Laborator 12
VITAMINE

Vitaminele sunt compusi organici cu structurd variatd sintetizate 1n cantitdfi mici n
organism fiind, mai ales, de origine exogend, absolut necesare pentru desfasurarea proceselor
fiziologice.

In functie de solubilitate, vitaminele se clasifica astfel:

e vitamine liposolubile — A, D, E, K (solubile in solventi organici si in lipide);

e vitamine hidrosolubile — B1, B2, B¢, PP, C, acid pantotenic, biotina, Bi2, acizi folici, acid

lipoic.

In lichidele biologice unele dintre ele se gasesc in cantititi extrem de mici, de ordinul pg.

Identificarea vitaminelor se face prin reactii bazate pe proprietatile specifice grupelor
functionale continute 1n structura acestora.

Pentru dozarea vitaminelor din diverse medii biologice se pot folosi urmatoarele tipuri de
metode: metode colorimetrice

metode volumetrice
metode cromatografice prin cromatografie gazoasa sau cromatografie lichida de
inalta presiune (HPLC).

Reactii de identificare si metode de dozare a vitaminelor liposolubile
Vitaminele A
Reactia cu acidul tricloracetic
Principiu: Vitaminele A dau cu acid tricloracetic o coloratie galbena care vireaza in albastru.
Reactivi:
1. Solutie uleioasa de vitamina A 0,1 %;
2. Solutie cloroformica de acid tricloracetic 30 %.
Mod de lucru: Se masoara 0,5 ml de solutie de vitamind A si 1 ml TCA. Apare o coloratie
galbena care vireaza in albastru.

Reactia cu acidul sulfuric
Principiu: Vitaminele A reactioneaza cu acidul sulfuric concentrat, conducand la compusi
colorati in albastru violet.
Reactivi:

1. Acid sulfuric concentrat;

2. Solutie de vitamina A 1n ulei sau solutie de ulei de peste in cloroform;
Mod de lucru: Peste 2-3 picaturi de solutie uleioasa de vitamind A se adauga 1 picaturd acid
sulfuric concentrat. Amestecul de reactie se coloreaza in albastru violet. Daca se foloseste ulei de
peste in cloroform, apare la inceput o coloratie rosu-violet ce trece in rosu-brun.

Vitaminele E
Vitaminele E se pot oxida usor sub actiunea unor oxidanti diferiti, formand tocoferilchinone
colorate:




Reactia cu clorura ferica
Principiu: Tocoferolii dau o reactie cu clorura ferica datorita grupei hidroxil de tip fenolic din
pozitia 6, aceasta fiind oxidata la compusi chinonici.
Reactivi:

1. Solutie alcoolicad de vitamina E 0,1 mg % in alcool etilic;

2. Solutie clorura ferica 10 %.
Mod de lucru: Intr-o eprubeti se introduc 0,5 ml solutie alcoolica de vitamina E si 2-3 picaturi
FeCl3 10 %. Dupa agitare trebuie sa apara o coloratie rosie.

Dozarea vitaminei K3
Principiu: Iodura de potasiu reduce, in mediu acid, vitamina K3 si se oxideaza la iod molecular
care se titreaza in prezenta amidonului cu tiosulfat de sodiu.
Reactivi:
1. Solutie alcoolica de vitamina K3;
Etanol 96%:;
HCl conc.;
Iodura de potasiu 10%;
Tiosulfat de sodiu 0,1 N;
. Amidon 1%.
Mod de lucru: Intr-un vas Erlenmayer se misoara 1 ml solutie de vitamina K. Se trateazi 20 ml
etanol cu 20 ml HCI concentrat sub curent de apa rece. Se adauga 20 ml KI 10% si se agita usor,
apoi se transvazeaza in balonul cu solutie alcoolica de vitamina K3. Dupa cateva minute, iodul
pus in libertate se titreaza cu o solutie de tiosulfat de sodiu 0,1N, in prezenta amidonului, pana la
decolorarea solutiei.
Calcul: mg vit K% =n" 8,6 - 100
8,6 = mg vitamind K3 ce corespunde la 1 ml tiosulfat de sodiu 0,1N
n = numarul de ml tiosulfat folositi la titrare.

