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Apstrakt

Uvod/Cilj. Vitamin B, nalazi se u namirnicama u obliku
koenzima i u slobodnom stanju. Za odredivanje njegovog
sadrzaja potrebno je primeniti niz analitickih postupaka
(oslobadanje iz kompleksa, ekstrakciju oslobodenog i slo-
bodnog oblika), a zatim detekciju, identifikaciju i kvantifi-
kaciju. Priprema uzorka je veoma vazan deo analiticke
metode. Cilj rada bio je uporedivanje efikasnosti dve eks-
trakcione metode — kisele i kiselo-enzimske hidrolize u
odredivanju sadrzaja vitamina Bz u jetrenoj pasteti. Me-
tode. Za detekciju vitamina B u jetrenoj pasteti koriséena
je te¢na hromatografija pod visokim pritiskom uz fluores-
centni detektor, specifi¢na i dovoljno osetljiva metoda za
namirnice slozenog sastava, sa prirodnim sadrzajem vita-
mina. Kisela hidroliza izvedena je primenom 0,1 M hloro-
vodonicne kiseline u autoklavu, na 120 °C, 30 minuta, a
enzimska hidroliza primenom 10% takadiastaze, na 45 °C
4 sata. Analizirano je 10 uzoraka jetrenih pasteta iz naba-
vke za potrebe Vojske Srbije. Separacija analita izvedena
je na analitickoj koloni Nucleosil 50—5 C18 uz mobilnu
fazu 450 ml CH;0H + 620 ml 5 mM CH3COONHj, a
detekcija na fluorescentnom detektoru sa promenljivim
talasnim duzinama. Ispitani su limit detekcije i limit kvan-
tifikacije (zbog moguce interferencije vitamina By sa rea-
gensima), specifi¢nost metode, linearnost odnosa povrsi-
ne pika i koncentracije za standardne rastvore vitamina By

Abstract

Background/Aim. Vitamin By is available in foodstuff in
the form of coenzyme and in free form. For its content de-
termination a few procedures should be performed (delib-
eration from a complex, extraction of free and deliberated
form) and detection, identification and quantification. There
is a particular problem in determination of vitamin By in the
meat products. For a determination of total vitamin Bj
content in liver paste two preparation procedures ate com-
pared: acid and acid-enzymatic hydrolysis. The aim of this

za obe metode u rasponu od 0,05 ug/ml do 2,0 pg/ml,
preciznost obe metode za koncentraciju od 0,5 pg/ml vi-
tamina, kao i analiticki prinos obe metode. Rezultati. Svi
prethodno ispitani parametri potvrdili su obe metode kao
specifi¢ne, precizne i reproduktivne, sa visokim prinosom
(98,5% za kiselu 1 98,2% za kiselo-enzimsku hidrolizu), li-
nearn$¢u u opsegu koji je znacajno nadmasio ocekivani
sadrzaj u uzorcima (r= 0,99994, odnosno = 0,99987).
Postupci hidrolize dovode uzorak u stanje pogodno za
odredivanje vitamina B,. U ispitivanim uzorcima pastete
odredene su visoke vrednosti vitamina By: 0,830
mg/100 g nakon kisele hidrolize i 0,909 mg/100 g nakon
kiselo-enzimske hidrolize. Dobijene su statisticki znacajno
vece vrednosti nakon primene kiselo-enzimske hidrolize
(p <0,05). Zaklju€ak. Postupkom kiselo-enzimske hid-
rolize i primenom separacione instrumentalne tehnike za
razdvajanje (te¢na hromatografija) sa fluorescentnim de-
tektorom kao detekcionim sistemom, odredene su statisti-
¢ki znacajno veée koli¢ine vitamina Bz nego nakon pos-
tupka kisele hidrolize. Odredene vrednosti sadrzaja vita-
mina B u deset uzoraka jetrene paStete visoke su (od
0,881 do 0,936 mg/100 g) i ukazuju na to da je ovaj proi-
zvod od mesa dobat izvor vitamina Bo.

