Stanovenie vitaminu C vo farebnych roztokoch

DANICA ZUFFOVA

Na stanovenie vitaminu C pouZiva sa bezne metéda Tillmansova,
pracujica s 2,6 - dichlérfenolindofenolom. Ako sa uz viac raz spomenulo,
je to metéda konvenéna. Stanovenie sa prevadza v kyslom prostredi a
titruje sa do ruZzového zafarbenia, o je prifinou, predo sa nehodi tento
spdsob stanovenia ma titriciu kyseliny askorbovej v roztokoch, zfarbe-
nych prirodzenymi farbivami typu antocyanového a karotinoidného.

Roku 1948 Bessey vypracoval metédu kolorimetrickd, zaloZemii na
stanoveni madbytku 2,6 . dichlérfenolindofenolu. K farebnému roztoku,
obsahujiicemu vitamin C, prididva znime, ale prebytoéné mnozstvo 2,6
‘dichlérfenolindofenclu, ktoré extrahuje xylénom a stanovi ho kolori.
metricky. Podstatou metédy je skutofnost, Ze prirodzené rastlinné far-
bivo, a% na karotinoidné, nerozptita sa v organickych rozpistadlach a
ostdva vo vodnej vrstve, kym 2,6 - dichlérfenolindofenol prejde do vy-
trepavacieho roztoku.

Uvedena metéda dava viak skreslené vysledky; predlzuie reakény
¢as, ¢im umoZhuje oxydaciu mielen samotného vitaminu C a Tahko oxy-
dovatelnych sulfhydrilovych latok, ale aj inych redukujicich latok, kto-
ré sa vidy vyskytuju vo farebnych roztokoch, a to latok nielen typu an.
tocyanového, ale i karotinoidného, antracénového, antrachinémového a
naftochinénového.

Pokusmi sa ukazalo, %e farechné extrakty antocyanov, dokonale
zhavené lahko oxydovatelnej askorbovej kyvselinv a sulfhydrilovych la-
tok prehananim vzduchu cez zahriaty roztok, vykazovaly pri xylénovej
extrakeil vZdy urciti spotrebu 2,6 . dichlérfenolindofenolu.

Tieto vysledky som overila na ¢éutoriedkach, plodoch i vyrobkoch
z nich, na €ervenom vine, na &iernom hrozne a zvlast dékladne na ex-
trakte z Cervenej kapusty.

Tak sa zistila spotreba 2,6 - dichlérfenclindofenolu:

1. na 10 cem extraktu cervenej kapusty 0,40 ce
> > 035

2. na 20 cecm extraktu Cervenej kapusty 0,75 ce
> 0,20

3. na 30 ccm extraktu Cervenej kapusty 095 ce
> 0,25

4. na 40 ccm extraktu éervenej kapusty ce
> 0,35

5. na 50 cem extraktu éervenej kapusty 1.55 ce

Priemerna spotreba na 10 ccm extraktu je teda 0,30/10 cc. K tomu
istému extraktu sa potom pridal vitamin C v mnozstve 0,0220 g/250 ccm.
Pomocou najdenej priemernej korekcie nasla som tieto hodnoty askorbo-
ve] kyseliny:
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ccm cecm g askorbovej kyseliny v 250 cem
vitaminové- 2,6 - dichlor.

ho extraktu fenolindofenolu s korekeciou Bessey-metéda
10 cc 2,15 0,0236 0,0330
20 cc 4,20 0,0231 0,0294
30 cc 5,70 0,0208 0,0261
40 cc 7,10 0,0195 0,0254
50 cc 10,60 0,0230 0,028

Priemerny rozdiel javi sa teda * 0,002 g, t. j. + 9%, kym podla
Besseyho metody sa pohybuje od 0.003 do 0,011 g, o znamena od 13,6
do 50% a tak predstiera vysSiu hladinu vitaminu C neZ roztok v sku.
tocnosti ma.

