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3.9. Acido ortofosforico 85% p.a.
3.10. Tampone fosfato 5 mM a pH 7,0: g 0,871 di potassio fosfato

bibasico (3.8.) in 800 ml di acqua (3.2.);
aggiustare a pH 7,0 con acido ortofosforico (3.9.) e portare a 1000

ml con acqua. (3.2.)
3.11. Acetonitrile per HPLC
3.12. Metanolo per HPLC
3.13. Soluzione di lavaggio per cartucce SPE: soluzione al 5% di

metanolo (3.12.) in tampone fosfato (3.10.) (v/v)
3.14. Fase mobile: miscela tampone fosfato (3.10.): acetonitrile

(3.11.) 70 30 (v/v)
3.15. Tiamina cloridrato purissimo
3.15.1. Soluzione standard stock: pesare 50 mg di tiamina

(3.15.) con l’approssimazione di 0,1 mg in un matraccio tarato da
100 ml, sciogliere con HC1 0,01 N (3.1.1.) e portare a volume. La solu-
zione, conservata al buio in frigorifero, e' stabile 1 mese

3.16. Cartine indicatrici di pH
3.17. Filtri di carta rapidi
3.18. Cartucce per purificazione SPE C18 500 mg

4. Strumentazione.

4.1. Bagno termostatico ad acqua od autoclave
4.2. Cromatografo liquido con rivelatore fluorimetrico
4.2.1. Colonna C18 ODS2 250x4,6 mm con relativa precolonna

5. Modo di operare.

5.1. Preparazione del campione.
Per la preparazione dell’aliquota da sottoporre ad analisi, proce-

dere come indicato nei metodi di analisi per il controllo ufficiale degli
alimenti per animali di cui al decreto ministeriale 25 maggio 1982 -
punto 1 del Supplemento n. 6- pubblicato nella Gazzetta Ufficiale
n. 265 del 25 settembre 1982.

5.2. Estrazione del campione:
5.2.1. Pesare (con l’approssimazione di 0,01g) da 5 a 20 grammi

di campione, a seconda del contenuto di vitamina B1, in un matraccio
da 200 ml. Addizionare 100 ml di HC1 1 N (3.1.2.). Agitare per
15 minuti, verificare con la cartina (3.16.) che il pH sia inferiore a 3;
altrimenti aggiungere 5 ml di HC1 6 N (3.1.3.), agitare per 15 minuti
e verificare di nuovo il pH; se necessario, procedere con ulteriori
aggiunte di HC1 6 N (3.1.3.).

5.2.2. Porre il matraccio in bagno termostatico ad acqua bol-
lente od in autoclave in corrente di vapore per 5 minuti. Aggiungere
10 ml di soluzione di sodio acetato (3.3.1.) e agitare. Aggiungere 2 ml
di soluzione di acido tricloroacetico (3.4.1.). Scaldare a 90�C per
15 minuti. Raffreddare, portare a volume con acqua e filtrare su filtro
di carta (3.17.). Il filtrato, puo' essere utilizzato il giorno seguente se
conservato in frigorifero.

5.3. Ossidazione del campione.
Porre in un matraccio da 20 ml un’aliquota del filtrato, eventual-

mente diluito con acqua, contenente da 5 a 10�g di vitamina B1 e por-
tare il volume a 10 ml con acqua; aggiungere 5 ml di reattivo ossidante
(3.7.), agitare per 60 secondi esatti, aggiungere 1 ml di acido ortofosfo-
rico (3.9.) mescolare e portare a volume con acqua.

5.4. Purificazione del campione.
Attivare la cartuccia SPE (3.18.) facendo passare 2 ml di meta-

nolo (3.12.), seguiti da 2 ml di acqua (3.2.). Far passare attraverso la
cartuccia 5 ml di soluzione preparata come in (5.3.), lavare la cartuc-
cia con 3 ml di soluzione di lavaggio (3.13.) scartando l’eluato ed evi-
tando di mandare a secco la cartuccia. Eluire il tiocromo con 5 ml di
metanolo (3.12.), raccogliere l’eluato in un matraccio da 5 ml e portare
a volume con metanolo.

6. Preparazione delle soluzioni di taratura.

6.1. Preparazione delle soluzioni standard di lavoro: porre 1 ml
della soluzione standard stock (3.15.1.) in un matraccio da 100 ml e
portare a volume con acqua, da questa soluzione preparare le solu-
zioni standard di lavoro aventi concentrazioni comprese tra 0,5 e
2,5�g/ml.

6.2. Ossidazione.

Porre 5 ml di ciascuna soluzione standard di lavoro (6.1.) in un
matraccio da 20 ml, aggiungere 5 ml di acqua e 5 ml di reattivo ossi-
dante (3.7.), agitare per 60 secondi esatti, aggiungere 1 ml di acido
ortofosforico (3.9.) mescolare e portare a volume.

6.3. Purificazione.
Per ciascuna soluzione standard di lavoro procedere come al

punto (5.4.).

7. Cromatografia.

Iniettare 50�l delle soluzioni come preparate in (5.4.) e (6.3.) nel
cromatografo, alle seguenti condizioni di lavoro: temperatura della
colonna: ambiente; velocita' di flusso della fase mobile: 0,6 ml/min.;
rivelazione fluorimetrica: � di eccitazione: 360 nm, � di emissione:
430 nm.

8. Calcolo dei risultati.

Determinare la concentrazione di vitamina B1 in �g/ml nella
soluzione campione, interpolando sulla curva di taratura,
costruita riportando sulle ascisse i valori delle aree dei picchi cor-
rispondenti alle soluzioni standard e sulle ordinate le relative con-
centrazioni, il valore dell’area del picco della soluzione campione.
Il contenuto di vitamina B1 del campione (C) espresso in mg/kg
si ottiene tenendo conto delle diluizioni effettuate in base alla
seguente formula:

C (mg/kg) = c * d/m
dove:

c = contenuto in vitamina B1 (�g/ml) della soluzione campione,
ottenuto per interpolazione

d = fattore di diluizione
m = massa, in grammi, dell’aliquota del campione sottoposta ad

analisi.

9. Risultati statistici di uno studio collaborativo.

EØ stato organizzato uno studio collaborativo (anno 2003) nel
quale 11 laboratori hanno analizzato una premiscela, un mangime
minerale complementare ed un mangime completo (8 laboratori).
Su ogni tipologia di prodotto sono state eseguite 3 determinazioni.

La seguente tabella riporta i risultati ottenuti:
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