potasowy, roztwor 30-procentowy.

d) Alkaliczny roztwédr zelazicjanku potasowego

(odczynnik utleniajacy) (5 c¢cm® 10-procentowego roz-
tworu zelazicjanku potasowego uzupeini¢ w kolbie po-
jemnosci 50 cm? 30-procentowym wodorotlenkiem po-
tasowym).

e) Izobutanol, cz.d.a.

f) Chlorowodorek tiaminy lub monoazotan tiaminy,
cz.d.a.

g) Pigciotlenek fosforu, cz.d.a.

h) Alkohol etylowy.

1) Siarczan chininy, cz.d.a.

Roztwory siarczanu chininy

a) Roztwor podstawowy siarczanu chininy o stgze-
niu I pg w1 cm’,

Na wadze analitycznej odwazy¢ 100 mg siarczanu
chininy z dokfadnoscig do 0,001 g, przeniesc¢ iloscio-
wo do kolby pomiarowej pojemnosci 100 cm® 0,IN
roztworu kwasu siarkowego, wymieszac 1 uzupeini¢ do
kreski. Roztwor przechowywa¢ w temperaturze 4°C
i chroni¢ od Swiatfa.

b) Roztwor roboczy siarczanu chininy o st¢zeniu
3 pg w1 em’

3 cm’ roztworu podstawowego siarczanu chininy
przenies¢ do kolby pomiarowej pojemnosci 1000 cm’
1 uzupelni¢ do kreski 0,1N roztworem kwasu siarkowe-
go. Roztwor nalezy stosowa¢ do sprawdzania absorp-
cjometru ,Specol®.

Roztwory wzorcowe chlorowodorku tiaminy

a) Roztwor podstawowy chlorowodorku
o stezeniu 0,5 mg w 1 cm’,

Na wadze analitycznej odwazy¢ 50 mg chlorowodor-
ku tiaminy z doktadno$cig do 0,001 g uprzednio wy-
suszonego do statej masy nad pigciotlenkiem fosforu,
przenie$¢ ilosciowo do kolby pomiarowe] pojemnosci
100 cm? 0,IN roztworu kwasu siarkowego, wymieszac
1 uzupetni¢ do kreski. Roztwor przechowywany w ciem-
nej butelce w temperaturze 4°C wykazuje trwalosé
w ciggu kilku miesigcy. )

b) Roztwor roboczy chlorowodorku tiaminy o ste-
zeniu 2 ug w 1 cm'.

| ¢cm?® roztworu podstawowego chlorowodorku tiami-
ny przenie$¢ do kolby pomiarowej pojemnosci 250 cm’,
uzupeltni¢ do kreski 0,iN roztworem kwasu siarkowego
1 wymieszac.

Roztwor nalezy przygotowa¢ w dniu wykonywania
oznaczania. _

2.2.4. Sprawdzenie absorpcjometru ,Specol” wykonac
wg 2.1.5.

2.2.5. Wykonanie oznaczania

2.2.5.1. Przygotowanie probki do badan. W zaleznosci
od przewidywanej zawartosct tiaminy w badanym pro-
dukcie, probka do oznaczan powinna zawierac
100 +200 pg. Ze Sredniej probki laboratoryjnej uprzed-
nio rozdrobnionej odwazy¢ w zlewce 2 =35 g produktu
z dokltadnoscia do 0,001 g, przeniesc ilosciowo do kolby
pomiarowej pojemnosci 100 ¢cm’ za pomoca 0,IN roz-
tworu kwasu siarkowego, uzupetni¢ do kreski, energicz-
nie wytrzasa¢ przez 20 min i odwirowa¢ przez 10 min
przy 5000 obr./min. Roztwér przesaczy¢ do suchej
kolby przez saczek bezpopiotowy, odrzucajgc pierwsze
krople.

tiaminy
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Oznaczanie tiaminy wykonywa¢ w pomieszczeniu
zaciemnionym.

