Takarméanykeverékek szintetikus antioxidadns tartalmanak
vizsgalata. Il.

Az XA X" antioxidans meghatarozasa

MONORI SANDOR, RERASI TIBOR ES BEKES FERENC
Budapesti M(iszaki Egyetem Biokémiai és Elelmiszertechnolégiai Tanszék

Erkezett: 1974. szeptember 12.

Az ,,XAX" elnevezésli antioxidanst és felhasznalasanak maédjat keverékta-
karmanyok esetében el6z6 kdzleményiunkben (1) ismertettik. Az , XA X" alkal-
mazéasat hazankban ideiglenesen engedélyezték (2).

Tekintettel arra, hogy az ,XA X" hatéanyaga kémiailag nem egységes,
ugyanis az alapvegyiilet mellett az antioxidans hatadsban annak di- és trimer
szarmazékai is szerepet jatszanak, olyan vizsgalati médszerre van sziikség, amely
ezek meghatarozasat is lehetévé teszi.

A hatéanyag vizsgalatokhoz — kisérleteink soran — spektrofotométeres
eljarast valasztottunk és olyan reagenst kerestiink, amely mind az alapvegydilet-
tel, mind annak di- és trimerjével egyarant reagélva koncentracié-aranyos,
reprodukédlhaté intenzitadsu szint allit el6. Segitséget nyujtott ehhez azon meg-
figyelés, hogy az ,X A X" leveg6 és fény hatdsara hosszabb id6 utdn — valo-
szinlleg oxidacié kodvetkeztében — eredeti drapp szinét intenziv tlrkizkékké
valtoztatja. llyen szinvaltozast idéz el6 hig savas oldatban a PbO., és a EeCI3
hozzdadasa is (8).

A szinreakciéval jaré kémiai valtozas jellegére Mohlan és Heinze (3) altal
kozolt reakciobol koévetkeztetiink: a tetrametildiamino-difenilmetan metilén
csoportjan Pb02reagens hatdsara — szirkéskék szin képz6édése kozben — hid-
roxil csoport keletkezik. Az ,X A X" hatéanyagai és ezen vegyidet kdozo6tt fennallé
szerkezeti hasonlésag alapjan feltételezheté az atalakulas azonossaga. Hasonlo-
képpen tdbb kutatd (4, 5, 6, 7) spektrofotometrids, valamint spektrofluorometrias
modszereket alkalmazott BHT és EMQ meghatarozéasara.

Az ,XAX" antioxidans min6ségi kimutatasa

Az X A X" min6ségi kimutatasanak kett6s célja van: egyrészt fontos volt
ismernink, hogy mennyi az a legkisebb ,X A X" koncentracio, amely a takar-
manyokban még kimutathatd, masrészt olyan egyszer(i médszert kivantunk
adni a min6ségi ellenér kezébe, amely altal a helyszinen is meggy8z&édhet arrdl,
hogy a vizsgaland6 takarmany tartalmaz-e ,X A X" antioxidanst.

Takarmanyokban a legkisebb ,X A X" mennyiség kimutatasat az alabbiak
szerint végeztik:

Olyan takarméanyt készitettiink, amely 5 mg%-os ,X A X" antioxidanst
tartalmazott. Ehhez ismert mennyiségli ,X A X" mentes takarmany adagokat
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kevertiink. Ezen takarmanyokbdl kémcsovekbe kb. 1 g-os mennyiséget mér-
tink. Hozzaadtunk kb. 5 cm3metanolt ésnéhany percig rdzogattuk. Kb. 5 perces
razogatds utan az oldatot masik kémcsébe atontottik.

Ezutan az oldatokhoz 1- 1cm30,5%-0s jégecetes FeCl3reagenst adagoltunk.
Az oxidal6szer hozzdadasa utan azt tapasztaltuk, hogy a tdpokban levg ,, XA X"
jelenléte ezzel a mddszerrel még 40—50 //g/lOO g-os koncentraciéban is kimu-
tathat6. A reakcio olyan érzékeny, hogy vele két nagysagrenddel kisebb meny-
nyiségl ,,X AX"-et is kimutathatunk, mint amennyit altaldban a takarmanyok-
hoz hasznalnak.

