Eljarés C-vitamin-tartalom meghatarozasara az oszazonok papirkro-
matografias elvalasztasa atjan

Il. Az oszazonok papirkromatografias elvalasztasa és az aszkorbinsav mennyiségi
meghatarozéasa
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El6z6 munkamban (1) koézolt eredmények alapjan igazoltnak tekinthetd,
hogy az aszkorbinsav dehidroaszkorbinsavva tdrténo oxidacioja utan a dehidro-
aszkorbinsav-oszazon keletkezése és kivalasa a vizsgélt korlilmények kozott
hékezelt vagy besdritett anyagok kivonatdban - melyek gyakran sok zavaro
anyagot tartalmaznak — hasonléan megy végbe, mintha tiszta aszkorbinsav
oldatbdl indulunk ki. Tovabbi vizsgalataim ezért arra iranyultak, hogy a krista-
lyos allapotban kivalé oszazon mennyiségét meghatdrozzam. A mennyiségi meg-
Iha‘[é\r,ozé\s el6tt sziikségessé valt az egyidejlleg keletkez6 cukoroszazonok elva-
asztasa.

A Roe-féle eljarassal (2) eléallitott dehidro aszkorbinsavoszazon elk{ilonitésé-
vel el@szor Probst és munkatarsa (3? foglalkozott, akik bazikus aluminiumfoszfat
oszlopon tobb szines oszazont izolaltak allati szOvetek kivonatabol. Vastag és
munkatarsa (4) ugyancsak 1950-ben Alukol elnevezésl készitmény segitségével
vélasztottak el hokezelt névényi anyagok kivonatab6l oszazonokat. Gordon és
Noble (5) 1959-ben magnéziumfoszfat, Mapson (6?) 1961-ben savas aluminiumoxid-
Egz[cl)p segitségével kiilénitette el dehidro aszkorbinsavoszazonjat egyéb anyago-
etol.

Az adszorbens beszerzés nehézségeinek elkerllésére papirkromatografias
eljarast kivantam alkalmazni az elvélasztashoz, amelyre eljaras az irodalomban
nem ismeretes. Patschky (7) 1952-ben megjelent révid kdzleményében kloroform-
klérbenzol elegyét ajanlja erre a célra az aranyok megjelélése nélkil. Vizsgala-
taim szerint a javasolt olddszerkeverék a legkulonbdzGbb aranyban alkalmazva
sem biztositja a kivant elvalasztast, mivel néhany 5 és 6-szénatom szamu cukor-
bol képz6d6 sarga szind oszazon Rf értéke igen kozel esik a dehidro aszkorbinsav-
oszazonéhoz és igy a kiértékelést zavarja. Az altalam valasztott oldoszerkeveré-
kek segitségével és a Lindner (8) altal bevezetett kétszeres futtatassal tokéletes
elvalasztast sikerilt elérnem, amely a mennyiségi kiértékelést lehet6vé teszi.

A modszer leirasa

A mddszer elve: ndvényi vagy allati szovetb6l 1%-os oxalsav és 96%-0s
etanol azonos térfogatd elegyével készitett homogenizatum alikvot részébdl a
dehidroaszkorbinsav meghatarozasa esetén kozvetlenil, az aszkorbinsav és
dehidroaszkorbinsav egyuttes mennyiségének mérése esetében broémos vizzel
torténd oxidacio utdn oszazont kéﬁernk Roe (4) eljarasa szerint. Az eredeti mod-
szert6l eltéréen a kivalo oszazonokat lesz(irjiik, majd a reagens foloslegnek savas
kimosassal torténd eltavolitasa utan etilacetatban oldjuk és a cukorféleségek
oszazonjaitol papirkromatografia segitségével valasztjuk el. Az elvalasztott
0szazon mennyisegét denzitométerrel 0,1 - 0,6 /tg hatarok kozott kozvetlenll a
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papiron meghatarozhatjuk. Denzitométer hianyaban a 0,5—2,0 /ag aszkorbinsav-
nak megfelel6 foltokat kivagjuk, az elkuldnitett oszazonokat kioldjuk és az oldat
fényelnyelését mérjik.

