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Stanovenie tiaminu a riboflavinu
v niektorych potravinovych koncentratoch

L. SORMAN

Katedra chemickej technoldgie uhlohydrdtov Slovenskej vysokej $koly technickej,
Bratislava

Na stanovenie tiaminu (aneurinu, vitaminu B;) v prirodnom materidli sa
dnes pouzivaju prevazne metédy, zaloZené na merani modrej fluorescencie
oxydaéného produktu tiaminu — tiochrému [1—3)]. Podobne aj pri stanoveni
riboflavinu (laktoflavinu, vitaminu B,) dosahuji najvidsie uplatnenie metédy,
zaloZené na merani jeho Zltozelenej fluorescencie [4—7].

Pri fluorescenénom stanoveni tiaminu a riboflavinu v niektorych potravi-
novych koncentratoch, najmé v dehydrovanych polievkach sme sa aj pri
doslednom dodrziavani predpisanych postupov stretli s rusivou fluorescenciou
interferujucich latok, ktora do znaénej miery skreslovala dosahované vysledky.
V predlozZenej praci sme sa preto pokusili zistit priéiny opisaného javu a uréit
podmienky, za ktorych by sa mu dalo zabranit.

Experimentilna ast

Metodika

Za ucelom urychlenia stanovenia, ako aj s ohladom na to, Ze sme mali k dispozicii
len obmedzené vdhové mnozstvd vzoriek, modifikovali sme fluorescenéntt metdédu stano-
venia tiaminu [3] a riboflavinu [6] tak, aby sme ich mohli stanovit vedla seba z toho
istého navazku vzorky. V prvej Gasti priace sa meralo v modelovych roztokoch obidvoch
vitaminov a v druhej ¢asti v skiimanych potravinovych koncentrétoch.

Postup

Kysla a enzymaticka hydrolyza

25 g homogenizovanej vzorky sme navézili do 100 ml Sirokohrdlej odmernej banky.
Do ndvazku sme pridali 50 ml 0,1 N-H,SO, a zahrievali sme 30 mintt na vriacom vodnom
kuapeli. Aby sme zabrénili peneniu, pridali sme kvapku oktylalkoholu. Potom sme zmes
-ochladili, pridali sme 5 ml 6 9, vodnej suspenzie takadiastédzy, pH sme upravili na hod-
notu 5,4 a udrzovali v termostate pri teplote 37 °C po dobu 20 hodin. Potom sme zmes
.ochladili, odstrénili usadeny tuk, doplnili po znac¢ku a dvakrét prefiltrovali.

Stanovenie tiaminu

25 ml &ireho extraktu sme prepustili stipcom aktivovaného Dekalsa rychlostou 1 kvap-
'ka za 8 sekund. Vytekajuci roztok sme zachytili a pouzili na stanovenie riboflavinu.
Tiamin adsorbovany na Dekalse sme najprv premyli 50 ml horticeho 0,01 N octanu
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sodného a po dokladnom odsati sme vykonali eldciu 25 %, roztokom KCI v 0,1 N-HCl
(dvakrdt po 10 ml) pri teplote 80 °C. Po eltcii sme objem doplnili eluénym roztokom na
25 ml. Potom sme 5 ml eludtu preniesli do oddelovacieho lievika, pridali sme 3 ml oxy-
dadnej zmesi (100 ml 15 9% XKOH + 3ml 19 K[Fe(CN)s]), 15 ml izobutylalkoholu
a ihned sme pretrepédvali 90 sekind. Po oddeleni vrstiev sme izobutylalkoholovi vrstvu
vysusili 2 g bezvodého Na,S0,, vliali do kyvety z kremenného skla a na Pulfrichovom
kolorimetri upravenom pre fluorescenéné meranie (filter 5, fluorescenéné porovnévacie
skliko D) sme zmerali jej fluorescenciu. Z kalibra¢nej krivky sme odéitali koncentraciu
tiaminu.

Stanovenie riboflavinu

20 ml roztoku zachyteného pri adsorpcii tiaminu sme preniesli do 25 ml odmerne;j
banky a po kvapkédch sme pridévali 3 9, roztok KMnO, aZ do hnedastého sfarbenia. Za
10 minit sme roztok odfarbili 3 9, roztokom H,O, a doplnili po zna¢ku. Po premiesani
sme 15 ml tohto roztoku preniesli do oddelovacieho lievika, pridali sme 25 ml prediste-
ného chloroformu, pretrepali a po ustéleni vrstiev sme vodnu vrstvu vliali do kyvety
z kremenného skla. Na Pulfrichovom kolorimetri upravenom pre fluorescenéné meranie
(filter 5, fluorescenéné porovndvacie skliko C) sme zmerali fluorescenciu roztoku a z kali-
bradnej krivky sme odéitali koncentréciu riboflavinu.

