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Celem badan byta walidacja metody HPLC z detekcjq UV oznaczania witamin
z grupy B: tiaminy, ryboflawiny, niacyny, pirydoksalu, pirydoksyny, pirydoksaminy
w mleku. Poszukiwano metody pozwalajqcej na szybkie, proste i laczne oznaczanie
w/w zwiqzkow. Na podstawie przeprowadzonej walidacji metody stwierdzono
przydatnosé¢ w/w metody do oznaczania witamin z grupy B. Ze wzgledu na ogra-
niczonq ilos¢ publikacji na temat zawartosci witamin w mleku i mieszankach
mlecznych dla niemowlqt istnieje potrzeba oznaczania witamin z grupy B w po-
wyzszych produktach.
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Witaminy sa niezbednymi sktadnikami Zywnosci, ktore obok biatek, thuszczow,
weglowodanow i sktadnikow mineralnych zapewniaja prawidtowe funkcjonowanie
naszego organizmu. Maja one wptyw na szereg procesow zachodzacych w organi-
zmach zywych, takich jak: rozwo6j, wzrost czy rozmnazanie (1). Brak lub czgscio-
wy niedobdr witamin w pozywieniu moze sta¢ si¢ przyczyna charakterystycznych
standw niedoborowych i choréb. Wsrod objawdw chorobowych spowodowanych
niedoborem witamin rozpuszczalnych w wodzie sa: choroba beri-beri (przy niedo-
borze B1), zapalenie jezyka, zajady, tojotok, Swiattowstret (niedobor B2), pelagra
(niedobor niacyny) (1-3). Ze wzgledu na tak wazna rolg witamin w funkcjonowaniu
naszego organizmu, ich zawarto$¢ powinna by¢ badana, szczegdlnie w produktach
codziennego spozycia tj. jak mleko (4,5). Celem badan byta walidacja metody HPLC
z detekcja UV oznaczania witamin z grupy B: tiaminy, ryboflawiny, niacyny, piry-
doksalu, pirydoksyny, pirydoksaminy w mleku. Poszukiwano metody pozwalajacej
na szybkie, proste i laczne oznaczanie w/w zwiazkow.

MATERIAL I METODY

Analizg ilo$cia w/w zwiazkow przeprowadzono w oparciu o metodyke opracowa-
na przez Albala-Hurtado 1 wsp. (6) z kilkoma wlasnymi modyfikacjami. Zawarto$¢
poszczegolnych witamin oznaczano metoda HPLC z detekcja UV. Rozdzial analizy
przebiegat na kolumnie: Nucleosil 100-C18/5 pm firmy Macherey-Nagel, Niemcy.
Elucja prowadzona byta w warunkach izokratycznych, do badan zastosowano faze¢
ruchoma o pH = 3,6+0,1 i nast¢pujacym sktadzie: octanosulfonian sodu (1,17 g/l),
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trietyloamina 0,5%, kwas octowy 2,4%, metanol 12%. Analiz¢ chromatograficzna
wykonano przy przeptywie 0,6 ml/min. i temperaturze kolumny 30°C. Dhugos¢ fali
Amax dla poszczegdlnych witamin zmieniala si¢ w czasie i wynosita: dla witaminy
PP 261 nm, pirydoksalu 287 nm, pirydoksaminy i pirydoksyny 290 nm, witaminy
B2 268 nm, witaminy B1 246 nm. Przykladowy chromatogram rozdziatu witamin
przedstawiono na rycinie 1. Zgodnie z metodyka opracowang przez Albala-Hurtado
iwsp. (6) w celu wyizolowania witamin z ich potaczen z matryca zastosowano hydro-
liz¢ kwasna. Poziom fortyfikacji poszczegdlnych witamin wynosit: dla pirydoksalu
0,01 mg/10 ml, pirydoksaminy 0,01 mg/10 ml, pirydoksyny 0,01 mg/10ml, witaminy
PP 0,037 mg/10 ml, witaminy B2 0,08 mg/10 ml, witaminy B1 0,027 mg/10 ml.
Zwalidowana metod¢ wykorzystano do oznaczenia zawarto$ci witamin z grupy B
w wybranych rodzajach mleka zakupionych w sklepach na terenic Warszawy.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Oznaczenie zawarto$ci witamin z grupy B dokonano przy uzyciu techniki wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej z detekcja UV. W celu sprawdzenia powyzszej me-
tody wykonano jej walidacj¢ na roztworach wzorcowych wybranych witamin z grupy
B. Przeprowadzono oznaczanie poszczegdlnych parametrow walidacji: precyzji (po-
wtarzalno$ci, odtwarzalno$ci), liniowosci, granicy wykrywalnos$ci i oznaczalno$ci.
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Ryc. 1. Przyktadowy chromatogram rozdziatu witamin z grupy B w roztworze wodnym.

Fig. 1. Chromatogram of separation of B-vitamins diluted in water.

