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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Uréité mnozstvo askorbovej kyseliny v roztoku, najma ked dlhsie
stuji, prejde ma dehydrokyselinu. Aby sme aj toto mnoZstvo mohli sta.
novit, treba uskutoénif majskér redukeciu, obyéajne sirovodikom pri pH
4-—7, s nasledujicim cdstranenim jeho prebytku prehafianim inertného
plynu cez roztok. Rozdiel stanoveni pred a po redukeii uddva mnozstvo
dehydrokyseliny. Stanovenie po redukcii udiva celkové mmoZstvo biolo-
gicky ticinnej askorbovej kyseliny. Pri stanoveni vit. C v Zerstvom rast-
linnom materiali méZeme redukciu zanedbaf pre nepatrmé mnoZstvo de-
hydroaskorbovej kyseliny (jej mnoZstvo stipa aZ pri spracovami alebo
uskladneni). Autori King a Smithe dplne zavrhuja pouzitie reduk-
cie. Udavaju, ze niektoré v extrakte pritommé latky, ako su aldehydy,
ketény a chindény, davaju so sirovodikom sliéeniny, reagujiuce podobne
ake vitamin C. Cerstvy material musi sa hmed extrahovat orgamickymi
kyselinami, ako je octova, trichléroctova, oxalova a iné, aby sa snizily
straty vit. C. Je pripustné z anorganickych kyselin pouzit i kys. meta-
fosforeénii. Aj titriciu musime uckutoénit ihned, kedze statim vo vod-
nom roztoku, i ked je kysly, vit. C sa oxyduje. Mieru tejto oxydacie
sme si overili tymto pokusom:

Pripravili sme citrénovy vyluh v octovej kyseline a sledovali sme
kklesanie obsahu vit. C vidy po 24 hod.:

v Cerstvych plodoch 54,77 mg/100 g
po jednom dni 42,39 mg/100 g
po 2 ditoch 26,71 mg/100 g
po 3 dioch 8,72 mg/100 ¢
po 4 dioch 1,77 mg/100 g

Citlivost 2,6-dichlérfenol.indofenolovej metédy je uspokojivo dobra.
V niektorych pripadoch je viak jej pouZitie obmedzené, alebo sa musi
pracovmy postup upravit. Je to u farebnych roztokov cervenych Eeresni,
jahéd, malin, cvikly, Cervenej kapusty a i.
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Pre tieto roztoky vypracoval Bessey (1948) kolorimetricki metédu,
zaloZenii na stanoveni nadbytku indofenolu. Postupuje tak, Ze k fareb-
nému roztoku pridd znime, ale prebytotné mnozstve 2,6-dichlérfenol-
indofenolu, ktoré sa potom vytrepe do xylénu alebo iného orgamického
rozpustadla a stanovi sa kolorimetricky. Metéda je zaloZeni na skutoé-
nosti, Zze prirodzené farbivo rastlinného materidlu okrem karotinu osta-
va vo vodnej vrstve a len 2,6-dichlor-femol-indofenol prejde do extra-
hovadla. Ani v tomto pripade sa viak nevyhmeme vplyvu redukténov.

M apson (1943) odporiadal metédu, pri ktorej oddeluje reduktény
od askorbovej kyseliny pomocou formaldehydu. Princip je zaloZeny na
kondenzacii askorbovej kyseliny s formaldehydom. Temto autor tvrdi,
ze nenasiel latky reduktémového typu ami v Cerstvom rastlinnom mate-
riali ani v pokrmoch, varenych pri miernej teplote, ak pH meprekroéilo
8.5.

Robinson a Stoc zistili ruSivy tdinok redukténov v potra-
vinarskych vyrobkoch len ak boly vystavemé vysokej teplote alebo dlho-
dobému uskladneniu. Pravda, kym nie je znima presna povaha redukté-
nov u roznych druhov potravin, formaldehydova metéda nemdze sa uva-
dzat ako vSeobecna metdéda na stanovenie vitaminu C vedla redukténov.
Dosial sa osvedéila len pri niektorych druhoch rastlinného materiilu.
Casto sa stava, Ze latky redukténového typu, napr. aj hydrochinén, re
aguje s formaldehydom rovmako ako askorbova kyselina (brusnice). V
tychto pripadoch méZeme pozorovat zaujimavy zjav, ako by obsah vita.
minu C uskladnenim stipal.

