
adsorbujúce srážadlo antocyanídných a karot inoidných farbív v smesi 
oxalátu súdneho a zásaditého octanu olovnatého, dávajúca veľmi dobré 
výsledky. 
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Vitamíny vo výžive a ich analytické stanovenie 
DANICA 2UFFOVA 

(Pokračovanie) 

Metóda jodometr ická (titruje sa n/10 jódom) h a d í &a len na stano­
venie čistých preparátov, nie však pre rastl inný a živočíšny materiál , ob­
sahujúci mnoho iných oxydovaiteíných látok. 

Z chemických metód je najrozšírenejšia metóda T i l 1 m a n s o v a , 
k torú pokladáme za konvenčnú. Táto metóda používa na stanovenie 
vitamínu C 2,6-dichlórfenol-indofenol. Indofenolové farbivo redufkujú 
však okrem askorbovej kyseliny aj ysulfhydrilové slúčeminy, tiosulfát, py­
ridinové slúčeininy, redukovaná forma nikotínovej kyseliny a riboflavínu 
at ď. Aj anorganické ferro- a ferri- slúčeniny interferujú &o stanovením. 
V pive, slade, droždí a inde našli organické redukujúce látky, 'ktoré re­
agujú celkoni rovnako s indofenolom ako askorbová kyselina. Väčšinou 
sú to cukorné deriváty, k t o r é vznikly účinkom alkálií. Označujeme ich 
ako reduktóny. 

P r i tejto reakcii sa vit. C oxyduje a 2,6-dichlórfenol-indoifenol redu­
kuje t a k t o : 
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Určité množstvo askorbovej kyseliny v roztoku, najmä k e ď dlhšie 
stojí, prejde ma clehydrolkyselinu. Aby sme aj toito množstvo mohli sta­
noviť, t reba uskutočniť «najskôr redukciu, obyčajne sírovodíkom :pri p H 
4 — 7 , s nasledujúcim odstránením jeho p r e b y t k u p r e h á ň a n í m iner tného 
plynu cez roztok. Rozdiel stanovení p r e d a po redukci i udáva množstvo 
dehydriolkyseliiny. Stanovenie po redukci i udáva celkové množstvo biolo 
gicky účinnej askorbovej kyseliny. P r i stanovení vit. C v čerstvom rast 
l innom miateriáli môžeme redukciu zanedbať pre n e p a t r n é množstvo de-
hydroaiskorbovej kyseliny (jej množstvo s túpa až pr i spracovaní alebo 
uskladnení). Autor i K i n g a S in i t h e úplne zavrhujú použitie reduk­
cie. Udávajú, že niektoré v ex t rak te p r í t o m n é látky, ako sú aldehydy, 
ketóny a chinóny, dávajú so s írovodíkom slúčeniny, reagujúce podobne 
ako vitauiín C. Čerstvý mater iá l musí sa hneď extrahovať organickými 
kyselinami, ako je octová, tr iohlóroctová, oxalová a iné, aby sa snížily 
straty vit. C. Je pr ípustné z anorganických kyselín použiť i kys. meta-
fosforečnú. Aj t i tráciu musíme uskutočniť ihneď, keďže státím vo vod­
nom roztoku, i keď je kyslý, vit. C sa oxyduje. Mieru tejto oxydácie 
sme isi overili itýmto pokusom: 

Pr ipravi l i sme citrónový výluh v octovej kyseline a sledovali' sme 
klesanie obsahu vit. C vždy po 24 hod.: 

v čerstvých plodoch 54,77 mg/100 g 

po jeclnoui dni 42,39 mg/100 g 

po 2 dňoch 26,71 mg/100 g 

po 3 dňoch 8,72 mg/100 g 

po 4 dňoch 1,77 mg/100 g 

Citlivosť 2,6-dichlÓTfenoLindofenoilovej metódy je uspokojivo dobrá . 
V niekítorých iprípaidoch je však jej použitie obmedzené, alebo sa musí 
pracovný postup upraviť. J e to u farebných roztolkov červených čerešní, 
jahôd, malín, cvikly, červenej kapusty a i. 
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Pre tieto roztoky vypracoval Bessey (1948) koloirimetrijckú metódu, 
založenú na stanovení nadbytku indofenolu. Postupuje taik, že k fareb­
nému roztoku pridá známe, ale prebytočné množstvo 2,6-dichlórfenol-
indofenolu, ktoré sa potom vytrepe do xylénu, alebo iného organického 
rozpúšťadla a stanoví sa /kolorimetricky. Metóda je založená na skutoč­
nosti, že prirodzené farbivo rastlinného materiálu okrem karotínu ostá­
va vo vodnej vrstve a len 2,6-dichlór-fenol-indofenol prejde do extra-
hovadila. Ani v tomto prípade sa však nevyhneme vplyvu reduktónov. 