Az ,XAX*“ antioxiddns mennyiségi meghatarozasa

A mennyiségi meghatarozas elkezdése el6tt tobb fontos kérdést kellett kisér-
letileg megallapitani:

1 A vizsgéalatokhoz Spektromom 204-es spektrofotométert hasznaltunk,
amely 190- 1100 nm tartoméanyban folyadékok és szilard anyagok extinkcioéja-
nak (transmissi6janak) mérésére szolgal. Ezen kivil alkalmas fluoreszcenciés,
illetve nefelometrids mérések elvégzésére is. Optikailag egy fényutas —egy érzé-
kel6s rendszer(i és a kivant hullamhosszi fényt kvarcprizmés Littrow-1é\e auto-
kolliméacios rendszer allitja el6. A mérés nullmédszerrel, kompenzaciés elven és
specidlis mérépotenciométer segitségével torténik.

2. Szikkséges volt a megfelel6 hullamhossz kivélasztasa, ahol a mérendd
szinnek abszorpciés maximuma van. Megallapitottuk, hogy a metanolos XAX
oldatnak 0,5%-0s jégecetes FeCl3os kezelés utdn keletkezett kék szine 590 nm
hullamhosszon ad abszorpciés maximumot. igy méréseinket a tovabbiakban is
ezen a hullamhosszon végeztik.

3. A vizsgalattal egyid6ben tanulmanyoztuk az XAX nélkili metanolos
takarmanykivonat viselkedését is. Megallapitottuk, hogy az antioxidans nélkdli
takarmanykeverékekben levé szinez6anyagok (pl. természetes antioxidansok,
vitaminok stb.) az XAX vizsgéalatat nem zavarjak, mert ezek 670 nm-es hullam-
hossznal mutattak csekély abszorpcids maximumot.

4. Méréseket végeztiink a szinvaltozasok mértékének megallapitasara,
mert azt tapasztaltuk, hogy a reagens hozzaadasa utan az extinkcié értékek az
id6 fuggvényében valtoznak. Megallapitottuk, hogy a metanolban oldott XAX
szinintenzitasa 1cm30,5%-0s jégecetes FeCl3hozzaadasa utan 15 perc alatt maxi-
mumot ér el. Ezutdn kb. 4—5 percig gyakorlatilag nem valtozik. Ebb6l tehéat
az kovetkezett, hogy a mennyiségi meghatarozashoz a méréseket az oxidalészer
hozzdadasa utdn pontosan 15 perc elteltével kell elkezdeni és 5 perc alatt be kell
fejezni.

5. Az antioxidans fényérzékenysége oldas utadn fokozott mértékl, ezért
oldas, higitas és mérés el6tt az oldatokat napfénytdl gondosan 6vni kell. Ezt a
problémat gyakorlatilag tigy oldottuk meg, hogy az oldashoz és sziiréshez, vala-
mint az extrahalashoz hasznalt edényeket (mér6lombikok, razéedények, szivo-
palackok, kémcsovek stb.) aluminium féliaval burkoltuk. A fotométer megtol-
tott klvettait a varakozasi id6 alatt (15 perc) a kiivettatartoban szintén sotét
helyen tartottuk és csak kozvetlen mérés el6tt tettiik a mér6helyre.

6. A kalibraciés gorbe felvételéhez a torzsoldatokat ugy készitettiik, hogy
azok megfelel6 bemérés esetén a takarmanytapokban levéd XAX mennyiségek
meghatarozasara is alkalmasak legyenek.

El6sz6r olyan torzsoldatot készitettiink, melynek 100cm3ében 25 mg XAX
volt feloldva. Ebbél a torzsoldatbdl kivettiink 5cm3t, melyet 102 cm3re feltdltve
az oldat tdménysége 1,25 mg/100 cm3volt. Ez utébbi térzsoldatbol higitasi-
sort készitettiink 10 cm3es mennyiségben, hozzdadtunk 1cm30,5%-0s jégecetben
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oldott FeCl3ot és 15 perces varakozas utan mértik a 0,25, 0,50, 0,75, 1,00 és
1,25 [mg/100 cm3] tdménység(li oldatok extinkcio értékeit. A méréseket Uj torzs-
oldatokkal és higitasi sorokkal még kétszer megismételtik és az igy kapott ex-
tinkcié atlagértékeket a koncentracié fiiggvényében abrazoltuk. A kalibracios
gOrbét az 1 abran kozoljuk.