Iné metédy vypracovali Reo, Mills, Darmon a Oesterling, ktori sta-
novuji vedla seba askorbovi kyselinu, dehydroaskorbovi kyselinu a
diketogulonovu kyselinu. Metéda je zaloZena ma tomto principe: Diketo-
gulénova kyselina je druhym oxydaénym stuptiom askorbovej kyseliny
a nie je redukovatelna sirovodikom. Kopuluje sa vSak s dinitrofenylhy-
drazinom. Dehydroaskorbova kyselina sa redukuje sirovodikom a askor-
bova kyselina sa s dinitrofenylhydrazinom nesraza, len po oxydacii bré-
mom na diketogulénovu.

Tento postup ma poukizaf na majuZ$iu mozni suvislost medzi jed-
notlivymi oxydaénymi stupfiami vitaminu C. Kyselina diketogulénova ne
ma biologicky uéinok

Tato metéda by mala uréiti prednost, kedZe dava moznost kontro-
lovat zmeny obsahu askorbovej kyseliny v &erstvych produktoch, kon-
zervach a za uskladnenia, lebo siéet jednotlivych oxydaénych produktov
s askorbovou kyselinou by mal byt konStantny a mal by sa menit len
pomer jednotlivych sloziek s postupom oxydacie. Aviak kym hoduoty
vitaminu C, najdené metédou Tillmansovou, s asom uskladnenia klesaju
(o je v sthlase s jeho extrémmou citlivostou voéi vazdu$nému kysliku
vo vodnom roztoku), hodnoty, najdené metédou dimitrofemnylhydrazino-
vou, bud ostavaju konitantné alebo s €asom uskladnenia stipaji. Tak
nijdemc v tabulke:
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Druh % askorbovej kys. % d.a.k. % d. g k. sacet

broccoli
cerstvé plody 84,5 10,5 3,5 98,5
mrazené 105,0 7,3 1,0 113,3
paradajky
Cerstvé plody 5,75 1,9 0,6 8,25
konzervované 11,0 0,7 — 117
konzervované 17,0 — — 17,0
suiené 1,23 28,0 12,3 41,53
sfava 8,0 10,0 6.0 24,0
Spenat
cerstvy 26,0 2,9 — 28,9
konzervovany 17,6 1,9 0,5 20

Celkovy sudet by sa pri tejto metdde nemal menif a rozhodne by
nemal stipat. Tu vSak vidime stiipanie obsahu samej askorbovej kyseliny
pocas mrazenia, respektive po fom.

Nedostatok vitaminu C zapridifiuje v organizme znaéné poruchy.
Dnes sa pocituje viac-menej len ma jar a prejavuje sa pocitom malatnosti
a tnavy ako takzvana jarna dmava.

Organizmus, pri ktorom nie je dostatoéne postarané o dodavanie
vitaminu C, je malo odolny vo&i chorobam.

Rozoznavame 1ri druhy hypovitaminézy:

1. exogenného povodu, kde strava neobsahuje nijaké alebo len mi-
nimilue mnoZsivo askorbovej kyseliny;

2. endogenného pévodu, kde sa kladie zvySena poZiadavka na pri-
vod vitaminu C pre chorobny stav, telesny varast, vysoky vek, tazki
telesnit pracu;

3. enterogenného povodu, kde velké kvanta vitaminu C, podaného
organizmu, hynii pre chybnii resorpciu alebo posobenim patologicke]
flory bakteridlnej zazivacieho traktu.

Ked#e Tudsky organizmus nie je schopny syntetizovat vitamin C,
celi spotreba musi sa dodat v potravinich, zvlast zeleninou a ovocim
v Cerstvom stave. Tato spotreba je u priemerného ¢loveka S50 aZ 60 mg
denne.