Pozndmka: Katex Dekalso (vodnaty kremiditan hlinito-sodny) sme pripravili a aktivo-
vali podla udajov v literatire [3], priéom velkost zrna zodpovedala normalizovanému
situ ¢. 60. Adsorpciu tiaminu sme uskutoénili v sklenych kolénkach o priemere 12 mm
na konstantnom mnoZstve Dekalsa 1,5 g. Organické rozpustadld sme pred pouzitim
predestilovali.

Vysledky a diskusia

Stanovenie v modelovyjch roztokoch

V prvej Casti experimentalnej prace sme $tudovali kvantitativne pomery
pri stanoveni tiaminu a riboflavinu v modelovych roztokoch. Z vysuSeného
krystalického hydrochloridu tiaminu sme pripravili roztoky so stipajicou
koncentraciou tiaminu v rozmedzi 1—5 pg/ml, do ktorych sme pridali kon-
§tantné mnozstvo riboflavinu. V tejto zmesi sme opisanou metédou stanovili
tiamin s tym rozdielom, Ze raz sme vykonali jeho adsorpciu na Dekalse a druhy
raz sme ju vynechali. Vysledky st zhrnuté v tab. 1, v ktorej vidiet, Ze pri
vynechani adsorpcie st dosiahnuté vysledky v priemere znaéne vysSie, nez
je skutoény obsah tiaminu v skimanych vzorkach, priéom variaény koeficient
v = 9,8 %. Vysledky dosiahnuté pri pouziti Dekalsa sa od tohto obsahu liSia
ovela menej a variaény koeficient v = 1,6 %,. KedZe v skiimanych roztokoch
bol okrem tiaminu pritomny iba riboflavin a stanovovalo sa pri dennom svetle,
predpokladame, Ze na uvedenom zvySeni vysledkov participovala balastna
modra fluorescencia lumichrému, ktory je produktom fotolyzy riboflavinu.
Dalej sme pripravili roztoky so stipajicou koncentréciou riboflavinu v roz-
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Tabulka 1

Vplyv Dekalsa na mnozstvo stanoveného tiaminu

Pousits 5 Stanovené mnozstvo tiaminu
ouzité mnozstvo
tiaminu bez Dekalsa s Dekalsom
m,
= mg | % mg | %
0,100 0,107 107,0 0,098 98,0
0,200 0,235 117,8 0,203 101,5
0,300 0,317 105,7 0,298 99,3
0,400 0,428 106,4 0,405 101,2
0,500 0,527 105,4 0,495 98,0

medzi 1—5 pug/ml, do ktorych sme pridali konstantné mnozstvo tiaminu.
Opisanou metédou sme v zmesi stanovili tiamin a riboflavin s tym rozdielom,
zZe raz sme cely postup urobili v zatemnenej miestnosti a druhy raz pri dennom
svetle. Vysledky stanovenia riboflavinu si v tab. 2. Z vysledkov uvedenych
v tab.2 vyplyva, Ze stanoveny obsah riboflavinu pri spracovani vzoriek
na dennom svetle je v priemere o 56,5 % nizsi nez pri spracovani v tme.
V prvom pripade bola fluorescencia modrozelend, kym v druhom pripade
typicky zltozelena. Uvedené vysledky potvrdzuji nevyhnutnost vidsiny
operacii v zatemnenej miestnosti, o sme sa snazili dodrzat v dalSej dasti

experimentalnej prace.

Tabulka 2

Vplyv osvetlenia na mnozstvo stanoveného riboflavinu

- y Stanovené mnozstvo riboflavinu
Pouzité mnoistvo
riboflavinu spracovanie v tme |spracovanie na svetle
me mg | % mg %
0,100 0,097 97,0 0,045 45,0
0,200 0,197 98,5 0,087 43,5
0,300 0,303 101,0 0,125 41,7
0,400 0,397 99,2 0,164 41,0
0,500 0,509 101,8 0,227 45,4

Stanovenie v potravinovych koncentrdtoch

Opisanou metédou sme v dalSom stanovili obsah tiaminu a riboflavinu
v niektorych dehydrovanych polievkach a v sterilizovanych hotovych jedlach.
Vysledky stanoveni sme zostavili do tab.3, v ktorej vidiet, ze skiimané
dehydrované polievky obsahuja 0,060—0,178 mg%, tiaminu a 0,1—0,29 mg%,
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Tabulka 3
Obsah tiaminu a riboflavinu v skumanych potravinovych koncentrdtoch
Obsah Obsah
Dehydrované L, ribofla- Sterilizované L, ribofla-
polievky tiaminu vinu hotové jedld tlam(ljnu Vi
me% | mg% me% | mg9
cestovinové s mésom 0,158 0,212 leéo s olejom 0,065 0,080
| ryZové s miésom 0,060 0,208 plneny kapustny list 0,089 0,182
madarské 0,178 0,100 hovidzie s hrdskom 0,124 0,021
zemiakové 0,112 0,140 rizoto 0,160 0,172
hnedé 0,130 0,172 hoviidzie na divoko 0,074 0,150
hovidzia s médsovou

ryZou 0,100 0,290 braveové na horéici 0,153 0,150

riboflavinu. V skdmanych sterilizovanych hotovych jedlach je 0,065 aZ
0,160 mg%, tiaminu a 0,080—0,182 mg%, riboflavinu. Stanovené hodnoty
st v dobrej zhode s vysledkami, ktoré dosiahli ini autori v pribuznych vy-
robkoch [8]. Ukazuji, ze skimané vyrobky, ktoré maji nahradit analogické
jedla z domécej tipravy, si dobrym zdrojom deficitného tiaminu a riboflavinu.