M a p e o n (1943) odporúčal metódu, pri ktorej oddeľuje reduktóny 
od askorbovej kyseliny pomocou formaldehydu. Princíp je založený na 
kondenzácii askorbovej kyseliny e formaldehydom. Tento autor tvrdí, 
že nenašiel látky reduktónového typu ani v čerstvom rastlinnom mate-
riáli ani v pokrmoch, varených pri miernej teplote, ak pH neprekročilo 
8.5. 

R o b i n s o n a S t o č zistili rušivý účinok reduktónov v potra­
vinárskych výrobkoch len ak boly vystavené vysokej teplote alebo dlho 
dobému uskladneniu. Pravda, kým nie je známa presná povaha reduktó 
nov u rôznych druhov potravín, formaldehydová metóda nemôže sa uvá­
dzať ako všeobecná metóda na stanovenie vitamínu C vedľa reduktónov. 
Dosiaľ sa osvedčila len pri niektorých druhoch rastlinného materiálu. 
Často sa stáva, že látky reduktónového typu, napr. aj hydrochinón, re 
aguje s formaldehydom rovnako ako askorbová kyselina (brusnice). V 
týchto prípadoch môžeme pozorovať zaujímavý zjav, ako by obs>ah vita­
mínu C uskladnením stúpal. 

Iné metódy vypracovali Reo, Mills, D arm on a Oesterling, ktoirí sta­
novujú vedľa seba askorbovú kyselinu, dehydroaskorbovú kyselinu a 
diketogulónovú kyselinu. Metóda je zaloižená na tomto princípe: Diketo 
gulónová kyselina je druhým oxydaôným stupňom askorbovej kyseliny 
a nie je redukovateľná sírovodíkom. Kopuluje sa však s dinitrofenylhy-
drazínom. Dehydroasikorbová kyselina sa redukuje sírovodíkom a askor­
bová kyselina sa s dinitrofenylhydrazínom nesráža, len po oxydácii bró­
mom na diketogulónovú. 

Tento postup má poukázať na najužšiu možnú súvislosť medzi jed­
notlivými oxydačnýimi stupňami vitamínu C. Kyselina diketogulónová ne 
má biologický účinok 

Táto metóda by mala určitú prednosť, keďže dáva možnosť kontro­
lovať zmeny obsahu askorbovej kyseliny v čerstvých produktoch, kon­
zervách a za uskladnenia, lebo súčet jednotlivých oxydačných produktov 
s askorbovou kyselinou by mal byť konštantný a mal by sa meniť len 
pomer jednotlivých složiek s postupom oxydácie. Avšak kým hodnoty 
vitamínu C, nájdené metódou Tillmansovou, s časom uskladnenia klesajú 
(čo je v súhlase s jeho extrémnou citlivosťou voči vzdušnému kyslíku 
vo vodnom roztoku), hodnoty, nájdené metódou dinitrofenylhydrazíno 
vou, buď ostávajú konštantné alebo s časom uskladnenia stúpajú. Tak 
nájdeme v tabuľke: 
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Druh % askorbovej kys. % d. а. к. % d. g. k. súčet 

broccoli 
čerstvé plody 
mrazené 

paradajky 
čerstvé plody 
konzervované 
konzervované 
sušené 
šťava 

špenát 
čerstvý 
konzervovaný 

84,5 
105,0 

5,75 
11,0 
17,0 

1,23 
8,0 

26,0 
17,6 

10,5 
7,3 

1,9 
0,7 

28,0 
10,0 

2,9 
1,9 

3,5 
1,0 

0,6 
— 
— 

12,3 
6,0 

— 
0,5 

98,5 
113,3 

8,25 
11,7 
17,0 
41,53 
24,0 

28,9 
20 

Celkový súčet by sa pri tejto metóde nemal meniť a rozhodne by 
nemal stúpať. Tu však vidíme stúpanie obsahu samej askorbovej kyseliny 
počas mrazenia, respektíve po ňom. 

Nedostatok vitamínu C zapríčiňuje v organizme značné poruchy. 
Dnes sa pociťuje viac-menej len n a jar a prejavuje sa pocitom malátnost i 
a únavy ako takzvaná jarná únava. 

Organizmus, pri k t o r o m nie je dostatočne postaráme o dodávanie 
vitamínu C, je málo odolný voči chorobám. 