Z tychtc ¢isel vidime, Ze vitamin C je vlastne potravou Tudského
orgarizmu a jeho miniméilna potreba je 100 aZ tisickrat vécSia meZ u
inych vitaminov. Treba zdéraznit, Ze vitamin C sa mi dodavat Pudské-
mu organizmu v prvom rade v podobe &erstvého ovocia a zeleniny a len
ak to chorobny stav organizmu vyZaduje, podivat synteticky vitamin.
TotiZ vitamin C v rastlinach prinaSa so sebou aktivator, ktory ho robi
fyziclegicky éinnym a ktory synteticky vitamin neobsahuje.

Skupina B — vitaminov.

Do skupiny vo vode rozpustnych vitaminov patria dalej vitami
ny skupiny B. Z nich sa budeme v dalSom zaoberat len vitaminom
B,, tiaminom é&iZe aneurinom.
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Vitamin B, vyskytuje sa v mnohych druhoch produktov rastlinného
i Zivodisneho materidlu. Zvlast bohatym zdrojom je zeleny hrasok a béob.
V hojnom mnozstve je aj v obilnych klickoch a kvasniciach.

Niektoré mikroorganizmy si schopné syntetizovat aneurin, napr.
isty druh baktérii v zaZivacom trakte potkanov.

V Zivoéisnom organizme sa tiamin vyskytuje prevagne v peceni,
v .ablickiach a v hladkom svalstve.

KedZe je vitamin B: rozpustny vo vode, izoluje sa z ryZe alebo kvas-
nic studenou vodou, okyslenou mineralnou kyselinou na pH asi 4.,5.
7 vodného roztoku sa vitamin adsorbuje na aktivnom uhli pri pH 6,5;
za 1ychto podmienok sudasne pritomny riboflavin zostiva v roztoku.
Z aktivneho uhlia sa extrahuje zriedenymi kyselinami. Pri tomto po-
stupe sa vela aneurinu straca. Ak viak pouZijeme na extrakciu roztoky
chininovych soli alebo soli inych organickych baz, ziska sa asi péatnaso-
bok, t. j. 90% celkového vitaminu.

Riboflavin méZeme oddelit od tiaminu aj sraZanim neutrilneho ale-
bo slabo alkalického roztoku octanom olovnatym, pri¢om aneurin zo-
stiva v roztoku. NajdastejSie sa ziskany vitamin B, previddza na hydro-
chlorid (bezne predajny), ktory je velmi dobre rozpustny vo vode a v
alkohcle, nerozpustny v chloroforme, étere, benzéne a acetéme. Opticky
je inaktivny. Krystalizuje z alkoholickych roztokov ako semihydrat. Vol-
va biza sa dé ziskaf Géinkom kysliénika striebra z chlérhydratu. Kirystal-
¢eky vitaminu B,, ako aj roztok, maji slabt vénu kvasnic.

Spektrum v ultrafialovom svetle pri pH 7 ma dve &iary pri 235 a
267 milimikrénoch, kym pri pH 5,5 len 1 medzi 245 a 247 milimikré-
noch vlnovej dizky. Z toho vidime, Ze spektrum aneurinu je fumkciou
koncentracie vodikovych iénov. Toto je zavinené pyrimidinovym kru-
hom v molekule.

Vitamin B, je celkom stily v silne kyslom prostredi. Cisty aneurin-
hydrochicrid vo vodnom roztoku pri pH 3,5 méZe byt zahrievany a% na
120° bez rozkladu. V neutrdlnom alebo v alkalickom prostredi je velmi
citlivy voéi teplote. Jeho antineuriticka 1ifinmost sa varemim potravin
len maélo ni¢i. To sa vysvetluje tym, Ze viazany aneurin nie je taky citli-
vy ako volny.

Inak vitamin B, je rovnakeo citlivy na oxydaciu i redukciu. Slabou
oxydaciou sa tveri tiochrém, miernou redukciou prechadza na dihydro-
formu.

Priemyselne sa ziskava bud dplnou syntézou alebo z prirodzenych
pramefiov, o je sice drahSie, ale priemyselne sa eSte prevadza.