Kljucne reci:
vitamin bz, meso, proizvod; hidroliza; hromatografija,
te¢na, pod vp; evaluaciona studija.

study thus, was to compare the effectivenes of these two
different procedures for vitamin B, content determination
in liver paste. Methods. High pressure liquid chromatogra-
phy (HPLC) method with fluorescence detector, as specific
and adequately sensitive for the foodstuff of a complex
composition with a natural vitamin content, was used for
determination of vitamin B; in liver paste. Acid hydrolysis
was performed with the application 0.1 M hydrochloric acid
in a pressure cooker, and enzymatic hydrolysis was per-
formed with the 10% takadiastase on 45 °C within four
hours. Ten samples of liver paste from the supply of the
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Serbian Army were examined. Separation was performed on
the analytical column Nucleosil 50-5 C18 with mobile
phase 450 ml CH3;0OH + 20 ml 5 mM CH3;COONH,, and
detection on the fluorescent detector with the variable wave
length. Both methods were validated: examining a detection
limit, quantification limit, specificity (because of a possible
B, vitamin interference with reagents), linearity of a peak
area and standard concentration of B, vitamin ratio in the
range from 0.05 pg/ml to 2 pg/ml, precision for the 0.05
pg/ml concentration and recovery. Results. All the previ-
ously examined parameters validated both methods as spe-
cific, precise and reproductive, with a high recovery (98.5%
for acid and 98.2% for acid - enzymatic hydrolysis), as well
as linearity in a range that significantly superseded the ex-
pected content in the samples (r = 0.9994, and r = 0.99987).
Hydrolysis procedures make a sample suitable for vitamin

B, determination. In the liver paste samples a high content
of vitamin B, was determined: 0.83 mg/100 g after acid hy-
drolysis, and 0.909 mg/100 g after acid-enzyme hydrolysis.
There were statistically significantly higher values deter-
mined after the acid-enzyme hydrolysis (p < 0.05). Conclu-
sion. Using acid-enzyme hydrolysis and separation instru-
ment technique (liquid chromatography) with a fluorescent
detector as detection system, statistically significantly greater
vitamin By quantities were determined than after using acid
hydrolysis procedure. Vitamin B content determined in ten
liver paste samples was high (0.881 — 0.936 mg/100g) indi-
cating that this meat product is a good vitamin B; source.

Key words:
riboflavin; meat product; hydrolysis; chromatography,
high pressure liquid; evaluation studies.

Uvod

Pravilna ishrana i nacin zivota osnova su dobrog zdrav-
lja, poCev od prenatalnog perioda. Veliki broj publikovanih
radova o vitaminima nastao je kao rezultat neiscrpnih pitanja
o mehanizmima njihovog dejstva, potrebnim koli¢inama za
ljude razlicite starosti i na¢ina Zivota, kao i da li ih treba uno-
siti hranom ili tabletama '~. Preventiva ima veliki znadaj za
dobro zdravlje, §to je i zahtev koji se postavlja pred vojnu
preventivu. Mnoge razvijene zemlje ustanovile su nutricione
standarde za oCuvanje zdrave populacije, bazirane na prepo-
rukama Organizacije za hranu i poljoprivredu (FAO) i Svet-
ske zdravstvene organizacije (SZO). U cilju optimalnog uno-
sa vitamina Nacionalna akademija nauka SAD izdala je Re-
commended Dietory Allowances (RDA) tabele *, koje sadrze
preporurucen dnevni unos vitamina i minerala i koriste se
kao osnova za podatke o potrebama za njima .

Vitamin B, (riboflavin) izolovan je 1933. godine iz
kvasca. Prirodno se nalazi u biljnom i Zivotinjskom svetu i
bakterijama, u slobodnom i vezanom obliku. Vezani oblik su
enzimi flavoproteini i to su njegovi aktivni oblici. To su spe-
cifi¢ni proteini koji kao koenzime sadrze flavin mononukle-
otid (FMN) i flavin adenin dinukleotid (FAD). Strukturno,
dve konjugovane dvogube veze, u drugom i tre¢em prstenu
riboflavina, izmedu dva azotova atoma, lako vezuju dva vo-
donikova atoma odnosno elektrona i isto tako lako ih otpus-
taju. Riboflavin, tako, u oblicima u kojima se nalazi u prirodi
predstavlja vazan redoks sistem °.

