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A kromatogréafias eljarasok egyre nagyobb teret hdditanak a vitaminok
analitikajaban is.

Elterjedésik oka az, hogy az élelmiszerek vitaminok mellett rendszerint
sok olyan zavard anyagot tartalmaznak, melyekt6l a hagyoményos elvalasztasi
modszerekkel csak nagyon kdriilményesen és csak részben lehet az értékes anya-
got megszabaditani.

Szamos kromatografids modszert dolgoztak ki a C-vitaminnak zavar6 anya-
goktol torténd elvalasztasara is.

A szerz6k egy része kdzvetlenil a vitamin tartalm( kivonatot kromatogra-
falja. llyen Strohecker és munkatarsai (1), Herrmann és Zobel (2, 3) paplrkroma-
tografias és Crossland (4) oszlopkromatografias eljarasa. Ezeknél a modszereknél
a C-vitamin megovasa okoz gondot. Emiatt az eljarasok hosszadalmasak, kéril-
ményesek, kilonleges felszerelést igényelnek.

Mas szerz6k az aszkorbinsavat (AS) el6szor oxidaljak és a keletkezd de-
hidroaszkorbinsavnak (DAS) 2,4-dinitrofenilhidrazinnal nyert oszazonjat (Roe
és Kuether (5) valasztjak el kromatografias uton a jelen levl cukorfelesegek
oszazonjaitdl es az egyeb karbonilok fenilhidrazonjaitol. Ezt a reakcidt hasznal-
jak fel Sz6ke Szotyori (6) papirkromatografias, Strohecker és Pies (7), Vuilleumier
és munkatarsai (8) rétegkromatografias maédszereiknél.

Az élelmiszerbdl a C-vitamin kivonasira és az oszazonok levalasztéséra
Sz6ke Szotyori (6) altal javasolt eljaras megfelelonek bizonyult. Modszerét azon-
ban nehézkessé teszi a papirkromatografias eljaras, amellyel a DAS-oszazont a
zavard anyagoktol elkiloniti. Megfelel6 elvalasztast ugyanis csak (gy tud
elérni, hogy a felvitt anyagot kétszer, két kiilonb6z6 olddészerkeverékben futtatja.
Kisérleteink szerint az igy ka?ott DAS-oszazon foltok alakja elnyulé, szine
halvany és ezért nehezen ertékelhetdk (1. abra).

Megprobaltuk az oszazonok szétvalasztasat rétegen, a Strohecker-ék (7)
altal javasolt futtatd keverékben is. Az eljaras igy lényegesen révidebb, de a
foltok egybefolynak s a DAS-oszazon halvany rdzsaszinl foltjat erésen fedi a
zavar6 anyagok sarga szine (2. abra).

Vuilleumier és munkatarsai (8) altal leirt modszer olyan hosszadalmas,
azonkivil anyag és felszerelés igényes, hogy sorozatvizsgalatokra semmiképpen
sem alkalmas.

Celul tliztik ki olyan rétegkromatografias eljaras kidolgozasat, amely egy-
?z?tr_l'j,_tge/ors és megbizhatdan elvélasztja a DAS-oszazont a zavaré anyagok
oltjaitol.

A modszer elve: Oxalsav és etanol eleg&/ével oldjuk ki a C-vitamint. A kivo-
natot brdmmal oxidaljuk, majd az igy keletkezett DAS-bol 2,4-dinitrofenil-

* A vizsgalatokban részt vett: Szarfoldi Jozsefné, Kovacs M iklosné és Gabor Istvdnné.



hidrazinnal oszazont képeziink. Az oszazon csapadékot etilacetatban oldjuk, s a
zavard anyagoktol rétegkromatografia segitségével valasztjuk el, mennyiségét

vele parhuzamosan futtatott, ismert koncentracioju DAS-oszazon foltokkal
tqrténd o6sszehasonlitas Gtjan allapltjuk meg.