AvZak ani navrhovani metéda s pouZitim korekcie nevyhovuje pre
jej zdihavost. Bolo by treba totiz vZdy previest aj slepy pokus prehana-
nim vzduchu céz roztok a ani sama extrakcia nie je prave najrychlejsim
sposobom stanovenia askorbovej kyseliny. ‘

V porovnani k uvedenému treba pokladat starSiu metédu za sprav-
nejiiu, pretoze hlfada to najmensie mnoZstvo indofenolu, potrebné mna
oxydaciu vit. C. Pracevny postup sa vedie tak; Ze k alikvotnému dielu
farebnéhe extraktu pridivame zname, ale malé mnoZstva indofenolu,
ktoré extrahujeme do chloroformu a hfadime to mnoZstvo indofenolu,
ktoré sfarbi chloroformovi vrstvu celkom slabo ruzZovo.

Aviak obe metédy zlyhaja, ak pracujeme s extraktmi plodov, oh-
sahujucich karotincidné farbivo. Karotinoidy extrahuji sa totiZz z vod.
nych roztokov organickymi rozpuitadlami. Z uvedeného dévodu treba
farebny extrakt eSte pred pridanim 2,6 - dichlérfenolindofenolu extra-
hovat organickymi rozpastadlami.

KedZe spominand metéda mdZe u extraktov rastlinného farebného
materidlu spdsobif pomerne velké chyby, bolo potrebné najst iny, vhod.
nejsi pracovny postup.

Chomiitova vypracovala metédu na principe adsorpcie farbiva do
srazeniny, vzniknutej v roztoku. Metéda je zaloZema ma sraZani niekto-
rych redukujicich litok a odfarbeni rastlinného extraktu solami siramu
cino¢natého a hydroxydu barnatého s nasledujicou oxydaciou siranom
zelezitoaménnym. Pracovny postup podla spomenutej autorky je tento:
rastinny material (10 g) sa extrahuje 1,5% kyselinou octovou a doplni
sa na 100 ccm, sfiltruje a k 5 cecm filtratu sa pridd najprv 2 cc 20%
ZnSO, a potom 10 — 15 cem 5% Ba (OH),. Reakéna smes sa premiesa
a centrifuguje. Tym sa z roztoku odstrania takmer okamZite proteiny,
pigmenty a redukujice latky. Z &istého filtratu sa odstrani nadbytok Ba™
ibnov 6% kyselinou sirovou. znovu sa centrifuguie a po pridani 1 ccim
10% roztoku jodidu draselného a 0.5 cc 1% Zkrobu sa titruje roztokom
siranu Zelezitoaménneho (548 ¢ Fe(SO,), NH, na 1 lit. vody, 2.5 cc
kyseliny «dusiénej a 2 — 3 kvapky 0,01 n KMnO,). Titer tohto roztoku
je 1,05 cem/1 mg askorbovej kyseliny. Ako autorka udava, najdené hod-
noty pri znamom mnoZstve askorbovej kyseliny stihlasia na 86 -— 97%.
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Hned pri porovnani pridaného mnozZstva ZnSO, a hydroxydu bar-
natého maskytne sa otazka, ¢i znaény nadbytok Ba(OH),, ktory treba
z roztoku odstranit kyselinou sirovou, nebude reagovat s askorbovou
kyselinou tak, Ze jej mnoZstvo nie je moZné stanovif Tillmansovou me.
tédou. Z toho ddvodu bola prepoclitana rovnica: .

ZnSO, + Ba (OH),.8H,0 = BaSO, + Zn (OH).
Z nej vyplyva, Ze teoretické mnozstvo Ba (OH),, potrebné do tejto re-
akcie, je 8,8 cc 5% roztoku. Tento teoreticky vypoéet bol podrobeny

praktickym skiskam na askorbovej kyseline v prostredi 2% octovej ky-
seliny. Najdené hodnoty st v nasledujiicej tabulke (1).

Tabulka é. 1.

mg % ask. kys.
20% ZnSO, 5% Ba (OH). najdené pridané
2 cc 15 ce 21,48 100,0
2 ce 15 cc 21,48 100,0
2 cc 12 cc 60,96 100,0
2 cc 12 ce 59,30 100,0
2 cc 10 cc 52,24 100,0
2 cc 10 cc 50,46 100,0
2 cc 10 cc 50,46 100,0
2 cc 8 cc 100,16 100,0
2 cc 8 cc 99,62 100,0
2 cc 8 cc 99,62 100,0

Praktické pokusy teda len poukazuji, ze Chomutova pouzivala vel.
ky nadbytok hydroxydu barnatého.