Deficit vitamina B, mogu¢ je usled neishranjenosti,
bolesti, primene nekih lekova, endokrinih abnormalnosti, al-
koholizma i dejstva antivitamina (izoriboflavina) 1% Biolo-
Ska vrednost namirnica moze biti povecana dodavanjem vi-
tamina ili smanjena zbog loSeg kvaliteta sirovina, upotrebe
nekih aditiva, kontaminacije tokom prerade sirovina, kao i
lose tehnologije ''". Izvor B vitamina su cela zrna Zitarica,
pivarski kvasac i jetra. Preradom sirovina u prehrambenoj
industriji ili u domacinstvu u finalnom proizvodu namenje-
nom za ishranu moze doéi do redukcije vitamina '*. Jetrena
pasteta sastavni je deo ishrane dece, zaposlenih i starih osoba
ali 1 pripadnika vojske, kako u redovnim, tako i u vanrednim
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uslovima. Za pravilnu izradu dijeta neophodno je odrediva-
nje sadrzaja vitamina u obroku.

Za odredivanje ukupnog sadrzaja riboflavina u namirni-
cama potrebno je primeniti niz postupaka. Po oficinalnim
Association of Olfficial Analytical Chemistry (AOAC) meto-
dama " za izolovanje riboflavina iz proizvoda od Zita treba
primeniti samo kiselu hidrolizu na povisSenoj temperaturi i
pritisku. U daljem postupku, potrebno je primeniti preciséa-
vanje preko razli¢itih aktivnih smola. Mnogi autori koriste
principe AOAC metoda, prilagodavaju¢i ih konkretnim
uzorcima, tako Sto primenjuju razliCite kiseline, enzime,
temperaturu, vreme izlaganja pojedinim reagensima, kao i
naine prediséavanja analita '*>'. Vitamin B, ima osobinu
prirodne fluorescencije, zbog cega je fluorimetrija oficinalna
detekciona metoda za ovaj vitamin. Kombinacijom separaci-
one instrumentalne tehnike za razdvajanje (tecna hromato-
grafija) sa fluorescentnim detektorom kao detekcionim sis-
temom postizu se optimalni uslovi za pouzdanu kvantifika-
ciju uz dovoljnu osetljivost ' 122

Cilj rada bio je uporedivanje efikasnosti dve ekstrakci-
one metode kisele i kiselo-enzimske hidrolize, u odredivanju
sadrzaja vitamina B, u jetrenoj pasteti.

Metode

Ispitivanje je vrSeno na deset uzoraka jetrene pastete,
iste serije, iz namenske proizvodnje za potrebe Vojske Srbi-
je. Konzerve su bile hermeticki zatvorene, neto mase 150 g i
roka upotrebe Cetiri godine. Uzorci su upakovani u limenke
koje odgovaraju kvalitetu propisanom Standardom odbrane,
SNO 5884/98, ,,SI. vojni list™ br. 19/98. Ovim standardom
propisuje se: kvalitet i koli¢inski odnos sirovina i dodataka
koji se koriste za proizvodnju konzerve jetrene pastete u li-
menci od 150 g neto mase, za potrebe Vojske Srbije, kvalitet
ambalaze, osnovna obelezja tehnoloskog procesa, kvalitet
gotovog proizvoda, kvalitativan i kvantitativan prijem i ga-
rantni rok, radi obezbedenja standardnog kvaliteta proizvoda.

Za analizu kori$¢ena je standardna supstancija: Ribo-
flavin (Sigma Co, St Louis, MO, USA), od koje su pripre-
mani rastvori za ispitivanje limita detekcije i limita kvantifi-
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kacije (niz rastvora od 0,01 do 0,05 pg/ml), kao i rastvori za
kalibracionu krivu (0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 1,00 i 2,00 pg/ml).
Cistoc¢a upotrebljenih organskih rastvaraca bila je potvrdena
metodom teCne hromatografije pod visokim pritiskom
(HPLC) (Merck, Darmstadt, Germany), kao i Cisto¢a vode
(sistemski dobijena demineralizovana voda preci§¢ena na
komercijalnom ,,Millipore Milli-Q* sistemu), takadiastaze
(Fluka), a ostale hemikalije imale su Cistocu za analizu (p.a.).

Pored uobicajene laboratorijske opreme, primenjen je
HPLC sistem, kao i uslovi merenja:

Waters M600 E, izokratsko eluiranje
Rheodyne 7125, petlja 20 pl
Nucleosil 50-5 C18

Pumpa:
Injektor:
Analiticka kolona:

Detektor: RF-535 Shimadzu, Fluorescence HPLC
monitor

Mobilna faza: 450 ml CH;OH + 620 ml 5 mM
CH;COONH,

Protok: 0,8 ml/min

Temperatura kolone: ~20 °C

Talasne duzine: Aex = 450 nm, Ay, = 530 nm
Aktivacija/obrada

podataka: Shimadzu C-R4A CHROMATOPAC

Odredivanje sadrzaja vitamina B, u jetrenoj pasteti vr-
Seno je metodom standardne krive.