ST RENS

Reactii de identificare si metode de dozare a vitaminelor hidrosolubile

Vitamina B: (riboflavina)

Principiu: Vitamina B prezintd fluorescentd galben-verzuie, la pH 3 — 9, iar sub actiunea
reducatorilor trece in leucoderivat care nu mai prezinta fluorescentd. Reactia este reversibilda
vitamina recapatandu-si fluorescenta in prezenta oxigenului.

?Hz-(CHOH)3-CH2-OH CH,-(CHOH),-CH,-OH

N
H.C
H.C N /N 3 0
’ R e — Ly
= NH
N H,C N
H

H,C

Reactivi:

1. Solutie vitamina B 50 mg%;

2. Zn metalic granule;

3. Solutie HCI 10%.
Mod de lucru: Intr-o eprubetd se masoara 1 ml solutie vitamind B, care prezinti fluorescenta
galben-verzuie. Se adaugd 20-30 mg Zn metalic si 2 ml HCI 10 %. Se agita de cateva ori §i se
observa disparitia fluorescentei. Se astupa eprubeta cu degetul si se agitd. Se observa aparitia
fluorescentei datoritd oxidarii vitaminei sub actiunea oxigenului.



Vitamina Be
Reactia cu clorura ferica
Principiu: Prin gruparea —OH fenolica, vitamina Be reactioneaza cu clorura ferica asemanator
fenolilor dezvoltand o coloratie rosie.
Reactivi:
1. Solutie clorura ferica 1 %;
2. Solutie vitamina B¢ 1 % (produs farmaceutic).
Mod de lucru: Se iau intr-o eprubetd 0,5 ml solutie de vitamind B si se trateazd cu 0,5 ml
solutie de clorura ferica, cu agitare. Apare o coloratie rosie.

Reactia cu reactivul Folin — Ciolcalteu
Principiu: Prin tratare cu reactiv Folin-Ciocalteu si o solutie de carbonat de sodiu, vitamina Bs
da o coloratie albastra.
Reactivi:

1. Vitamina B (produs farmaceutic);

2. Reactiv Folin —Ciocalteu;

3. Solutia de carbonat de sodiu 20 %.
Mod de lucru: intr-o eprubeti se pipeteazi 1 ml solutie vitaminid Bs, 1 ml reactiv Folin-
Ciocalteu si 2 ml solutie de carbonat de sodiu, agitdnd pentru omogenizare. Apare o coloratie
albastra.

Identificarea vitaminei C
Principiu: Vitamina C, datoritd proprietatii de a se oxida usor, reduce sarurile de argint la argint

metalic.
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Reactivi:

1. Vitamina C 3%;

2. Azotat de argint 5%;

3. Hidroxid de amoniu 20%.
Mod de lucru: Intr-o eprubeti se masoara 1 ml azotat de argint si se adauga hidroxid de amoniu
picatura cu picatura pana la dizolvarea precipitatului format iniial. Se adauga 2 ml solutie
vitamind C si se incdlzeste pe baie de apa 5-10 minute. Se va depune Ag metalic pe peretii
eprubetei.
Dozarea vitaminei C prin metoda cu 2,6-diclorfenolindofenol
Principiu: Vitamina C (acidul ascorbic) este oxidatd cu 2,6-diclorfenolindofenol la acid
dehidroascorbic, iar colorantul este redus la leucoderivat.
Reactivi:

1. Acid acetic 10%;

2. Reactiv Tillmans (2,6-diclorfenolindofenol 0,001 N

3. Extract proaspat de vitamina C.



Mod de lucru:

Intr-un mojar se mojareazi 2 g tesut vegetal bine fragmentat cu 5 ml acid acetic 10 % si se
omogenizeazd bine. Se completeaza la 40 ml cu acid acetic 10% si se filtreaza. Din filtrat se iau
2 probe de 4 ml fiecare si se titreazd cu reactiv Tillmans pana la aparitia unei culori roz care
persista 30 secunde.