Rozoznávame t r i druhy hypovitaminózy: 
1. exogénneho pôvodu, kde stravaí neobsahuje nijaké alebo len mi­

nimálne množstvo askorbovej kyseliny; 
2. endogénneho pôvoidu, k d e sa kladie zvýšená požiadavka na prí­

vod vitamínu C pre chorobný stav, telesný vzrast, vysoký vek, ťažkú 
telesnú p r á c u ; 

3. enterogenmého pôvodu, k d e veľké kvantá vitamínu C, podaného 
organizmu, hynú pre chybnú reisorpciu alebo pôsobením patologickej 
flóry bakter iá lnej zažívacieho t r a k t u . 

Keďže ľudský organizmus nie je schopný syntetizovať vitamín C, 
celá spotreba musí sa dodať v potravinách, zvlášť zeleninou a ovocím 
v čerstvom stave. Táto spotreba je u pr iemerného človeka 50 až 60 mg 
denne. 

Z týchto čísel vidíme, že vitamín C je vlastne p o t r a v o u ľudského 
organizmu a jeho minimálna potreba je 100 až t i s íckrát väčšia než u 
iných vitamínov. Treba zdôrazniť, že vi tamín C sa má dodávať ľudské 
mu organizmu v prvom rade v podobe čerstvého ovocia a zeleniny a len 
alk to chorobný stav organizmu vyžaduje, podávať syntet ický vitamín. 
Totiž vitamín C v rast l inách prináša so sebou aktivátor, k t o r ý ho robí 
fyziologicky účinným a k t o r ý syntetický vitamín neobsahuje. 

Skupina B — vitamínov. 

Do skupiny vo vode rozpustných vitamínov patr ia ďalej v i t a m i 
n y s k u p i n y B. Z nich sa b u d e m e v ďalšom zaoberať len vi tamínom 
Bj, t iamínom čiže aneur ínom. 
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Vitamín Bi vyskytuje sa v mnohých druhoch produktov rastl inného 
i živočíšneho mater iá lu. Zvlášť bohatým zdrojom je zelený hrášok a bôb. 
V hojnom .množstve je aj v obilných kl íčkoch a kvasniciach. 

Niektoré mikrooirganizmy sú schopné syntetizovať aneurín, napr. 
istý druh baktér i í v zažívacom t r a k t e potkanov. 

V živočíšnom organizme sa tiamín vyskytuje prevažne v pečeni, 
v obličkách a v h ladkom svalstve. 

Keďže je •vitamín B 1 rozpustný vo vode, izoluje sa z ryže alebo kvas­
nic s tudenou vodou, okyslemou minerálnou kyselinou na p H asi 4,5. 
Z vodného roztoku sa vitamín adsorbuje na aktívnom uhlí pr i p H 6,5; 
za týchto podmienok súčasne pr í tomný riboflavin zostáva v roztoku. 
Z aktívneho uhlia sa extrahuje zriedenými kyselinami. P r i tomto po­
stupe sa veľa aneurínu stráca. Ak však použijeme na extrakciu roztoky 
chinínových solí alebo solí iných organických báz, získa sa asi päťnáso­
bok, t. j . 9 0 % celkového vitamínu. 

Riboflavin môžeme oddeliť od 'tiamínu aj srážaním neutrá lneho ale 
bo slabo alkalického roztoku octanom olovnatým, pričom aneurín zo­
stáva v roztoku. Najčastejšie sa získaný vitamín B x prevádzia na hydro-
chlorid (bežne predajný), k torý je veľmi dobre rozpustný vo voide a v 
alkohoile, nerozpustný v chloroforme, étere, benzéne a acetóne. Opticky 
je inaktívny. Kryštalizuje z alkoholických roztokov ako semiihydrát. Voľ­
ná báza sa dá získať účinkom kysličníka striebra z chlórhydrátu. Kiryštal-
čeky vitamínu Bi, ako aj roztok, majú slabú vôňu kvasnic. 

Spektrum v ultrafialovom svetle pri p H 7 má dve čiary p r i 235 a 
267 mil imikrónoch, kým p r i p H 5,5 len 1 medzi 245 a 247 milimikró-
noch vlnovej dĺžky. Z toho vidíme, že spektrum aneurínu je funkciou 
koncentrácie vodíkových iónov. Toto je zavinené pyrimidínovým k r u 
honí v molekule . 