Amint az abran lathatjuk a kalibraciés gorbe igen jo kozelitéssel egyenes.
Sziikségesnek tartottuk viszont a kalibraciés gorbe egyenletét a legkisebb négy-
zetek médszerével is kiszamitani és igy a linearitast ellen6rizni. A szamitasaink-
nak - terjedelmessége miatt — csupan a végeredmeényét kézoljik, mely szerint
a megfeleld szamértékek behelyettesitése utan a regresszidés egyenes egyenletére
az alabbi Osszefuggést kaptuk:

y = 0,0078 + 0,9244

Az Osszefiiggés szorossagara a tapasztalati korrelaciés egyutthaté ad fel-
vilagositast, amelynek nagysagara

r = 0,9969
értéket kaptunk.
A végeredménybdl lathatjuk, hogy két valtozé szorosan fligg egymastdl,
tehat azon a szakaszon, ahol a mérést végeztik a Lambert —Beer torvény pon-
tosan érvényesiil.

Takarmanytdpok XAX tartalméanak vizsgélata

Tapok el6készitése

A hazilag el6allitott borja-, csirke- és malac takarmanytapokbdl kilén-
kulén golydosmalomban tortént egyenletes dsszekeverés utan 6-szor 50 g-os meny-
nyiségeket mértiunk le.

Az antioxidans egyenletes bekeverését ugy oldottuk meg, hogy 250 mg XA X-
et acetonban feloldottunk és 100 cm3re feltoltdttik. Ebbdl a térzsoldatbol olyan
higitasi sort készitettiink, amelynek higitasai 50 g takarmanyra atszamitva 10,
30, 40 és 50 mg% koncentracioknak feleltek meg.

Az antioxidans bekeverése atdpokba ugy tértént, hogy atapokat egyenletes
rétegben talcara teritettik és az ismert toménységl higitasi sorbdl pipettaval
10—10 cm3t egyenletesen a tapokra csepegtettiink. Az aceton rovid idé alatt
elparolgott és ezutan a tapokat j61 &sszekevertiik.
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A meghatarozas moédjanak leirasa

Az egyenletes, Osszekevert tapokbol taramérlegen +0,01 g pontossaggal
2,5—2,5 g-os mennyiségeket lemértiink. A lemért mennyiségek szamitas szerint
0,25—1,25 mg XAX-et tartalmaztak. Maradék nélkil 200 cm3es aluminium
foliaval burkolt Erlenmeyer lombikba vittik és razégépen kétszer 30-30 cm3
metanollal kb. 10 percig razattuk. Az extrakciét 30 cm3 metanollal harmadszor
is megismételtik, majd a keveréket sz(ir6papiron porcelan szlrén enyhe sziva-
tassal és kevés metanollal mosva lesz(rtik. Ezutan az oldatot 100 cm3es lom-
bikba vittik és jelig toltottuk. Ugyanilyen extrakcios muiveletet XAX nélkili
takarmanytapokkal is végeztiink.

Az XAX meghatarozasa ugy tortént, hogy a 100 cm3es mérSlombikbdl
10 cm3t aluminium féliaval burkolt kémcsovekbe pipettaztunk. A spektro-
fotométer el6készitése utan hozzaadtunk 1 cm30,5%-0s jégecetes FeCl3oldatot,
Osszeraztuk, majd 15 perc varakozas utan ugyanennyi FeCl3os metanollal szem-
ben 590 nm-es hulldamhosszon az oldat extinkcidéjat meghataroztuk. Az XAX
nélkili tapok extinkcioi 0,05-6s értékeket adtak, melyeket az XAX-es tapok,
extinkcioi értékeibdl levontunk. Méréseink eredményeit a 2. dbran ismertetjuk.

10 20 30 w 50 XAXmg%

2. dbra

Mérési eredményeink értékelése

A 2. dbran a gorbe lefutdsabdl lathatd, hogy az j6 kozelitéssel egyezik a
kalibraciés gorbével. Az egyes takarmanytapok vizsgalati értékei kozott
(O=borjatap; . = csirketap; + = malactap) azonban eltérések mutatkoznak.
ElsGsorban tehat azt kellett megnézniink, hogy ezen eltéréseknek milyenek a
szérasai. Az aldbbiakban a legkevesebb és a legtobb XAX-antioxidanst tartal-
maz6 tapok vizsgalati szorasanak szamitasi menetét az 7. tadblazatban ismer-
tetjuk.

Amint a diagram és a szamitasi adatok mutatjak, az alkalmazott médszer
pontos betartdsaval a takarmanyokban egyenletesen elkevert XA X antioxidans
mennyiségét j6 pontossaggal meg lehet hatarozni. A szorasi értékeket figyelembe
véve azt lathatjuk, hogy nagyobb mennyiségii XAX kimutatasanal a szoras-
érték nagyobb, mint kisebb koncentracié esetén.