Calcul: mgvitC % =n"T 1050
mg vit C / 100 g material vegetal = 100 x (0,088 x Vrx T x 40) / Vi x ¢, unde:

Vr = volumul de reactiv Tillmans ( in ml) consumat la titrare;
T = titrul reactivului Tillmans;
0,088 = cantitatea de acid ascorbic ( in mg) dintr-un ml solutie acid ascorbic 0,001N echivalenta
la 1 ml reactiv Tillmans 0,001N;
40 = volumul total al extractului de vitamina C;
V1= volumul de extract (ml) utilizat pentru titrare;
¢ = greutatea materialului vegetal (in g).

Testele rapide pentru identificarea vitaminei C 1n urind se bazeaza pe aceasta reactie.

Identificarea vitaminei PP
Reactia cu acetatul de cupru
Principiu: Vitamina PP formeaza cu acetatul de cupru, la incélzire, un precipitat albastru.
Reactivi:

1. Solutie de vitamina PP 3 % in solutie de acid acetic 10 %;

2. Solutie de acetat de cupru 5 %.
Mod de lucru: Intr-o eprubeti se introduc 2 ml solutie de vitamina PP si se incilzesc la fierbere,
pana devin transparenti. La solutia fierbinte se adauga 2 ml solutie acetat de cupru, agitatd in
prealabil. Prin incalzirea eprubetei, la fierbere, urmata de racire in curent de apa, se obfine un
precipitat albastru.

Cromatografia este o metodd analitica, calitativd si cantitativd, de separare a unor
componente din amestecuri complexe, utilizand ca suport de fractionare medii cu anumite
proprietati caracteristice.

In functie de mecanismul procesului de separare si de natura suportului pe care se efectueaza
analiza, cromatografia este de mai multe tipuri.

Gaz-cromatografia este o metoda cromatografica in care separarea componentelor dintr-un
amestec complex se realizeaza intre o fazd mobild gazoasa si o faza stationara lichida sau solida.
Gaz cromatografia permite atat separarea substantelor volatile (stabile la temp. de volatilizare),
cat si a celor care, in urma unor reactii chimice (derivatizare), pot fi transformate in derivati
volatili si stabili.

Cromatografia de lichide la inaltd presiune este o metodd cromatograficd ce elimina
dezavantajele gaz cromatografiei: condifia volatilizarii compusilor sau a transformarii lor in
derivati volatili si stabili termic. Se folosesc solventi adecvati structurii compusilor dozati pentru
antrenarea acestora din amestec.



Aspectul unei HPLC cromatograme pentru dozarea vitaminelor liposolubile

Column :
A Inertsil 0ODB-2 S am
250 x 4.6 mml.D.
Cat.No. :0020-01102
a Eluent :
CH:CN/CH:0H=T5/25
Flow rate : 1.0 mL/min,.
. Detector : 0V 2E0nm
Col.Temp. : 40°C

1. Vitamin Ka
2. Vitamin &
3. Vitamin Ds
1 4. Vitamin Ds
5. Vitamin E
6. Vitamin E acetate
7. Vitamin K4

0 1% min



Aspectul unei HPLC cromatograme de la dozarea vitaminelor hidrosolubile

4]

Column :
Inertsil ODS-2 Sum
150 x 4.6 mml.D.
Cat,No, :5020-01101
Eluent :
A:IPCC-05 + 0.1% HaPO4
B:CHsCN/IPCC-05 + 0.1% HaP0.=80/20
A/B 97.5/2.5— (20min)—+50/50
IPCC-05:80dium 1-Pentanesulfonate
Flow rate : 1.0 mL/min.
Detector : UV 254nm
Col.Temp, : 40°C

9 . .
L-ascorbic acid

nigotinic acid
nicotinamide
pyridoxal
pyridoxamine
pyridoxine
thiamine

folie acid
cyanocobalamin
riboflavin
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