Po przeprowadzeniu oceny liniowosci dla wzorcéw witamin z grupy B stwier-
dzono, ze uzyskane funkcje maja przebieg prostoliniowy i sa rosnagce w wybranym
zakresie stezen. Stgzenia witamin wybrane do oznaczania liniowosci sa wprost pro-
porcjonalne do uzyskanych wartosci sygnatu. Wyniki warto$ci wspotczynnikow ko-
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relacji (R?) przedstawiono w tabeli Ia. Wspotczynniki zmienno$ci powtarzalno$ci
metody miescily si¢ w przedziale 0,57-1,24% (tabela Ia). Wspotczynniki zmiennosci
odtwarzalnosci metody zawieraly si¢ w przedziale 0,19-3,32% (tabela [a). Wzgledne
odchylenia standardowe (wspotczynniki zmienno$ci) dla precyzji metody sa zadowa-
lajace i wynosza ponizej 10% (7). Okreslono granice wykrywalnosci i oznaczalno$ci
metody. Granica wykrywalnosci dla badanych witamin z grupy B wynosita: 0,025
mg/1 dla pirydoksalu, pirydoksyny, 0,05 mg/ml dla pirydoksaminy, niacyny, tiaminy
i ryboflawiny (tabela Ia). W celu sprawdzenia przydatno$ci metody do oznaczania
witamin z grupy B wykonano odzysk z roztworéw wzorcowych witamin. Odzysk
fortyfikacji miescit si¢ w granicach 80-98% dla poszczegdInych witamin (tabela Ia).
Najnizszy wynik uzyskano dla niacyny (80%), a najwyzszy dla pirydoksyny i piry-
doksaminy (98%). Odzysk metody dla poszczegdlnych probek mleka byt w zakresie
61-91% (tabela Ib).

Dane dotyczace oznaczen poszczegolnych witamin w wybranych rodzajach mle-
ka przedstawiono w tabeli Ic. Zawarto$¢ witamin jest porownywalna z wynikami
uzyskanymi przez innych autorow (8,9,10). Ganowiak i wsp. (8), badajac zawartos¢
witaminy B2 w mleku pasteryzowanym zawierajacym 2% thuszczu, uzyskali wartos¢
0,147 mg/100g produktu. Zgodnie z danymi przedstawionymi przez Wszotek (9)
zawarto$¢ poszczegdlnych witamin z grupy B w mleku wynosita: witaminy B1 0,04
mg/100g, witaminy B2 0,16 mg/100g, witaminy B6 0,04 mg/100g.

Tabela I. Parametry walidacji metody HPLC UV oznaczania witamin z grupy B
Table I. Validation parameters of the HPLC UV method for determination of B-vitamins

a) Wyznaczenie poszczegoélnych parametréw walidacji metody na roztworach wzorcowych witamin z grupy B.

Parametry walidacji metody
Rodzaj , .| powtarzalno$¢ | odtwarzalnosé granica odzysk
witaminy WSES:;EQP ik metody metody wykrywalnosci |  fortyfikacji

I (CV%) (CV%) @L) [mg/] (%)
Wit. PP 1 0,57 0,55 0,05 80
B6-al 1 1,05 1,52 0,025
B6amina 0,9999 0,93 0,19 0,05 %8
B6yna 0,9997 1,24 0,98 0,025
Wit. B2 0,9998 0,65 1,52 0,05 92
Wit. B1 0,9999 1,15 3,32 0,05 94

b) Warto$¢ odzysku metody wobec mleka z dodatkiem roztworéw wzorcowych witamin z grupy B.

Warto$¢ odzysku [%]
2% ttuszczu B | S el z gospodarstwa wiejskiego
Wit. PP 70 79 74 65
B6-al 70 90 91 72
B6amina 70 - 88 69
B6yna 86 83 -
Wit. B2 88 - - 61
Wit. B1 76 72 79 67
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c) Zawartos¢ witamin z grupy B w wybranych rodzajach mleka zakupionych w sklepach w Warszawie.

Zawarto$¢ witamin [mg/100g]
Rodzaj mleko spozywcze | mleko UHT | mileko UHT | mleko pobrane bezposrednio
witaminy | pasteryzowane 2% | 2 % ttuszczu | 3,2% tluszczu | z gospodarstwa wiejskiego
tluszczu (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

Wit. PP 0,117=0,01 0,054+0,005 | 0,022+0,002 0,131=0,01
B6-al 0,176=0,002 0,124+0,003 | 0,093+0,002 0,082+0,003
B6amina - 0,009+0,003

0,056+0,004 0,027+0,0007
B6yna 0,005+0,0004 | 0,004+0,0002
Wit. B2 0,144+0,002 - - 0,247+0,006
Wit. B1 0,011+0,0004 |0,018+0,0008| 0,024+0,003 0,033+0,023

WNIOSKI

1. Na podstawie przeprowadzonej walidacji metody stwierdzono przydatnos¢ meto-
dy wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja UV do oznaczania wi-
tamin z grupy B: tiaminy, ryboflawiny, pirydoksalu, pirydoksyny, pirydoksaminy
i witaminy PP.

2. Zawarto$ci w mleku witamin oznaczanych metoda HPLC z detekcja UV sa po-
rownywalne z wynikami uzyskanymi przez innych autorow.

B. Bobrowska-Korczak, D. Skrajnowska, M. Baran, A. Tokarz, R. Olgdzka
DETERMINATION OF B-VITAMINS IN MILK
Summary

The aim of the study was to validate a simple, fast UV-HPLC method for the determination of thiamine,
riboflavin, pyridoxal, pyridoxine, pyridoxamine, nicotinamide in milk. The method offers satisfactory
specificity, precision and accuracy. The limited available publications suggest that more data are needed
regarding the determination of B-vitamins in milk and milk products.
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