Dijagrami zavisnosti povrsine pikova od koncentracije
riboflavina odredivani su za koncentracije: 0,10; 0,25; 0,50;
1,00; 1,501 2,00 pg/ml, nakon §to su podvrgnuti celokupnom
postupku kisele, odnosno kiselo-enzimske hidrolize. Vred-
nost povrSine pika za svaku koncentraciju je predstavljala
srednju vrednost Cetiri uzastopna merenja. Preciznost HPLC
metode za odredivanje vitamina B,, za oba postupka hidroli-
ze ispitivana je za koncentraciju 0,5 pg/ml, nakon Sest injici-
ranja. Za odredivanje prinosa obe metode izvedeno je deset
nezavisnih analiza rastvora standarda vitamina B, za kon-
centraciju 0,5 pg/ml. Za oba postupka pripreme uzoraka me-
reno je po 5 g homogenizovanog uzorka (jedne serije), pre-
neto u erlenmajer-tikvicu od 100 ml, preliveno sa 50 ml 0,1
M HCI, a zatim autoklavirano 30 minuta na 120 °C. Tako
tretirani uzorak je zatim ohladen, a pH vrednost sadrzaja po-
deSavana rastvorom CH;COONa na 4,5. Tu se zavrSavala ki-
sela hidroliza i ekstrakcija vitamina u polovini uzoraka. En-
zimska hidroliza sprovodena je na drugoj polovini uzoraka,
nakon sprovedene kisele hidrolize. U tikvicu je dodavano 5
ml vodenog rastvora takadiastaze, dobro promuckano, a za-
tim inkubirano Cetiri sata na temperaturi od 45 °C. Enzimska
hidroliza je prekidana dodavanjem rastvora CCl;COOH, uz
zagrevanje u vodenom kupatilu. Sadrzaj je ohladen i rastvo-
rom CH3;COONa pH ponovo podesavana na 4,5. Nakon ki-
sele, odnosno enzimske hidrolize, sadrzaj je prenoSen u od-
mernu tikvicu od 100 ml. Sud je dopunjavan vodom do oz-
nake, a zatim filtriran kroz membranski filtar posle ¢ega je
bio spreman za analizu sadrZaja vitamina B,. Svako merenje
bilo je Cetvorostruko. Poredenjem sadrzaja vitamina B, u jet-
renoj pasteti dobijenih primenom kisele i kiselo-enzimske

hidrolize, mozZe se odrediti koja metoda pripreme ima veéi
prinos, a statistiCkom obradom rezultata da li je ta razlika
znacajna.

U cilju procene ujednacenosti kvaliteta proizvoda izvr-
Seno je odredivanje sadrzaja vitamina B, u deset razlicitih se-
rija jetrene pastete istog proizvodaca.

Rezultati

Odredeni su limit detekcije i limit kvantifikacije, koji
iznose 0,03 pg/ml odnosno 0,05 pg/ml. Linearnost odnosa
koncentracija i povrSina odgovarajucih pikova odredena je
analizom Sest standardnih rastvora vitamina B, koncentracija
0,05-2,0 pg/ml, koji su podvrgnuti postupcima kisele i ki-
selo-enzimske hidrolize. Tacke za kalibracionu krivu dobije-
ne su kao rezultati Cetiri injiciranja za svaku koncentraciju.

Prikazane su standardne krive za vitamin B,, kao i jed-
nacine pravih za oba postupka hidrolize (slike 1 i 2).

Linearna regresija za vitamin B2
3,0x10° 4 kisela hidroliza

e
2,5x10° 4
Y=A+B*X

2,0x10° 4

Parameter Value Error

1,6x10° A 1023,48006  281,37744
B 129525,47939 298,67928

povrsina pika

1,0x10°
R Sb N P

50¢10° 0,99994 997,7855 24 <0.0001

0,0

T T T T
0,0 05 10 15 20
koncentracija ug/mL

n — broj injiciranja; SD — standardna devijacija

SI. 1 — Kalibraciona Kkriva vitamina B, nakon Kkisele hidrolize

Linearna regresija za vitamin B2
3,0x10° kiselo-enzimska hidroliza

///'
5 Py
2,5x10 s
e Y=A+B*X

2,0x10° y
5] pd Parameter Value Error
& S
@ 1o e A 17804487 41058885
[ P B 127654,11738 435,83587
& 1,0x10° /,//