Uvedena metéda nejavi sa viak ako prilii likava pre zdihavy pra-
covny postup, sprevadzany filtraciami a centrifugovanim.

Po rviprave je sraZajiica metéda pomerne rychla a presna.

Upraveny pracovny postup je tento:

K alikvotnému podielu rastlinného extraktu sa pridaji 2 ccm ZnSO,
(20%) a 8 ccm 5% Ba (OH), a doplni sa ma wuréity objem destilo-
vanou vodou. Roztok sa premieSa a hned sfiltruje. Z filtratu odobrany
podiel sa zriedi 2% kyselinou octovou a po pridani nasyteného roztoku
oxaldtu sédneho sa titruje 2,6 - dichlérfenolindofenolom do ruzového
sfarbenia.

Slepy pokus bez pridania askorbovej kyseliny neddva mijakd spotre:
bu 2,6 - dichlérfenolindofenolu.

Metéda bola overend na najtypickejich a najintenzivnejsich pred-
staviteloch antocyanovych a karotinoidnych farbiv a ako z tabulky &. 2
vidiet, dava velmi dobré vysledky.
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Tabulka 9.

. . - 2 s 7 i 0
iy Plod Pridany vit. C| Najdeny vit. ¢ |, TE%

antocyanidné Cerv. kapusta 50 mg/100 cc 49,97 mg/100 cc 99,94
50 mg/100 cc 50,09 mg/100 cc | 100,17
50 mg/100 cc 49,94 mg/100 cc 99,87
50 mg/100 cc 50,35 mg/100 cc | 100,7

antocyanidné | &ierne hrozno 50 mg/100 cc 49,88 mg/100 cc 99,95
50 mg/100 cc 50,23 mg/100 cc | 100,45
50 mg/100 cc 49,88 mg/100 cc 99,95
50 mg/100 cc 50,23 mg/100 cc | 100,45

antocyanidné cvikla 50 mg/100 cc 49,88 mg/100 cc 99,95
50 mg/100 cc 49,90 mg/100 cc 99,80
50 mg/100 cc 49,92 mg/100 cc 99,83
50 mg/100 cc 50,23 mg/100 cc | 100,45

karotinoidné karotka 50 mg/100 cc 49,88 mg/100 cc 99,95
50 mg/130 cc 50,23 mg/100 cc | 100,45
50 mg/100 cc 49,91 mg/100 cc 99,82
50 mg/100 cc 50,21 mg/100 cc | 100,41

karotinoidné paradajky 50 mg/100 cc 49,95 mg/100 cc 90,91
50 mg/100 cc 50,21 mg/100 cc | 100,41
50 mg/100 cc 49,93 mg/100 cc 99,85
50 mg/100 cc 50,21 mg/100 cc | 100,41

Teraz sa v8ak vyskytla otizka, ako sa budi chovat iné srazeniny.

Pri hladani inych adsorpénych soli holo potrebné si uvedomit, Ze
ako odfarbovaé ¢i adsorbens prirodzeného farbiva neméZe sa pouzit ani
zivolisne uhlie, ani beliaca hlinka, kedZe st praskovité a preto maja na
svojom povrchu zachytené velké mno#stvo vzduchu, & lepSie vzdusného
kyslika, postacujiceho na oxydaciu v roztoku pritomnej askorbovej ky-
seliny.

Pri novych skiSanych srazadlach najprv som skisala ich odfarbova-
ciu schopnost, a to na majintenzivnejie zafarbenom roztoku: Cervenom
vine. Ako zdsadu som pouZila majprv hydroxyd strontmaty, za
hortca nasyteny. Ako kysld sol mozno najlepsie pouZit sirany. Hyd r o-
xyd strontmaty, ktory sa sraZa so:

l. Siranom kademnatym CdSO, Intenzivne Cerveny roz-
tok Cerveného vina uz pridanim samotného roztoku siranu kademnaté-
ho zmeni svoju farbu na jasne jahodovocervenmi. Pridanim roztoku hy.
droxydu strontnatého vznika paperovita srazenina, dobre adsorbujtca
farbivo a dobre filtrovatelna. S oxalatom sédnym v prostredi, ktorého
roztok sa titruje, dava srazeninu, ktora sa méze, ale nemusi odstrarit
z roztoku (jej pritommnost neprekaza titracii).