Prva syntéma aneurinu sa uskutoCnila kondenzaciou 4-metyl-5-beta-
oxy-etyl-tiazolu a 2-metyl-4-amino-5-brémmetyl-pyrimidinu.

Vznik tiaminu v rastlinnom organizme nie je znamy. Sadi sa, Ze tia-
zolovy kruh v melekule vitaminu B; vzniki fermentdciou B-amino-
B-propiénovej kyseliny, ktora méze vzniknif z metyoninu, acetaldehydu
a amoniaku. Kvasnice maju schopnost previest derivat aminopropidnove;]
kyseliny tiazolu ma 4-metyl-5-tiazol vitaminu B,.
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Kastliny, rastiice v tme, majii maly obsah tiaminu. Uginkom svetla
jeho obsah znaéne stipa. Vsetky vyssie rastliny si schopné syntetizovat
tiamin (paradajky vo vyhonkoch).

Oxydaciou prechiadza vitamin B, na tiochrém, Zlta litku intenzivne
modrej fluorescencie. Vznika aj stitim z vitaminu B, v alkoholickom
rozleku pri obydajnej teplcte, ale az po niekolkych mesiacoch. Pri pH
2 vznika mile tiochrému, pri pH 7 je oxydacia velmi rychla. Vznika aj
iitinkom manganistanu draselného alebo oxydov manganu, potom -oxy-
daciou alkalickych roztokov ferrikyanidom draselnym, peroxydom vodi-
ka a podobne. Rovnaku latku izoloval Kuhn z kvasnic.

Absorpéné spektrum tiochrému je pri vlnovej dizke 358 a 375. Me-
chanizmus oxydicie aneurinu mie je presne znamy. Je pravdepodobné.
7e vzniki najprv medziprodukt.

Synteticky pripravili vela slienin malo odlisnej Struktiry ako ma
vitamin B,. Len jedna z mich je biologicky G&inn4, aj to len vo vécsich
davkach. Je to 6-metyl derivat.

Nedostatok vitaminu B, v organizme sa prejavuje nechutou k jedlu,
tinavou, nervozitou a klopanim srdca. U potkanov vyvolava aj sinusbra-
dykardiu, prejavujiicu sa sniZenim tepu aZ ma polovicu normélu.

Metédy na stanovenie tiaminu si chemické, biochemické, biologic-
ké a fyzikalne. Naimodernejsia je metéda polarograficka. Zaklada sa ma
katodickej redukeii vitaminu pri pH 7,35 v prostredi fosfatového regu-
latera. Vyludovanie sa zaéina od — 1,6 V, pH musi sa presne dodrzat, le-
bo vyska vlny zavisi aj od koncentracie vodikovych i6nov v roztoku. Pri
pH 8.3 je vlma aneurinu priblizne 100-krit mensia. Chemické metédy
sti zaloZené vilSinou na oxydacii vitaminu na tiochrém a nasledujiicom
merani intenzity fluorescencie. Najbe#nejdia je metéda Jansenova. Ame-
urin sa oxyduije ferri-kyanidom v alkalickom prostredi na tiochrém, kto-
ry sa extrahuje do izobutylalkoholu za vzniku modrej fluorescencie. In-
tenzita fluorescencie sa stanovi bud kolorimetricky, t. j. v predchadza-
jicom svetle, alebo fluorimetricky. t. j. v odrazenom svetle.

Oxydacia sa prevadza pri pH 10. Intenzita fluorescencie je funk.
ciou komcentracie vodikovych iénov v roztoku a mnoZstva pritomného
tiochrému. Prebytck ferrikyanidu rychlo rozruduje vzniknuty tiochrém
rovnako ako pdsobenie svetla. Treba v8ak poznamenat, ze len volny vi-
tamin moZno stanovit touto metédou. Lebo len z volného vitaminu oxy-
diciou vzniknuty tiochrém moZno extrahovat organickymi rozptstadla-
mi. V pripade, Ze aneurin je viazany mna liatky cukornej povahy, musime
porusit vazbu pomocou taka-diastizy. Niekedy modra fluorescencia ane-
urinu je rozne zafarbena, ¢o je zapri¢inené pritomnostoun inych fluores-
kujicich latok. Toto napr. vidime pri zelenom hrasku. Pri priamej oxy-
daci vyluhu alkalickym ferrikyanidom vznikne pomaranéovoéervena flu.
orescencia; ked vSak najprv uskutoénime extrakeciu izobutanolom a len
potom oxydujeme vodnii vrstvu, vystipi v ultrafialovom svetle typicka
modra fluorescencia tiochrému.