2.2.5.2. Utlenianie tiaminy i ekstrakcja tiochromu.
Do probéwek lub cylindréw pojemnosci 50 cm?® pobraé
kolejno 1,5, 3, 4,5 cm® klarownego roztworu. Réwno-
legle pobrac¢ 1,5, 31 4.5 cm® roztworu roboczego tiami-
ny przygotowanego wg 2.2.3. Probowki uzupetnic¢ 0,IN
roztworem kwasu siarkowego do objetosci 10 cm?, do-
da¢ po 8 cm’ alkalicznego roztworu zelazicjanku po-
tasowego i po 10 c¢cm’ izobutanolu. Silnie wytrzgsac
przez 2 min 1 pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ warstw.
Z goérnej warstwy izobutanolu pobraé¢ pipeta 4,5 c¢cm?
klarownego roztworu 1 przenie$¢ do suchych kolb po-
jemnosci 50 c¢m?®, doda¢ 1 c¢cm?® alkoholu etylowego
I wymieszacd.

2.2.5.3. Pomiar fluorescencji wykona¢ na absorpcjo-
metrze ,,Specol” sprawdzonym wg 2.1.5 przy dlugosci
fali 365 nm.

2.2.5.4. Obliczanie wyniku oznaczania. Zawartos¢
tiaminy (x») wyrazona w miligramach na 100 g pro-
duktu obliczy¢ wg wzoru

(mi+n2+n3)-c .
Y3 g 00 =

w ktoérym:
ni, n2, n3 — stosunek warto$ci fluorescencji probki
badanej do fluorescencji wzorca dla od-
powiednich kolejnych rozcienczen,
¢ — ilos¢ tiaminy w | ¢cm?® roztworu standar-
dowego, ng,
g — masa probki, g.
2.2.5.5. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik przy-
ja¢ Srednig arytmetyczng wynikOw co najmniej dwoch
rownolegtych oznaczan.

3. METODA OZNACZANIA WITAMINY B:

3.1. Metoda oznaczania witaminy B, pochodzenia na-
turalnego w Zywno$ci o specjalnym przeznaczeniu

3.1.1. Zasada metody polega na uwolnieniu witami-
ny B: przez ekstrakcj¢ i1 hydroliz¢ enzymatyczna,
oczyszczeniu ekstraktu i pomiarze fluorescencji.

3.1.2. Aparatura, przyrzady i materialy

a) Absorpcjometr ,Specol” firmy Zeissa z przystaw-
kg fluorometryczng FK i kuwetami o grubosci warstwy
I cm., ‘

b) Lampa rtgciowa HQE-40.

¢) Wzmacniacz ZV.

d) Filtr wtoérny zdéttozielony GVK-48 (maksimum
fluorescencji ryboflawiny przy 535 nm).

e) Wzorzec szklany GG-17.

) Miynek elektryczny lub mozdzierz.

g) Laznia wodna lub autoklaw.

h) Cieplarka laboratoryjna.

i) Kolumna szklana o $rednicy 10 mm.

]) Wymiennik jonowy Amberlit IRC-50 o wielkos$ci
oczek 20+ 50 mesh.

k) Wirbwka laboratoryjna.

I) Proboéwki lub cylindry pojemnosci 50 ¢cm® z do-
szlifowanymi korkami.

1) Kolby pojemnos$ci 50 cm® z doszlifowanymi kor-
kami.

m) Saczki bezpopiotowe o $rednicy 60 mm.

3.1.3. Odczynniki i roztwory

a) Kwas solny, cz.d.a., roztwor 0,1, 0,5 1 3N.

b) Kwas octowy lodowaty, cz.d.a. oraz roztwor
0,02N.

c) Chlorek sodowy, cz.d.a., roztwor 10-procentowy.

d) Kwasny chlorek potasowy, cz.d.a., roztwor
25-procentowy.

e) Perhydrol, cz.d.a., roztwoér 3-procentowy.

f) Nadmanganian potasowy, cz.d.a., roztwor 3-pro-
centowy.

g) S6l sodowa fluoresceiny, cz.d.a.

h) Ryboflawina, cz.d.a.