Stahrn

Opisali sme modifikdciu metédy fluorescenéného stanovenia tiaminu a ribo-
flavinu v niektorych potravinovych koncentratoch. Obidva vitaminy sa sta-
novuju z toho istého navazku vzorky, pridom tiamin sa oddeluje od riboflavinu
adsorpciou na katexe Dekalso a riboflavin sa stanovuje v eludte. Uréili sme
podiel interferujicej fluorescencie pri stanoveni tiaminu v zmesi s riboflavinom
-a straty riboflavinu pri spracovani vzorky na dennom svetle. Uvedenym postu-
pom sme uréili obsah tiaminu a riboflavinu v niektorych druhoch dehydrova-
nych polievok a sterilizovanych hotovych jedal.

ONPEAEJEHHNE THAMHNHA 1 PUBO®JABUHA
B HEKOTOPBIX IHIIEBBIX KOHIIEHTPATAX

JI. Mopman

Kagenpa xmmudeckoil Texsosiormu yrieBouoB CI0BalKOro MOJHTEXHHYECKOTO MHCTUTYTA,
Bparucnasa

Onmcan MeTop, onpefesnenns THAMHHA M pHOodIaBuHA Bo3je ce0 B HEKOTOPBHIX HMHIIEBHIX
KonuenTpaTax. Bruta ompenenena monsa mATepdeprpyomeit GayopecneBIUN P Ompejese-
HAM THAMUHA B cMecH ¢ pubodmaBMEOM M KOIMUeCTBO IMoTepsh prboguasmHa mpE 06paboTke
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o6pa3ua Ha JEHHOM CBCTe. HPHBGJIGHHMM MEeTOJI0M 6110 ONpeaesICHO COACPAHAHNC THaMHHA
u pn60(ImaBnHa B HCKOTOPLIX COPTax HETUAPATUPOBAHHLIX CYNOB M CTEPUJIM3UPOBAHHLIX
TOTOBLIX NMMIIAX.

BESTIMMUNG VON THIAMIN UND RIBOFLAVIN IN EINIGEN
NAHRMITTELKONZENTRATEN

L. Sorman

Lehrstuhl fiir chemische Technologie von Kohlenhydraten an der Slowakischen
Technischen Hochschule, Bratislava

Es wird tber eine Modifikation der Fluorescenzmethode zur Bestimmung von Thiamin

und Riboflavin in einigen N&dhrmittelkonzentraten berichtet. Beide Vitamine werden
aus derselben Einwaage der Probe bestimmt. Die Trennung des Thiamins vom Ribo-
flavin erfolgt an dem Dekalso-Katex; Riboflavin wird im Eluat bestimmt. Der Anteil
der interferierenden Fluorescenz bei der Bestimmung von Thiamin im Gemisch mit
Riboflavin, sowie auch der Riboflavinverlust bei der Verarbeitung der Probe am Tages-
licht wurde ermittelt. Durch das beschriebene Verfahren wurde der Thiamin- und Ribo-
flavingehalt in einigen Sorten dehydratierter Suppen und sterilisierter Fertigspeisen
bestimmt.

w o

S-S N

LITERATURA

. Ohnesorge W. E., Rogers L. B., Anal. Chem. 28, 1077 (1956).
. Ridyard H. N., Analyst 86, 723 (1961).
. Assoctation of Vitamin Chemists: Methods of Vitamin Assay. Intersc. Publishers, Inc.,.

New York 1950.

. Kodiéek E., Wang J., Biochem. J. 44, 340 (1949).

. Najjar V. A., J. Biol. Chem. 141, 355 (1941).

. Gstirner F., Chemischphysikalische Vitaminbestimmungsmethoden. Enke, Stuttgart 1951.
. Knobloch E., Fysikdlné chemické methody stanoveni vitamint. Nakladatelstvi CSAV,

Praha 1956.

. Skopkové M., Smrha O., Vé3a J., Tabulky vyZivnijch hodnot potravin, 131. Stétni zdra-

votnické nakladatelstvi, Praha 1957.
Do redakeie doslo 13. 5. 1963

Adresa autora:
Ins. Ladislav Sorman, Katedra chemickej technoldgie uhlohydrdtov SVST, Bratislava,
Kolldrovo ndam. 2.