A kisebb koncentraci6kban meért értékek kdzétt 20 mg%-nal +0,98; 30
mg%-nal + 1,04 mg%-os eltéréseket kaptunk. llyen eltérések természetesen nem
a moddszer hibajabdél, hanem az eloszlasi egyenetlenségekbdl, az egyes beméré-
sek, higitasok, m(iszerleolvasasok stb. hibaibol is adédhatnak.
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10 mg %
N
X X —X
1 23,1 -7
2 23,9 -0,9
3 27,9 +31
4 24,5 -0,3
Zx =994
X = 24,8
s = M(x-X
( ) » S
N—1
teS
A = A
)\
E=+ K-A E

>mn X Z

—

(x-x)2

2,89
0,81
9,61
0,09

£ (x-x)2= 1340

tablazatban hasznalt jellések:
= vizsgéalatok szama
= mm-ben &brazolt extinkcio

értékek
= avizsgalat szérasa

= konfidencia intervallum 95%-o0s

biztonsaggal

= Student féle t elosztas kritikus

szamértéke (2,776)

2,11

2,92

=+ 121
mg%

AWM

50 mg%
X X —X
117,8 - 17
1153 -4,2
121,4 + 19
123,6 + 41

1 tablazat

(X-X)2

2,89
17,64
3,61
16,81

M (x-x)2= 40,95

2Zix = 478,1
x = 1195
S = 367
A = 5,09
E=+21

mg%

ban

eltérés a pontos értéktél +mg%-

= egységre vonatkoztatott aranyos-

sagi tényez6 (+ 0,417)
a kalibraciés gorbe-

a borjatap-

a csirketap-

extinkciék értékei
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NCCNEQOBAHUE COOEPXAHUNA CUHTETUYECKUX
AHTUOKNCNUTENEWN B KOMBUKOPMAX. II.
LOnpegeneHne aHtuokucnmtens — XAX”".

W. MoHopn — T. Pekawmn — ®. bekewm

ABTOPbI 03HAKOM/IAKOT KONIMYECTBEHHBIN W KAYeCTBEHHbIN MeToZ onpeaeneHus
CUHTEeTMYecKoro aHtuokucnutens ,X AX" B Tpex BuAax KOMOUKOPMOB.

WcnbiTaHma npoBoguav oToMeTpUYeckMm MeToAOM nocse AobaBku pacTBopa
FeCl« nony4yeHHOro 13 BellecTBa MeTaHO/bHON 3KcTpaknueii. MonyyeHHble pe3yb
TaTbl WCCMefoBaHUii OLEHUBaIM MaTemMaTW4yecko — CTaTUCTUYECKMM MEeTOAOM

UNTERSUCHUNG DES GEHALTES AN SYNTHETISCHEN ANTIOXIDAN-
TIEN IN FUTTERMISCHUNGEN. II. BESTIMMUNG DES ANTIOXIDANS
SXAX?

S. Monori, T. Rékasi und F. Békés

Zum qualitativen Nachweis und zur quantitativen Bestimmung des synthe-
tischen Antioxidans ,XA X" in drei verschiedenen Futtermischungen wird eine
Methode beschrieben. Die Untersuchungen wurden in einer durch Extraktion
mit Methanol erhaltenen Lésung nach Zugabe einer FeCl3Lésung durchgefuhrt,
wobei eine photometrische Methode angewendet wurde. Die Untersuchungser-
gebnisse wurden mittels einer mathematisch-statistischen Methode ausgewertet.

INVESTIGATION OF THE CONTENT OF SYNTHETIC ANTIOXIDANTS
IN FEED MIXTURES. II. DETERMINATION OF THE ANTIOXIDANT
JXAX”

S. Monori, T. Rékasi and F. Békés

A method is described for the qualitative detection and quantitative deter-
mination of the synthetic antioxidant ,X A X" in three different types of feed
mixtures. The investigations were carried out in a solution obtained by extracting
the sample with methanol and adding a solution of FeCl3to the extract. Ana-
lysis was made by a photometric method. The results of investigations were
evaluated by a mathematical-statistical method.

ETUDE DE LA TENEUR EN ANTIOXYDANTS SYNTHETIQUES DES
FOURRAGES COMPLEXES. Il. DOSAGE DE, L'ANTIOXYDANT «XAX»

S. Monori, T. Rékasi et F. Békés

Les auteurs décrivent 3 méthodes d’analyse qualitative et quantitative
pour déceler I'antioxydant synthétique «XAX». Les examens s'effectuaient &
partir de la matiére extraite & I'alcool méthylique, aprés ajoutement d’une solu-
tion de FeClI3 par voie photométrique. On a évaluer les résultats avec les métho-
des de la mathématique statistique.
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