1) Hydrosulfit (Na,S,04), cz.d.a., firmy L. E. (nalezy
przechowywac¢ bez dostgpu powietrza 1 Swiatla).

1) Pieciotlenek fosforu, cz.d.a.

k) Toluen, cz.d.a.

Roztwory fluoresceiny

a) Roztwdr podstawowy
100 pg w 1 cm’.

Na wadze analityczne] odwazy¢ 10 mg fluoresceiny
z doktadnoscia do 0,001 g, przenies¢ ilosciowo do kol-
by pomiarowej pojemnosci 100 cm’ woda destylowa-
ng, wymiesza¢ 1 uzupetni¢ do kreski.

b) Roztwor roboczy fluoresceiny o stezeniu 1 pg
w 1 cm’.

| cm? roztworu podstawowego fluoresceiny przenies¢
do kolby pomiarowej pojemnosci 100 ¢cm® i uzupetnic
do kreski woda destylowang.

Roztwory wzorcowe ryboflawiny

a) Roztwor podstawowy ryboflawiny o
100 pg w I cm’.

Na wadze analitycznej odwazy¢ 50 mg ryboflawiny
z doktadnoscia do 0,001 g, uprzednio wysuszonej do
statej masy nad pigciotlenkiem fosforu, przenies¢
iloSciowo do kolby stozkowej za j#omocg 200 cm?® 0,02N
roztworu kwasu octowego 1 ogrzewac na tazni wodnej
o temperaturze 70°C do catkowitego rozpuszczenia
ryboflawiny. Nast¢pnie kolb¢ ochtodzi¢, przeniesc
ilosciowo do kolby pomiarowej pojemnosci 500 cm’
0,02N roztworem kwasu octowego, uzupeini¢ do kreski

fluoresceiny o st¢zeniu

stezeniu

1 wymieszac.

Roztwor przenie$¢ do butelki ze szkla oranzowego,
dodac¢ kilka kropli toluenu, przechowywa¢ w tempera-
turze 10°C 1 chroni¢ przed $wiatlem.

b) Roztwor roboczy ryboflawiny o ste¢zeniu 1 pg
w 1 cm’.

I cm?® roztworu podstawowego ryboflawiny przeniesc
do kolby pomiarowej pojemno$ci 100 c¢cm?, uzupetni¢
do kreski woda destylowanag 1 wymieszac¢. Roztwor na-
lezy przygotowa¢ w dniu wykonywania oznaczania.

3.1.4. Przygotowanie kolumny. Kolumne szklang
wypetniong wymiennikiem jonowym Amberlit IRC-50
przygotowa¢ wg 2.1.4.
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3.1.5. Sprawdzenie absorpcjometru ,,Specol”. Absorp-
cjometr ,,Specol” sprawdzi¢ za pomocg roztworu ro-
boczego fluoresceiny lub wzorca szklanego GG-17. Do
wzbudzenia fluorescencji stosowaé¢ Swiatto o diugosci
fali 435 nm 1 filtr wtérny zo6ttozielony GVK-48. Dalej
postepowaé wg 2.1.5.

3.1.6. Wykonanie oznaczania

3.1.6.1. Przygotowanie probki do badan. W zalez-
nosci od przewidywanej zawartoéci ryboflawiny w ba-
danym produkcie probka do oznaczan powinna zawierac
10+25 pg. Ze Sredniej probki laboratoryjnej uprzednio
rozdrobnionej odwazy¢ w zlewce 210 g produktu z do-
ktadno$cig do 0,001 g, dodaé okoto 75 cm’® 0,IN roz-
tworu kwasu solnego i dalej postepowac wg 2.1.6.1.

Oznaczanie ryboflawiny wykonywaé¢ w pomieszcze-
niu zaciemnionym.