Vitamín Вт je celkom stály v silne kyslom prostredí . Čistý aneurín-
hydr o chlorid vo vodnom roztoku pr i p H 3,5 môže byť zahrievaný až na 
120° bez rozkladu. V neutrá lnom alebo v allkalidkom prostredí je veľmi 
citlivý voči teplote. Jeho antineuri t ická účinnosť sa varením potravín 
len málo ničí. To sa vysvetľuje tým, že viazaný aneurín nie je taký citli­
vý ako voľný. 

I n a k vitamín B x je rovnako citlivý na oxydáciu i redukciu. Slabou 
ox\ dáciou sa tvorí t iochróni, miernou redukciou prechádza na dihydro-
formu. 

Priemyselne sa získava buď úplnou syntézou alebo z pr i rodzených 
prameňov^ čo je síce drahšie, ale priemyselne sa ešte prevádza. 

Prvá syntéza aneur ínu sa uskutočnila kondenzáciou 4-metyl-5-beta-
oxy-etyl-tiazolu a 2-metyl-4-amino-5-brómmetyl-pyrimidínn. 

Vznik t iamínu v rast l innom organizme nie je známy. Súdi sa, že tia 
zolový kruh v molekule vitamínu B x vzniká fermemtáciou ß-amino-
ß-propionovej kyseliny, k torá môže vzniknúť z metyonínu, acetaldehydu 
a amoniaku. Kvasnice majú schodnosť previesť derivát aminopropiónovej 
kyseliny tiazolu n a 4 metyl-5-tiazol vi tamínu B l e 
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Rastliny, rastúce v tme, majú malý obsah tiamínu. Učinkom svetla 
jeho obsah značne stúpa. Všetky vyššie rastliny sú schopné syntetizovať 
tiamín (paradajky vo výhonkoch). 

Oxy dáciou prechádza vitamín Bx na tiochróm, žltú látku intenzívne 
modrej fluorescencie. Vzniká aj státím z vitamínu Bi v alkoholickom 
roztoku pri obyčajnej teplote, ale až po niekoľkých mesiacoch. Pri pH 
2 vzniká málo tiochrómu, pri pH 7 je oxydácia veľmi rýchla. Vzniká aj 
účinkom manganistanu draselného alebo oxydov mangánu, potom oxy­
dáciou alkalických roztokov ferrikyanidom draselným, peroxidom vodí 
ka a podobne. Rovnakú látku izoloval Kuhn z kvasnic. 

Absorpčné spektrum tiochrómu je pri vlnovej dĺžke 358 a 375. Me­
chanizmus oxydácie aneurínu nie je presne známy. Je pravdepodobné, 
že vzniká najprv medziprodukt. 

Synteticky pripravili veľa slúčenín málo odlišnej štruktúry ako má 
vitamín Вт Len jedna z nich je biologicky účinná, aj to len vo väčších 
dávkach. Je to 6-metyl derivát. 

Nedost a tok vitamínu BT v organizme sa prejavuje nechuťou k jedlu, 
únavou, nervozitou a klopaním srdca. U potkanov vyvoláva aj sinusbra 
dykardiu, prejavujúcu sa snížením tepu až na polovicu normálu. 

Metódy na stanovenie tiamínu sú chemické, biochemické, biologic­
ké a fyzikálne. Najmodernejšia je metóda polarografická. Zakladá sa na 
katodickej redukcii vitamínu pri pH 7,35 v prostredí fosfátového regu­
látora. Vylučovanie sa začína od — 1,6 V, pH musí sa presne dodržať, le­
bo výška vlny závisí aj od koncentrácie vodíkových iónov v roztoku. Pri 
pH 8.3 je vlna aneurínu približne 100-krát menšia. Chemické metódy 
sú založené väčšinou na oxydácii vitamínu na tiochróm a nasleduj ú com 
meraní intenzity fluorescencie. Najbežnejšia je metóda Jansenova. Ane­
urin sia oxyduie ferri-kyaniďom v alkalickom prostredí n;a tiochróim, kto 
rý sa extrahuje do izobuitylalk obolu za vzniku modrej fluorescencie. In 
tenzita fluorescencie sa stanoví buď kolorimetricky, t. j . v predchádza 
júcom svetle, alebo fluorimetricky, t. j . v odrazenou! svetle. 

