Oznaczanie witaminy B: (tiaminy) metoda
spektrofluorymetryczng

(metoda thiochromowa)
Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest oznaczanie tiaminy w probkach zywnosci i/lub preparatach
farmaceutycznych. Dodatkowo w ramach ¢wiczenia beda przygotowane krzywe
kalibracyjne na jej podstawie wyznaczenie zawartosci witaminy B: w preparacie
farmaceutycznym/produkcie spozywczym oraz ocena doktadno$ci i precyzji metody
(odzysk, RSD).

Wstep

Tiamina [1] jest kluczowa witaming regulujaca metabolizm energetyczny,
funkcjonowanie ukladu nerwowego 1 sercowego oraz utrzymanie homeostazy
komoérkowej. Jej brak skutkuje zlozonymi zaburzeniami metabolicznymi i
neurokardiologicznymi, wynikajacymi z uniwersalnej roli koenzymatycznej TPP w
komorkach. W zwigzku z tym tiamina ma istotne znaczenie kliniczne, zwlaszcza w
profilaktyce 1 leczeniu stanéw zwiazanych z niedoborem, takich jak,neuropatie,
niewydolnos$¢ serca czy zaburzenia metaboliczne przebiegajace z kwasicg mleczanowa.
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Rys. Struktura tiaminy

Tiamina (rys. 1) sama w sobie stabo fluoryzuje, dlatego w analizach chemicznych jest
najczesciej utleniana w $rodowisku zasadowym do thiochromu - zwiazku silnie
fluorescencyjnego. Zwykle do utlenienia tiaminy do triochromo stosuje si¢
zelazocyjanek potasowy (Ks[Fe(CN)s]) w Srodowisku alkalicznym. Do utlenienia
mozna takze zastosowa¢ inne utleniacze lub uklady enzymatyczne (H0: +
peroksydaza). Powstaty thiochrom wykazuje maksimum wzbudzenia przy dtugosci fali
okoto ~370 nm i maksimum emisji w zakresie okoto ~430—445 nm (wartosci mogg si¢

nieznacznie 16zni¢ w zalezno$ci od warunkéw utlenienia oraz stosowanego
rozpuszczalnika do ekstrakcji) [1]

Odczynniki i roztwory

e roztwdr chlorowodorku tiaminy o stezeniu 1 pg/mL w 0,05 mol/L roztworze
kwasu siarkowego (VI)

e roztwdr kwasu siarkowego (VI) (H2S04) o stezeniu 0,05 mol/L
e roztwdr wodorotlenku potasu (KOH) o stezeniu 5,4 mol/L
o 4% roztwor heksacyjanozelazianu(IIl) potasu [K3Fe(CN)s]
e 2-propanol
e  Roztwor tiaminy (przygotowanie przez studentow)
Wykonanie éwiczenia
Przygotowanie odczynnika utleniajgcego

Do zlewki o pojemnoéci 100 cm® doda¢ 75 cm? roztworu KOH o stezeniu 5,4 M i dodaé
3cm? 4 % roztworu [KsFe(CN)s].

Przegotowanie roztworu wzorcowego tiaminy.

W kolbie miarowej o objetosci 50,00 cm? przygotowac roztwor tiaminy o stezeniu 1
mg/dm> w 0,05 M kwasie siarkowym.

Sporzgdzenie krzywej wzorcowej

Do 6 kolb o objetosci 50,00 doda¢ od 0,0 do 5,0 cm? roztwor chlorowodorku tiaminy o
stezeniu 1 mg/dm?. Nastepnie uzupemié¢ do 10,00 cm® 0,05 M H,SO4 i doda¢ 8,00 cm3
odczynnika utleniajgcego. Po 10 min doda¢ 10,00 cm?® 2-propanolu i wytrzgsaé przez 2
minuty. Odczeka¢ kilka minut ro rozdzielenia si¢ warstw.

Przygotowanie napoju

Napoj tak rozcienczy¢ by mierzone st¢zenie witaminy Bl miescitlo si¢ w zakresie
krzywej kalibracyjnej. Nastepnie po rozcienczeniu pobra¢ 1,00 cm® do 3 kolb
miarowych o objetosci 50 cm?, Do kazdej z kolb doda¢ 9,00 cm? 0,05 M roztworu
H>SOys 1 wytrzgsaé przez 10 min. Doda¢ 8,00 cm? odczynnika utleniajacego i odczekad



10 min. Po 10 min doda¢ 10,00 cm?® 2-propanolu i wytrzasa¢ przez 2 minuty. Odczekaé
kilka minut do rozdzielenia si¢ warstw.

Pomiar spektrofluorymetrczny.

Z tak przygotowanych probek (krzywa wzorcowa + probki analizowane) pobieraé za
pomocg pipety 1,00 cm® warstwy organicznej do kwarcowej kuwety
spektroflorymetrycznej. Nastepnie zmierzy¢ nat¢zenie fluorescencji przy diugosci fali
wzbudzenia 365 nm i emisji 440 nm. Pomiary powtorzy¢ 3 -krotnie.

Obliczenia

Wyznaczy¢ $rednie natezenie florescencyjne (F) — po odjeciu tta dla kazdego z roztwory
wzorcowego. Nastgpnie na podstawie pomiarow wykresli¢ krzywa w uktadzie F=f(c) i
metodg regresji liniowej wyznaczyé wspotczynnik kierunkowy oraz wspolczynnik
determinacji (R2). Nastgpnie na podstawie krzywej kalibracyjnej wyznaczy¢ stezenie
tiaminy — uwzgledniajac rozcieczenia i wynik podac w odpowiedniej formie, tj. w mg L~
I, Policzy¢ niepewnosé¢ (SD) oraz RSD. W celu walidacji metody mozna zastosowaé
badanie odzysku.

Mozliwe problemy i wskazéwki praktyczne

e  Thiochrom jest wrazliwy na warunki reakcji i utleniania — zbyt dtugi czas lub
nadmiar utleniacza moze prowadzi¢ do rozktadu lub zmian sygnatu. Monitoruj
czas 1 st¢zenia reagentow.

e  Matryca probki moze zwigkszaé tto fluorescencji — ekstrakcja do
rozpuszczalnika organicznego czgsto poprawia czutosc i selektywnosc¢

e Unika¢ ekspozycji roztworéw na intensywne $wiatlo i przechowywac
probki/standardy w ciemnych naczyniach (thiamina moze by¢ wrazliwa na
$wiatlo).

e Upewnij sig, ze kuwety i rozpuszczalniki sg czyste — zanieczyszczenia moga
dawac sygnat tla.

Bezpieczenstwo i utylizacja odpadow

e  Pracowa¢ w regkawicach i okularach ochronnych. NaOH i niektore utleniacze sa
zrace - ostroznie przy pipetowaniu i mieszaniu.

e Kis[Fe(CN)s] - stosowac z zachowaniem zasad bezpieczenstwa; nie mieszaé z
silnymi reduktorami w niekontrolowany sposob.

e Rozpuszczalniki organiczne (izobutanol, metanol) — palne i toksyczne;
uzywaé w wyciagu i sktadowaé odpady w oznakowanych pojemnikach.
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Spektroflurymetria — podstawy metody

Metody oznaczania zwigzkéw metoda spektrofluorymetrii
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Flourescencja i Fosforyscencja

Regresja liniowa punktow pomiarowych