3.1.6.2. Oczyszczanie ekstraktu. Do 4 probowek lub
cylindrow pojemnosci 50 ¢cm® pobra¢ po 10 cm® kla-
rownego ekstraktu. Nast¢pnie do 2 wybranych probek
doda¢ po 1 ¢cm® roztworu roboczego ryboflawiny przy-
gotowanego wg 3.1.3, a do 2 pozostatych po | cm® wo-
dy destylowanej. Do wszystkich probowek dodac¢ po
1 cm? kwasu octowego lodowatego, wymiesza¢ i nastgp-
nie doda¢ po 0,5 cm? 3-procentowego roztworu nad-
manganianu potasowego, wymiesza¢, pozostawi¢ na
2 min i doda¢ po 0,6 cm’ 3-procentowego roztworu
wody utlenionej. Proby wytrzasa¢ i przesaczyé przez
saczek bezpopiotowy do suchych kolb.

3.1.6.3. Pomiar fluorescencji wykonaé na absorpcjo-
metrze ,Specol” sprawdzonym wg 3.1.5 przy diugosci
fali 435 nm. Pomiar fluorescencji wykona¢ w prob-
kach badanych ze standardem oraz w prébkach bada-
nych z dodatkiem wody destylowanej. Dodatkowo wy-
kona¢ pomiar fluorescencji po wygaszeniu. W tym
celu do kuwet doda¢ po okoto 25 mg hydrosulfitu, wy-
miesza¢ 1 w ciggu 5 s wykona¢ ponownie pomiar
fluorescencji. ‘

3.1.6.4. Obliczanie wyniku oznaczania. Zawartos¢
ryboflawiny (x3) wyrazong w mg/100 g produktu obli-
czy¢ wg wzoru

(a-a))-c ;
X3 = (3)
: (b-a)-g
w ktoérym:
a — odczyt fluorescencji probki badanej,
a1 — odczyt fluorescencji probki badanej po wyga-
szeniu,
b — odczyt fluorescencji probki ze standardem,

¢ — 1ilo$¢ rybotlawiny w 1 cm® roztworu standardo-
wego, Mg,
g — masa probki, g.

3.1.6.5. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik przy-
ja¢ srednig arytmetyczng wynikéw co najmniej dwoch
rownolegiych oznaczan.

3.2. Metoda oznaczania witaminy B, pochodzenia syn-
tetycznego w koncentratach napojow

3.2.1. Zasada metody polega na oczyszczeniu ekstrak-
tu 1 pomiarze fluorescencii.

3.2.2. Aparatura, przyrzady i materialy

a) Absorpcjometr ,Specol” firmy Zeissa z przystaw-
kg fluorometryczng FK i kuwetami o grubosct warstwy
1 cm.

b) Lampa rtgciowa HQE-40.

¢) Wzmacniacz ZV.

d) Filtr wtorny zoéttozielony GVK-48 (maksimum
fluorescencji ryboflawiny przy 535 nm).

e) Wzorzec szklany GG-17.

f) Mtynek elektryczny Iub mozdzierz.

g) Laznia wodna.

h) Wiréwka laboratoryjna.

i) Probowki lub cylindry pojemnosci 50 ¢cm® z do-
szlifowanym korkiem.

j) Kolby pojemnosci 50 cm’ z doszlifowanymi kor-
kami.

k) Sgczki bezpopiotowe o Srednicy 60 mm.

3.2.3. Odczynniki i roztwory

a) Kwas solny, cz.d.a., roztwér 0,1N.

b) Octan sodu, cz.d.a., roztwor 2,5 N.

¢) Pigciotlenek fosforu, cz.d.a.

d) Ryboflawina, cz.d.a.

¢) Toluen, cz.d.a.

Roztwory wzorcowe ryboflawiny

a) Roztwér podstawowy ryboflawiny o
100 pg w 1 cm’.

Na wadze analitycznej odwazy¢ 10 mg ryboflawiny
z doktadnoscia do 0,001 g uprzednio wysuszonej do
stalej masy nad pieciotlenkiem fosforu, przenies¢
ilo§ciowo do kolby stozkowej za pomoca 70 ¢cm® 0,IN
roztworu kwasu solnego, ogrzewa¢ na tazni wodne]
o temperaturze 70°C przez 2,5 h, wstrzgsajac co 30 min.
Nastgpnie kolb¢ ochtodzi¢ i przenie$¢ iloSciowo do
kolby pomiarowej pojemnosci 100 cm?® 0,IN roztworu
kwasu solnego, uzupetni¢ do kreski i wymieszac.