Oxydácia sa prevádza pri pH 10. Intenzita fluorescencie je funk, 
ciou konceniťrácie vodíkových iónov v roztoku a množstva prítomného 
tiochrómu. Prebytok ferrikyanidu rýchlo rozrušuje vzniknutý tiochróm 
rovnako ako pôsobenie svetla. Treba však poznamenať, že len voľný vi­
tamín možno stanoviť touto metódou. Lebo len z voľného vitamínu oxy­
dáciou vzniknutý tiochróm možno extrahovať organickými rozpúšťadla­
mi. V prípade, že aneurín je viazaný na látky cukornej povahy, musíme 
porušiť väzbu pomocou taka-diastázy. Niekedy modrá fluorescencia ane 
urínu je rôzne zafarbená, čo je zapríčinené prítomnosťou iných fluores­
kujúcich látok. Toto naipr. vidíme pri zelenom hrášku. Pri priamej oxy 
dáci výluhu alkalickým ferrikyanidom vznikne pomarančovočervená flu­
orescencia; keď však najprv uskutočníme extrakciu izobutanolom a len 
potom oxydujeme vodnú vrstvu, vystúpi v ultrafialovom svetle typická 
modrá fluorescencia tiochrómu. 

Pre vysokofarebný materiál sa veľmi dobre hodí ako extrahovadlo 
s m es kyseliny soľnej a acetónu a vy čer en i e roztoku sa prevedie pomocou 
celitového filtru. 

375 



K i n m e г s 1 e y a P e t t e r s vypracovali kolor imetr ickú melódii. 
J e založená na účinku diazo-benzén-sulfonovej kyseliny na vitamín B t , 
k torý s formaldehydom dáva červené zafarbenie. Keďže touto reakciou 
je a t a k o v a n á 4-aniino-ekupiiia pyr imidínového jadra, je zrejmé, že vita 
mín s blokovanou amino-skupinou alebo tiochiróm nebude dávať túto 
reakciu. Táto metódla sa dá aplikovať len na veľmi čisté roztoky vitamí­
nu. Prí tomnosť redukujúcich látoik interferuje s farbou, vzniknutou z 
aneurínu. 

P r e b 1 u d a a M c C o 1 1 u m n vypracovali inú koloirimetrickú me­
tódu. Diazoťovarný p-amino-acet-anilid, p-amino-aceto-ienón alebo metyl-
p-aimino-taceto-feínón dávajú s t iamínom červené fairbivo, specifické pre 
vitamín Bi, k t o r é sa dá extrahovať organiokými roizpúšťadlaimi, ako je 
xylén, acetón, izobutanol a iné. Citlivoisť reakcie s túpa v pr í tomnost i fe­
nolu alebo etanolu, pr ípadne oboeh. 

W i 11 s t e a d t navrhuje použiť 2,4 dáchlór-benzén-idiaizónium-chlo 
rid s nasledujúcou extrakciou vzniknutého ži to červeného farbiva éterom 
a oddelením vedľajších p r o d u k t o v adsorpciou na hydroxyde vápenatom. 
Táto metóda bola upravená pre rýchle stanovenie s diazotovanou sulfa -
nilovou kyselinou p r e d a po pr idaní ferrikyanidu. Rozdiel medzi nájde­
nými hodnotami udáva množstvo vitamínu B x . Aj fosfoirjdeirivat aneurí­
nu dáva zafarbenie, ale toto farbivo sa n e d á extrahovať organickými 
rozpúšťadlami. 

Gravimetr ické stanovenie je založené na vzniku pomarančovočerve 
nej israzeniny, vzniknutej reakciou s vizmut^kálium-jodiidom. 

Vitamín Bj nie je toxiclký ani v množstvách niekoľko tis íckrát väč 
ších než je normálna denná dávka. Hypervitaiminózu vitamínom B t do 
siaľ nepozorovali. Množstvo aneurínu, p o t r e b n é pre ľudský organizmus, 
nie je k o n š t a n t n é , ale je funkciou uhradene j potravy, intenzity m e t a b o 
lizmu, vonkajšej teploty a iných okolností. Strávené uhľohydráty zvyšu­
jú a tuky snižujú množstvo vitamínu B 2 , pot rebného pre organizmus, 
kým prote iny ho neovplyvňujú. 

Z uvedeného vidíme, že je veľmi ťažko určiť dennú dávku aneurí­
nu pre človeka. P r i e m e r n e sa pohybuje od 1 do 2,5 mg. Každý živočíšny 
organizmus potrebuje, aby sa mu vitamín dodával v potrave. Výnimku 
tvoria len ovce a hovädzí dobytok, keďže vzniká syntézou b aktéri aimi 
v ich zažívacom t rakte . 

Vitamíny, o k torých bola až dosiaľ reč, vyznačujú sa ľahkou roz 
pustnoisťou vo vode a označujeme ich aj ako „vitamíny vo vode rozpust 
n é . " 

(Dokončenie v budúcom čísle). 
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