d R sD N P
5,0x10° 4 e
P 0,99987 145597886 24 <0.0001
v
004

T T T T
00 05 10 16 20
koncentracija ug/mL

n — broj injiciranja; SD — standardna devijacija

Sl 2 — Kalibraciona kriva vitamina B, nakon kiselo-
enzimske hidrolize

Reproduktivnost je ispitana primenom obe metode hid-
rolize na uzorak jetrene paStete nastao homogenizacijom deset
uzoraka pasteta iste serije. Hromatogram standarda vitamina
B, nakon kiselo-enzimske hidrolize i hromatogram vitamina
B, nakon kiselo-enzimske hidrolize jetrene paStete prikazani
su na slikama 3 i 4. IzvrSeno je po deset odredivanja postup-
kom kisele, odnosno kiselo-enzimske hidrolize 1 izraCunate
srednje vrednosti koncentracija vitamina u rastvorima pripre-
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mljenih uzoraka (X £ SD): 0,4149+0,00978 pg/ml, odnosno
0,4544+0,00955 pg/ml. Nadene vrednosti pripadaju srednjem
delu kalibracione krive, §to znaci da je opseg krive bio pogo-
dan za analizu. IzraCunate su vrednosti sadrzaja riboflavina u
jetrenoj pasteti i statisticki obradene Studentovim ¢-testom.
Sadrzaj vitamina B, nakon odredivanja postupkom kisele hid-
rolize bio je 0,830 mg/100 g, odnosno 0,909 mg/100 g nakon
kiselo-enzimske hidrolize jetrene pastete jedne serije. Svi re-
zultati i statisticki parametri prikazani su u tabeli 1.

CALCULATION BEPORT #+

£l
™ FEMD TI¥E AREA HE1GHT ME IOKD QMG KANE
2 1 658 G 4451 109

TOTHL - 453432 4451 180

Sl. 3 — Hromatogram standarda vitamina B, nakon kiselo-
enzimske hidrolize

C—f44 CHROMATOPAC CH=2 REPORT No =7  CHEOMATOGRAM=1:8CHRMZ. COT 03/08/18 01:50:32

R -

a& CALCULATION HEPORT w2

CH PENQ ‘TIME HEIGHT MK 1080 oone
2 1 0. 962 3837 337 3.0L25
2 1.385 23371 2618 ¥ 3. 1795
3 2.328 2212 318 2,194
4 T.345 57375 3876 T1.6136

SL 4 — Hromatogram vitamina B, nakon kiselo-enzimske
hidrolize jetrene pastete

Tabela 1

Sadrzaj vitamina B, odreden nakon Kisele i
kiselo-enzimske hidrolize jetrene pastete

Uzorak Nakon Nakon
Zfri‘ 0 kisele kiselo-enzimske

(n=10) hidrolize hidrolize
Prosecan sadrzaj
(mg/100 @) 0,830 0,909

SD 0,01956 0,0191
D < 0,05

Diskusija

Pretpostavka da je primena i kisele i enzimske hidrolize
teoretski opravdana, proveravana je odredivanjem prinosa
metode analizom standardnih dodataka vitamina. U nekim
studijama se izveStava samo o prinosu metode primenjene na
standardne rastvore '“'**. Medutim, ne moze se izvrsiti ap-
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roksimacija rezultata dobijenih analizom standardnih doda-
taka i prirodnog sadrzaja vitamina. Poseban aspekt je neos-
porna razlika izmedu Zzive Celije i tkiva nastalog nakon teh-
noloskog postupka prerade u konkretnu namirnicu.

Primenom potvrdenih metoda na ispitivanu namirnicu i
poredenjem prinosa metoda mozemo vrSiti procenu pogod-
nosti metode za odredivanje ukupnog sadrzaja vitamina.

Vitamin B, prisutan je u razli¢itom obliku u namirni-
cama biljnog i Zivotinjskog porekla. Metode se prilagodavaju
konkretnim uzorcima, uz eksperimentisanje razli¢itim para-
metrima (uticaj razlicitih kiselina, razli¢itih temperatura, ra-
zli¢itih enzima), duzinom izlaganja pojedinim parametrima,
kao i postupcima precis¢avanja ' >'. Sa razvojem separacio-
nih tehnika najce$ée se pominje te¢na hromatografija sa raz-
li¢itim detekcionim sistemima: ultravioletni (UV) detektor za
obogacene namirnice i farmaceutske preparate **°, a fluore-
scentni detektor za pojedinaéne vitamine 7 """ ** uz upotre-
bu razli¢itih mobilnih faza i separacionih kolona.