Roztwor przenies¢ do butelki ze szkta oranzowego,
dodac kilka kropli toluenu, przechowywa¢ w tempera-
turze 10°C i chroni¢ od S$wiatia.

b) Roztwoér roboczy ryboflawiny o stezeniu 5 pg
w 1 cm?’.

10 cm® roztworu podstawowego ryboflawiny prze-
nies¢ do kolby pomiarowej pojemnosci 200 cm®, uzu-
petni¢ do kreski 0,IN roztworem kwasu solnego 1 wy-
mieszac. Roztwor nalezy przygotowa¢ w dniu wykony-
wania oznaczania.

3.2.4. Sprawdzenie absorpcjometru ,,Specol” wykonac
wg 3.1.5 przy zastosowaniu wzorca szklanego GG-17.

3.2.5. Wykonanie oznaczania

3.2.5.1. Przygotowanie prébki do badan. W zalez-
nosci od przewidywanej zawarto$ci ryboflawiny w ba-
danym produkcie, probka do oznaczan powinna zawie-
ra¢c 100 +-300 pg. Ze S$redniej prébki laboratoryjne]
uprzednio rozdrobnionej odwazy¢ w kolbie stozkowe]
2-+5 g produktu z doktadnoscig do 0,001 g, doda¢ oko-
to 75 ¢m?® 0,IN roztworu kwasu solnego, ogrzewac¢ na
goracej tazni wodnej przez 2,5 h i wytrzasa¢ co 30 min.
Nastgpnie ochlodzi¢ i przenie$¢ ilosciowo do kolby
pomiarowej pojemnosci 200 ¢cm® za pomoca 0,IN roz-
tworu solnego, uzupeini¢ do kreski i wymieszac.
Nastgpnie pobra¢ 50 cm’ roztworu, odwirowac

st¢zeniu
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przez 15 min przy 5000 obr./min. RoztwoOr przesg-
czy¢ przez saczek bezpopiotowy do suchej kolby, od-
rzucajac pierwsze krople.

Oznaczanie ryboflawiny wykona¢ w pomieszczeniu
zaciemnionym.

3.2.5.2. Oczyszczanie ekstraktu. Do 2 probowek
lub cylindréw pojemnosci 50 c¢cm® pobraé pipeta po
2 cm’® klarownego ekstraktu i uzupelni¢ do objetosci
20 cm® 2,5N roztworem octanu sodowego. Do 2 nastep-
nych probéwek pobra¢ pipeta po 1 cm? roztworu ro-
boczego ryboflawiny. przygotowanego wg 3.2.3 1 uzu-
petni¢ do objetosci 20 ¢cm® 2,5N roztworem octanu
sodowego. Wszystkie probowki wymieszac.

3.2.5.3. Pomiar fluorescencji wykona¢ na absorpcjo-
metrze ,Specol” sprawdzonym wg 3.1.5 przy dlugosci
fali 435 nm. Pomiar fluorescencji wykonaé¢ w probach
badanych 1 préobach wzorcowych.

3.2.5.4. Obliczanie wyniku oznaczania. Zawartosc
ryboflawiny (x4) wyrazona w miligramach na 100 g
produktu obliczy¢ wg wzoru

n-c-200

X4 — (4)
n " g
w ktorym:
n — odczyt fluorescencji probki badanej,
n; — odczyt fluorescencji probki wzorcowej,
¢ — ilo$¢ ryboflawiny w 1 cm?® roztworu standardo-
wego, Mg,
g — masa probki, g.

3.2.5.5. Wynik konicowy oznaczania. Za wynik przy-
ja¢ Srednig arytmetyczng wynikdéw co najmniej dwoch
roOwnolegltych oznaczan.

KONIEC
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