Az oszazon el@allitasa: oxalsav (1%-0s) és etilalkohol 1:1 aranyu elegyével
ismert koncentraciéju homogenizatumot készitiink. A homogenizatumbél centri-
fugalassal vagy szlréssel nyert tiszta kivonat 5 ml-e legalabb 100—150 fig C-
vitamint tartalmazzon. Aszokorbinsav és dehidroaszkorbinsav egylittes meg-
hatarozésa esetében 5 ml kivonathoz néhany csepp bromos vizet adunk halvany
sarga szin megjelenéséig, majd 1-2 perc utan a felesleges bromot néhany csepp
1%-o0s (vizes) tiokarbamid oldat hozzaadasaval tavolitjuk el, amikor is az oldat
sérga szine eltlinik. A tiokarbamid folosleg hozzdadaséat kerulni kell. Ezutin
5 ml 2%-o0s 2,4-dinitrofenilhidrazin oldatot (9 n kénsavban) adunk a reakcio-
elegyhez. Osszerdzas utdn harom 6rén at 37 C°-on tartjuk, majd vizfurdébe
helyezve szobah6mérsékletre h(tjik a reakcidelegyet és a kivalt csapadékot
G4-es jelzés(i sz(ir6n - az oldat cseppenkeént torténd eltavolitasat biztositd vakuum
alkalmazéasa mellett - lassan lesziirjuk. A csapadékot 4,5 n kénsavval addig
mossuk, mig a lecsepeg6 oldat szintelen lesz, majd a savat desztillalt vizzel mos-
suk ki. A csapadékot a sz(ir6rdl etilacetattal oldjuk le, szivatas nélkil. Az etilace-
tatos oldatot ismert térfogatra (10—15 ml) téltjik fel.

Dehidroaszkorbinsav meghatarozasa esetében a kivonat bréomos oxidalasa
elmarad, azonban a reagens hozzaadasa el6tt 0,03-0,06 ml tiokarbamid oldat
hozzaadasa ebben az esetben is sziikséges, mivel ez akadalyozza a jelen levé asz-
korbinsavnak dehidroaszkorbinsavva torténd atalakulasat. A tovabbiakban tel-
jesen a leirt modon jarunk el. A varhatéan kisebb dehidroaszkorbinsav mennyiség-
nek megfeleléen célszer(i azonban téményebb kivonatbdl kiindulni.

A kromatografias elvalasztas: A vizsgalando etilacetatos oldat alikvot részét,
valamint megfelel6 mennyiség(i 6sszehasonlito oldatot mikropipettaval Schleicher-
Schill 2043/b jelzés( papirra visziink. Az oldoészer elparolgasat meleg leveg6vel
(hajszaritd) segitjik eld.

A kromatogram kifejlesztése felfelé torténik.

Az els6 futtatas diklérmetan: klérbenzol 60:40 aranyu elegyében torténik.
Amig az olddszerfront kb. 16 cm-re fut, és a dehidroaszkorbinsavoszazon néhany
zavar¢ anyagtol kisérve kb. Rj 0,25 értékkel elvalik, a zavar¢ anyagok egy része
kisebb Rj értékkel mozdul el, illetve a startvonalban marad. Szobahémérsekleten
torténd szaritds utan a dehidro aszkorbinsavoszazon foltok alatt kb. 1 crn-rel
levagjuk a papirt a zavaré anyagok foltjaival. A méasodik futtatoszer hangyasav,
foszforsav és viz 40:20:40 aranyu ele%ye. Afuttatast addig végezziik, amig a lazac
szin{ oszazon teljesen elkilondl a kisebb Rf érték(i cukoroszazonoktdl, de még nem
?riltel'taz el6z6 olddszerkeverékben az oldoszerfronttal egyiitt futé reagensfdlésleg
oltjat.

Igen nagy mennyiségli cukrot tartalmazd anyagoknal (szorpoknél) az els6
olddszerben torténé futtatas utan keletkezett sarga cukoroszazon foltok a kroma-
to%rafélé papirt agyszélvan az olddszerfrontig teljesen betdltik. llyen esetben a
dehidro aszkorbinsavoszazonnak megfelel6 savot a papirrél kivagjuk, majd egy
kb. 16 cm-es szlirGpapirsavra ravarrjuk. lly moédon a méasodik futtatds alatt a
dehidro aszkorbinsavoszazon teljes mennyisége atkerill a tiszta sz(répapirra és
}blﬁélﬁttgisen elvalik az els§ futtatdszerben vele egyutt futd sarga cukoroszazon

oltoktal.

Egyidejlileg analitikai tisztasagl aszkorbinsavhol 1%-os oxalsavval megfele-
16 tdmenységl (pl. 2 mg/100 ml) oldatot készitiink. A frissen kész(ilt aszkorbinsav
oldat 5 ml-et ugyanugy kezeljuk, mint a vizsgaland6 kivonatot. Az igy kapott
ismert mennyiség(i aszkorbinsavnak megfelel0 etilacetdtos oldat szolgal Gssze-
hasonlitasként a kromatogramok mennyiségi értékelésénél.
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A mennyiségi meghatarozas kivitelezése

Keves zavar0 anyagot tartalmazo termékek vizsgalata esetében az rlsé
oldoszerrel kielégit6 mértékben megtorténik a dehidro aszkorbinsavoszazon el-
valasa. llyen esetekben 0,1—0,6 jug aszkorbinsavnak megfelel6 oszazon folt
kiértékelése kozvetlenil a paplrrol is torténhet alkalmas denzitométer segitségé-
vel. Az 1 4brén az Intézetinkben rendelkezésre &all6 Locarte (London) gyart-
many( keszilékkel felvett denzitogramot és annak segitsegével szerkesztett
kalibréaciés gorbét mutatom be.