2. Siranom hlinitym Al,(SO,);: Intenzivne ervemé gzafar-
benie &erveného vina prejde do fialova. Po pridani hydroxydu strontna-
tého nastava vSak okrem adsorpcie aj neutralizacia, ktord sa presavi
tym, Ze okyslenim filtratu zriedenou kyselinou octovou vystiapi pomer-
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ne intenzivme ruzové zafarbenie, ktoré nezmizne ani pridanim nadbytku
oxalitu sédneho. Okrem toho velky nadbytok oxalitu otupi pridani
kyselinu octovil a pri titracii indofenolom, nasledkom nedostatku octo-
vej kyseliny, ostdva modry farebny ton a titracia mie je presna.

3. Siram cinoénaty ZnSO,: Vzniknuta srazenina je velmi
voluminézna, zle sa filtruje a slabo adsorbuje.

5%-ny roztok hydroxydu barnatého sa sra’a so:

l. Siranom kademnatym CdSO,: Vzniknuti srazenina nie
je prili¥ volumindézna, dobre sa filtruje a dobre adsorbuje farbivo. Fil-
trat po okysleni zriedenou kyselinou octovou ma len celkom slaby ru-
zovkasty nadych, ktory pridanim oxalitu s6dneho mizne, hoci roztok
ostava dostatoéne kysly, aby bolo moZné titrovat do ruzového zafarbe-
nia.

2. Siranom hlinitym Al,(SO,);: Srazenina je prili§ volumi
n’zna, zle adsorbuje prirodzené rastlinné farbivo, filtrat ostava inten-
ziv..e zafarbeny.

o vietkych roztokov soli, pouZitych na stamovenie vitaminu C vo
farel . “ch roztokoch antocyanov a karotinoidov, zda sa byt najvhodnej-
31 hyd .zyd strontnaty a siran kademnaty pod'la rovnice:

CdSO, + Sr (OH), = Sr SO, + Cd(OH),.
20% 5%

Zo stechyometrickych pomerov vychadza, Ze na 2 cem 20% CdSO,
musime .pridat 8 cem 5% Sr (OH),. Toto som sa pokiisila overitf ma roz.
tcku chsahujitcom len vitamin C bez farbiva. Miesto pridanych 125.2
mg vit. C na 100 cc roztoku naslo sa len 43.60 a 43.95 mg/100 cem,
t. j. 34,6 a 35,2 mg %. Ked7e ani zmenenymi pomermi obsahu siranu
kademnatéhoe a hydroxydu strontnatého nedosiahly sa lepsie vysledky,
od d'alsieho stanovenia sa upustilo.

Okrem uZ uvedenych srazenin som skuSala pouZitie v potravinar-
skej chémii uZ diavno osvedéeného Geriaceho roztoku, zasaditého octanu
olovnatého.

Askorbova kyselina, rovnako ako Ba™ dava aj s Pb™ soli, ktoré zne-
moznuju jej stanovene. Je to ddvoed, pre ktory olovnaté soli aZ dosial
boly vzdy vylicené pri stanovovani vitaminu C. Velmi vyhodna je vSak
ckolnost, ze octan olovnaty sa sraZza s oxaldtom sédnym. Prave tato sku.
toénost viedla na myslienku, skisif smes oxalatu sédneho a octanu olov-
natého ako adsorbens prircdzeného rastlinného farbiva. Pravda, k roz-
toku treba pridat najprv oxalat sddny v nadbytku a potom len pridavat
roztok octanu olovnatého.

Nasledujica tabulka (3) udava mnoZstvo octanu olovnatého, potreb-
né na dokonali adsorpciu farbiva, bez strat vitaminu C.