Pre vysokofarebny material sa vel'mi dobre hodi ako extrahovadlo
smes kyseliny solnej a aceténu a vyerenie roztoku sa prevedie pomocon
celitového filtru,
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Kinnersley a Petters vypracovali kolorimetrickit metddu.
Je zaloZend na \éinku diazo-benzén-sulfénovej kyseliny na vitamin B,,
ktory s formaldehydom ddva Eervemé zafarbenie. KedZe touto reakcion
je atakovana 4-amino-skupina pyrimidinového jadra, je zrejmé, %e vita-
min s blokovanou amino-skupinou alebo tiochrém nebude davat tato
reakciu. Tato metéda sa di aplikovat len na velmj &isté roztoky vitami-
nu. Pritomnost redukujucich latok interferuje s farbou, vzniknutou z
aneurinu.

Prebludaa McCollumn vypracovali ini kolorimetrickii me.
t6du. Diazotovany p-amino-acet-anilid, p-amino-aceto-fenén alebo metyl-
p-amino-aceto-fenén davaju s tiaminom Cervené farbivo, specifické pre
vitamin B,, ktoré sa di extrahovat organickymi rozpustadlami, ako je
xylén, acetén, izobutanol a iné. Citlivost reakcie stipa v pritomnosti fe-
nolu alebo etanolu, pripadne oboch.

Willsteadt navrhuje pouzit 2,4 dichlérbenzén-diazénium-chlo-
rid s nasledujdcou ex!rakciou vzniknutého zltolerveného farbiva éterom
a oddelenim vedlajsich produktov adsorpciou na hydroxyde vapenatom.
Tito metéda bola upravena pre rychle stanovenie s diazotovanou sulfa-
niloveu kyselinou pred a po pridani ferrikyanidu. Rozdiel medzi najde-
nymi hodnotami udédva mnoZstvo vitaminu B,. Aj fosfor.derivat ameuri-
nu déva zafarbenie, ale toto farbivo sa nedi extrahovat organickymi
rozpustadlami.

Gravimetrické stanovenie je zaloZené na vzmiku pomarancovocerve-
nej srazeniny, vzniknutej reakciou s vizmut-kalium-jodidom.

Vitamin B, nie je toxicky ani v mnozstviach niekollko tisickrat vac-
Sich nez je normdlna denna davka. Hypervitaminézu vitaminom B, do-
sial nepozorovali. MnoZstvo aneurinu, potrebné pre Tudsky organizmus,
nie je konStantné, ale je funkciou uhradenej potravy, intenzity metabo-
lizmu, vonkajSej teploty a inych okolnosti. Stravené uhlohydraty zvysu-
ju a tuky sniZuji mmoZstve vitaminu B,, potrebného pre orgamizmus,
kym proteiny ho neovplyviuji.

Z uvedeného vidime, Ze je velmi faZko ur¢it demnid davku aneuri-
nu pre &loveka. Priemerne sa pohybuje od 1 do 2,5 mg. KaZdy Zivoéisny
organizmus potrebuje, aby sa mu vitamin dodaval v potrave. Vynimku
tvoria len ovce a hoviddzi dobytok, kedZe vznika syntézou baktériami
v ich zaZivacom trakte.

Vitaminy, o ktorych bola aZz dosial reé, vyzmaduji sa lahkou roz-
pustnostou vo vode a oznatujeme ich aj ako ,,vitaminy vo vode rozpust-

13

ne.

(Dokonéenie v budiicom é&isle).
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