Az 1 tablazat néhany zoldségféle denzitometriasan meghatarozott C-vita-
min-tartalmat mutatja. A mddszer pontossaga a hozzaadott es visszanyert C-vi-
tamin mennyisége alapjan + 10% kordl van.

7. tablazat
Denzitometridsan meghatdrozott C-vitamin-tartalom
C-vitamin
) C-vitamin
A vizsgalt anyag mg/100 g az extraktban hozzaadott talalt %
ng
Burgonya 12,0+ 3,0 25,5 25,0 112,0
Kaposzta 18,3+ 5,5 16,3 25,0 90,6
S6ska... 24,4+ 6,6 41,3 50,0 109,4
Pritamin 350,0+27,5 88,5 50,0 109,5
Paprika.... 120,8+12,5 57,7 50,0 96,5

Terulet oz

1

05 10 15 2bpp,thmin

7. Dehidro aszkorbinsavoszazon denzitogramja és kalibraciés gorbéje
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2. Aszkorbinsav kalibréaciés gorbéje 2 ml diklérmetanban 5 cm rétegvastagsag mellett
S-Q-es szlir6vel mérve Pulfrich fotométeren

Sok zavard anyagot tartalmazd termékek vizsgalata esetében a sziikségessé
valo masodik oldoszerben torténd futtatas utan (vagy denzitométer hianyaban
az els6 olddszerben bekdvetkezd tokéletes elvalas utan), a kb. 3 cm-es savban
felvitt, 0,5—2,0 [ig aszkorbinsavnak megfelel6 oszazonfoltokat kivagjuk és
kioldjuk. Haromszorra adagolt kb. 2,5 ml diklormentannal az oszazon a papir-
rol teljesen eltavolithatd. A papirrél ledntott egyesitett oldatokat 2 ml-re toltjiik
fel mivel e papir nedvesitésére kbh. 0,5 ml olddszer hasznalddik el és az extinkciét
Pulfrich fotométeren S%-es szlir6vel 5 cm hosszi mikrokiivettdban olvassuk le.
Latszolag tiszta oldatoknal is célszer(i a zavarossagot (Se6-os szlrdvel) leolvasni
és az értekelésnél figyelembe venni.

A 2. dbra a kettds kromatografalassal elvalasztott oszazon kalibracios gor-
béje. A 2. tablazatban néhany hékezelt anyag C-vitamin-tartalmat, valamint a
hozzaadott és talalt C-vitamin mennyiségeket lathatjuk.

A modszer hibaja, a kozvetlen denzitometraldséhoz hasonléan, nem haladja
meg a * 10%-ot.

2. tablazat

A hozzaadott és talalt C-vitamin mennyisége hékezelt anyagok kromatografias vizsgalatanal

C-vitamin
A vizsgalt anyag az extraktban hozzadadott talalt %
My My
0,75 1,0 95,0
Eperdzsem .. 0,75 1,0 98,0
0,75 1,0 103,0
Ribizkedzsem 1,20 0,4 1125
1,20 0,4 90,0
1,20 0,4 93,5
Sargabarackplré ... 0,58 0,4 97,5
0,58 0,4 92,5
0,58 0,4 111,0
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CroCOb OMPEAENEHNA COAEPXAHUA BUTAMUHA ,,C” OTAENE-
HVWEM OCA3AHOB MOMOLLBKO BYMAXHOWN XPOMATOIPA®UNA