Za odredivanje vitamina B, u jetrenoj pasteti primenje-
na je reverzno-fazna HPLC metoda sa fluorescentnom detek-
cijom, nakon kisele i kiselo-enzimske hidrolize uzorka radi
utvrdivanja opravdanosti postupka enzimske hidrolize.

Neophodno je bilo prethodno izvrsiti validaciju obe
metode ekstrakcije. Ispitivanjem limita detekcije i limita
kvantifikacije odredene su koncentracije koje su bile nekoli-
ko puta manje od ocekivanih koncentracija vitamina u uzor-
cima jetrene pastete nakon hidrolize, a to je preduslov za do-
bru osetljivost metode. Obe metode su specifiéne, jer na
hromatogramima ne postoje interferencije vitamina sa rea-
gensima. Postoji linearnost odnosa povrsine pika i koncen-
tracije za standardne rastvore vitamina B, za obe metode u
rasponu od 0,05-2,0 pg/ml, a to je opseg koji znacajno nad-
masuje potrebe odredivanja sadrzaja vitamina u uzorcima
jetrene pastete. Jednacine pravih mogu se primeniti za odre-
divanje koncentracije vitamina, nakon ocitavanja povrSine
pika (r = 0,99994, odnosno r = 0,99987). Preciznost obe
metode ispitivana je za koncentraciju od 0,5 pg/ml vitamina.
Mala vrednost relativne SD pokazuje dobru preciznost obe
metode. Takode, ne postoji statisticki znacajna razlika izme-
du dva nacina ekstrakcije (p > 0,05).

Analiti¢ki prinos metode veoma je vazan parametar koji
govori 0 moguc¢im gubicima ispitivane supstancije u toku
pripreme uzoraka za odredivanje. Vrednosti povrSina pikova
analiziranih vitamina nakon sprovedena oba postupka hidro-
lize uporedene su sa vrednostima koje poticu od standardnih
rastvora vitamina. Visok procenat za reproduktivnost potvr-
duje visok analiticki prinos obe metode. Reproduktivnost je
odredena na standardnim rastvorima, a ne na standardnim
dodacima, jer su u oba slucaja na proveri standardne sup-
stance, a ne vitamini u svom biolos§ki aktivnom obliku.

Svi prethodno ispitani parametri potvrduju obe metode
kao specifi¢ne, precizne i reproduktivne za standardne sup-
stancije i izmedu njih ne postoji statisticki znacajna razlika
(» > 0,05). Kao takve primenjene su za odredivanje sadrzaja
vitamina B, u jetrenoj pasteti. Oba postupka hidrolize dovo-
de uzorak u stanje pogodno za odredivanje vitamina B,, bez
interferirajucih jedinjenja na hromatogramu. Fluorometrijski
uslovi za odredivanje vitamina B, su tako specifi¢ni da su
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hromatogrami skoro identi¢ni hromatogramima standardnih
rastvora (slike 3 i 4). Razlika izmedu odredenih koncentra-
cija vitamina nakon kisele i kiselo-enzimske hidrolize jetrene
pastete postoji i ona je statisticki znacajna (p < 0,05). Odre-
den je znacajno veci sadrzaj vitamina B, nakon primene ki-
selo-enzimske hidrolize, §to potvrduje da se i nakon prime-
njene visoke temperature, hemijskih i mehanickih postupaka
u proizvodnji jetrene pastete jedan deo riboflavina nalazi u
obliku koenzima (FMN i FAD) i da je za njihovo oslobada-
nje i detekciju potrebno primeniti i enzimsku hidrolizu.
Primenom kiselo-enzimske metode ekstrakcije odreden
je sadrzaj vitamina B, u deset serija uzoraka jetrene pastete.
Dobijene vrednosti vrlo su bliske i govore da je ovaj proizvod
od mesa dobar izvor vitamina B,, da je kvalitet sirovina ujed-
nacen i da se proizvodnja odvija po standardnoj proceduri.
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u stanje pogodno za odredivanje sadrzaja vitamina B,.
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