Vzniknuta srazenina je velmi voluminézna, dobre filtrovatelna a
vel'mi dobre adsorbuje aj sraza prirodzené rastlinné farbivo. Napr. roztok
éierneho hrozna, ktory sa najtaziie odfarbuje, ostane po odfiltrovani
srazeniny plne bezfarby a je dobre titrovatelny aj bez dalsieho zriede-
nia.
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Tabutka 3.

Roztok vitaminu C, pouZity na stanovenie: 100mg/100 cc; 10 ce—>
100 cec.

MnozZstvo mnoZstvo ; o ; iy
pridany vit C najdeny vit. C
(C‘,Oglr\lna)z (CHQ,CCOC‘?])zpb v mg/100 cc v mg/100 ec
10 10 100 36,7
10 4 100 3838
10 4 160 39,0
20 2 100 99,5
20 2 100 99,2
20 3 100 100,04
20 3 100 99,82

Nami najdeny najvhodnej$i pracovny postup na stanovenie vita-
minu C v roztokoch, sfarbenych prirodzenymi rastlinnymj farbivami,
je potom tento:

K rastlinnému farebnému extraktu priddme najprv 20 cem nasy.
teného roztoku oxalatu sédneho, potom 3 cem roztoku zdsaditéhe octa
nu olovnatého, doplnime po znatku destilovanou vodou a sfiltrujeme.
Z filtratu sa odoberie alikvotny diel, okysli sa 2% kyselinou octovon
a titruje sa n/1000 2,6 - dichlérfenolindofenolom do ruzového zafarbe-
nia.

Metéda bola overena ma niektorych druhoch farebnych rastlinnych
extraktov typu antocyanového a karotinoidného (Tab. 4).

Sadasne sa previedla kontrela polarograficky a ako polarogram (I
a IL.) ukazuje, obsah vitaminu C pred a po sraZani sa velmi dobre sho-
duje.

1
:

33? 39

I

Srazané zds. octanom olovnatym a oxalitom sédnym. I. a II. pred sraZanim,
III. a IV. po sraZanmi.
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Tabufka 4.

antoegaroys | pridang vit. C | najdeny vit. C | mg% ask. kys.

cvikla 100 mg/100 cem 99,87 mg/100 cc 99,87
100,2 mg/100 cc 100,2

99,91 mg/100 cc 99,91

100,2 mg/100 cc 100,2

modry kalerab 100 mg/100 ccm 99,63 mg/100 cc 99,63
100,2 mg/100 cc 100,2

99,72 mg/100 cc 99,72

100,7 mg/100 cc 100,7

maliny 100 mg/100 ccin 99,43 mg/100 cc 99,43
99,61 mg/100 cc 99,61

99,68 mg/100 cc 99,68

100,2 mg/100 cc 100,2
redkovka 12,0 mg/100 cem| 11,97 mg/100 cc 99,77
12,02 mg/100 cc 100,06
100 mg/100 ccm 99,83 mg/100 cc 99,83

100,6 mg/100 cc 100,6
99,74 mg/100 cc 99,74
100,01 mg/100 cc 100,01 L

drienky 100 mg/100 cem 99,79 mg/100 cc 99,79
100,2 mg/100 cc 100,2

99,81 mg/100 cc 99,81

100, mg/100 cc 100,1
Cervena kapusta 69 mg/100 ccm 68,71 mg/100 cc 99,59
69,02 mg/100 cc 100,02
69,02 mg/100 cc 100,062
68,55 mg/100 cc 99,43
68,87 mg/100 cc 99,79

69,18 mg/100 cc 160,2
Cierne Cere$ne 69 mg/100 ccm 68,71 mg/100 cc 99,59
68,71 mg/!00 cc a8 59

100 mg/100 ccm 99,73 mg/it0 ce 99,73

100,0 mg/100 cc 120,00
99,57 mg/100 cc 49,57

99,81 mg/109 cc Q9,81
¢ucoriedky 100 mg/100 ccm 99,82 mg/100 cc 96,82
99,63 mg/100 cc 99,63

99,63 mg/100 cc 99,63

100,3 mg/100 cc 100,3
Cucoriedkovy 12,0 mg/100 cc 11,96 mg/100 cc 99,67
sticcus 12,13 mg/100 cc 101,2
10,8 mg/100 cc 10,76 mg/100 cc 99,63