Il. OTAENEHME OCA30HOB CMOCOEOM BYMAXHOW XPOMATOIPA-
e N ONPEAENEHWNEM KOJIMYECTBA ACKOPBEMIHOBOW KWC/OThI

K. CoTbopyn

ABTOp paspaboTasl Crocob OTAeNeHUs OCa30HOB  [JeruapoackopbruHOBOi
KMCMOTbI MOMOLLBIO GYMaXKHO XpomaTorpagum 06pasyroLUXcs OKUC/UHUEM W3
acKopGMHOBOW KMCMOTbI U CMOCOB OMnpeaeneHnst Ux Konucuecta. OcasoHbl Mo-
NlyyeHHble MeToOM P03 B pacTBOpe 3TW/IOBOFO cnvpTa nocne QuabTpauuu oTaens-
IOTCS1 MOMOLLBID BYMaXXHOW XPOMAaTOrpaun B neyx HABECKAX PacTBOPUTENS.
KonnyecTBO 0ca3oHa COOTBETCTBYHOLLEE aCKOPGUHOBOW KMCMOTE — COBEPLLEHHO
OTZieNlbHO OT MELLAMOLLUMX BELLECTB — OTAENAIOTCA MOMOLLbIO AeH3UTOMETpa He-
MOCPESCTBEHHO U3 GyMaru Wau W3BMEYEHMEM MSTEHb MOMOLLBHO [E3VHTOMETPA W
U3MEHEHUEM 3KCTUHKLMN.

STVM METOfOM aBTOp M3 MaTepuana COAEpXKallero GO/bLIOE KOJMYECTBO
MeLLAIOLLMX BELUECTB ONpeaenvnm [oGaBneHHoe KonamuecTBo BuTammHa ,,C” C
MaKCUMa/IbHBIM PacXoXzeHnem + 10%.

VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG DES VITAMIN C-GEHALTES DURCH
PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG DER OSAZONE

II. PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG DER OSAZONE UND
QUANTITATIVE BESTIMMUNG DER ASCORBINSAURE

K. Szotyori

Verfasserin arbeitete ein fiir papierchromatographische Trennung und
quantitative Bestimmung des Osazones der aus Ascorbinsdure durch Oxidation
gebildeten Dehydroascorbinsdure geeignetes Verfahren aus. Die mit der Methode
von Roe dargestellten Osazone trennt sie nach Filtrierung und Losung in Aethyl-
acetat papierchromatographisch, durch Chromatographierung in zwei Ldsungs-
mittelsystemen. Die Menge des der Ascorbinséure entsprechenden —von den
storenden Substanzen vollkommen abgetrennten — Osazons kann vermittels
eines Densitometers unmittelbar am Papier oder nach Herauslésung der Flecke
durch Messung der Extinktion bestimmt werden:

Mit der Methode kann die zugefiigte Vitamin-C Menge auch in-grossere
Mengen stdrender Substanzen enthaltenden-Stoffen mit einer Fehlergrenze von
max. * % bestimmt werden.
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METHOD FOR THE DETERMINATION OF THE CONTENT OF VITAMIN
C BY THE PAPER CHROMATOGRAPHIC SEPARATION OF THE
OSAZONES IV.

SEPARATION OF THE OSAZONES BY PAPER CHROMATOGRAPHY AND
QUANTITATIVE DETERMINATION OF ASCORBIC ACID

K mSzotyori

A method suitable for the paper chromatographic separation and quantita-
tive determination of the osazone of dehydroascorbic acid formed by the oxi-
dation of ascorbic acid has been evolved by the author. The osqzones prepared
by the Roe method are filtered, dissolved in ethyl acetate, and separated in a
paper chromatographic way, by chromatography with two solvent systemts.
The quantity of the osazone which can be completely separated from the inter-
fering substances and which corresponds to the amount of ascorbic acid, is deter-
mined with the aid of a densitometer, directly on the paper or indirectly, by
extracting the spots and measuring the extinction values of the extracts.

By the suggested method, the amount of vitamin C added, can be determi-
ned with a maximum deviation of + 10%, even in the presence of great amounts
of interfering substances.

PROCEDE POUR LE DOSAGE DE LA TENEUR EN VITAMINE CPAR LA
SEPARATION DES OSAZONES PAR LA CHROMATOGRAPHIE DU
PAPIER

Il. SEPARATION DES OSAZONES PAR CHROMATOGRAPHIE
ET DOSAGE DE L’ACIDE ASCORBINIQUE

K. Szotyori

L’auteur a élaboré un procédé pour la separation et le dosage par la Chroma-
tographie au papier de I’0osazone de I’acide dehydroascorbinique qui se forme par
I’'oxydation de l’acide ascorbinique. Elle sépare aprés filtration, les osazones
obtenur par le procédé Roe, dissous dans de I’acétate d’éthyle, par la Chromato-
graphie en deux mélanges de solvants. L’osazone correspondant & I’acide ascor-
binique, qui se sépaare complétement des matiéres perturbatrices, peut étre dose
directement sur le papier par densitométrie ou bien par élution des taches et
mesurage de I’extinction.

Par ce procédé I’'on peut doser la quantité d’acide ascorbinique ajoutée
avec un écart maximum de + 10% mérne dans des matiéres contenant des corps
perturbateurs en grande quantité.