10,81 mg/100 cc 100,1

¢ierne hrozno 8,75 mg/100 cc 8,81 mg/100 cc 100,7
8,71 mg/130 cc 99,53

8,72 mg/100 cc 99,77

8,77 mg/100 cc 100,2

Cervené vino ) 10,79 mg/100 cc 12,08 mg/100 cc 111,8
) 11,98 mg/100 cc 110,9

Pozndmka: Stanovenie mnie je lahké. Kvasené roztoky sa zle odfarbuji. Filirat
je ruZovkasty. Toto zafarbenie zmizne dostatoénym zriedenim kyselinou octovou a
pulrovanim Na-oxalitom. Tym. Zze sa roztok velmi zriedi, nevidief dobre dotitriva-
nie, preto st najdené hodnoty vysiie.



Tabulka 5.

kafoatggg‘i’jné pridany vit. C najdeny vit. C mg% ask. kys.
karotka 72,5 mg/100 cc 72,3 mg/100 cc 99,73
72,7 mg/100 cc 100,3
72,4 mg/100 cc 99,86
72,5 mg/100 cc 100,0
72,54 mg/100 cc 100,1
71,94 mg/100 cc 99,24
paradajky 67,0 mg/100 ccm | 66,98 mg/100 ccm 99,97
67,16 mg/100 ccm 100,24
66,94 mg/100 ccm 99,91
67,33 mg/100 ccm 100,5
67,12 mg/100 ccm 100,01
66,85 mg/100 ccm 99,78
Sipky 67,0 mg/100 ccm | 66,91 mg/100 ccm 99,84
67,28 mg/100 ccm 100,44
66,97 mg/100 ccm 99,96
67,13 mg/100 ccm 100,01
66,68 mg/lQQ_ccrg_ 99,47
marhule 65,00 mg/100 ccm | 65,15 mg/10Q ccm 100,23
64,86 mg/100 ccm 99,78
64,92 mg/100 ccm 99,88
65,60 mg/100 ccm 100,9
65,18 mg/100 ccm 100,28
64,70 mg/100 ccm 99,54
1 " 14 V.-
42
42 . m__ 44 43 v
y / 20 / 7
~ :// e / ! I
1I.

Srazanie prevedené Zn SO,--Ba(OH): Krivky I, II. a III. pred sriZanim,
IV 'V a VI po sriazani
Stuhrn.
V uvedenej praci sa previedla kontrola kolorimetrickej metédy

Besseyho a stanovila nevyhnutna korekeia na spravnost vysledkov. Sra-
zacia adsorpéna metéda Chomitovej sa upravila a nasle sa nové vhodné
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adsorbujice srazadlo antocyanidnjch a karotinoidnych farbiv v smesi
-oxalitu sédneho a zisaditého octanu olovnatého, davajiica velmi dobré
vysledky.
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Vitaminy vo vyZive a ich analytické stanovenie
DANICA ZUFFOVA
(Pokracovanie)

Metéda jodometricka (titruje sa n/10 jédom) hodi sa len ma stano-
venie Cistych preparatov, nie viak pre rastlinny a ZivoéiSny material, ob-
sahujuci mnoho inych oxydovatelnych latok.

Z chemickych metéd je najroziirenejiia metéda Tillmansova,
ktori pokladime za konvenénii. Tato metéda pouZiva na stanovenie
vitaminu C 2,6-dichlérfenol-indofenol. Indofenolové farbivo redukuju
viak okrem askorbovej kyseliny aj sulfhydrilové slieniny, tiosulfat, py-
ridinové sli¢eniny, redukovana forma mikotinovej kyseliny a riboflavinu
atd. Aj anorganické ferro- a ferri- slideniny interferuji so stamovenim.
V pive, slade, drozdi a inde na3li organické redukujice latky, ktoré re-
aguju -celkom rovmako s indofenolom ako askorbova kyselina. Vié&sinou
st to cukorné derivaty, ktoré vznikly uéinkom alkalii. Oznaéujeme ich
ako reduktémly.

Pri tejto reakeii sa vit. C oxyduje a 2,6-dichlérfenol-indofenol redu-
kuje takto:
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