7. abra
Dehidroaszkorbinsav-oszazon papirkromatogramja Széke Szotyori (6) szerint

2. é&bra
Sok zavar6 anyagot is tartalmaz6 C-vitamin tartalmd minta
rétegkromatogramja Strohecker (7) szerint

Kémszerek:

1%-o0s vizes oxalsav oldat és 96%-os etilalkohol 1: 1 ardnyu elegye,

4,5 n kénsav,
2,4- d|n|trofen|Ih|dra2|n 2%-0s oldata 9 n kénsavban, hasznalat el6tt ha

szukseges leszlrendd.
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Telitett bromos viz.
Tiokarbamid 1%-os vizes oldata.
Etilacetat.

/hittato keverék:

Benzol-aceton-piridin (80 : 12 : 8). A piridin pontos adagolasa pipettaval
torténjék!

Réteg:

0,25 min-es Kieselgel G réteg (20x20 cm-es Uveglapon).

El6készités:

Az elGzetesen aprora vagott vagy poritott és homogenizalt mintabol a var-
hatéd C-vitamin tartalomtdl fliggéen 0,5-20 g-ot mériink be 0,01 pontossaggal.
Az anyagot 1%-0s oxalsav és 96%-0s etanol 1: 1 ardnyu elegyével 100 ml-cs
Stift lombikba mossuk, jelig téltjuk és alaposan Osszerdzzuk. 5—10 percig

allni hagyjuk, mikdzben a razogatast tobbszor megismételjik. Ezutan vagy
lecentrifugaljuk, vagy sz(r8papiron atsz(rjik.

Meghatérozés

Az alkohoi-oxalsavas kivonatbol szlrés vagy centritugalds utjan nyert
oldat 5 ml-ét (mely legalabb 100—150 jug AS-t tartalmaz) kémcsébe pipettaz-
zuk. Hozzaadunk néhany csepp telitett bromos vizet, majd 5—10 perc varakozas
utan a foloslegben levd bromot par csepp tiokarbamid oldattal elbontjuk. Ez-
utan hozzaadunk 5 ml 2,4-dinitrofenilhidrazin reagens oldatot és dsszerazas utan
a kémcsoveket .37 °C-os vizet tartalmazé f6z6poharba helyezzilk, malid a poharat
3 0ran at 37 °C-ra beéllitott termosztatban tartjuk. Ezt kdvetden a kémcsoveket
hideg vizben leh(tjik és a kivalt oszazonokat gyenge vakuum mellett G4-es
tivegsz(irén leszirjuk. A csapadékot 4,5 n kénsavval addig mossuk, mig a lecse-
pegd oldat mar nem sarga szin(i. Ezutan desztillalt vizzel tobbszor atoblitjuk és
szarazra szivatjuk.

A csapadékot etilacetattal oldjuk le. Az olddszert apro részletekben &ntjik
a sz(irGre, és rovid varakozasok utan szivatjuk le. Teljes leoldas utan az oldat
térfogatat 25 ml-re egészitjuk ki. Az oszazonok etilacetatos oldata h(it6szekrény-
ben tébb napig valtozatlanul eltarthat6. Ennek az oldatnak 0,5-2,0 fig AS-t
tartalmazo alikvot részet (legfeljebb 0,1 ml-ben) vissziik fel az el6z6 nap elke-
szitett Kieselgel G rétegre. A réteget elézetesen aktivalni nem kelll A mintak
rétegre vitelét 50 —60°C-os levegd arammal torténd szaritassal gyorsitjuk.

A kromatografalast el6zéleg szlr6papirral gondosan kibélelt és 100 ml
futtatd keveréket tartalmaz6 vegkadban végezziik. Az olddszer frontot egé-
szen a réteg fels6 széléig futtatjuk, a futtatas ideje kb. 60 perc.

A szétvalasztott foltok élesen hatarolt kdralakuak, a DAS-oszazon foltja —
a jelenlevd piridin hatasara - kékes lila, igy jol megkilonboztethet a zavard
anyagok sarga, narancssarga és vilagoskék foltjaitol (3. abra).

A foltok kiértékelésére egy félkvantitativ modszert alkalmaztunk. A rétegre
az ismeretlen vizsgalati mintabol harom kiilonbdz6 oldatmennyiséget vittink
fel, a novekvd koncentracio sorrendjében. E foltok kozé —a varhatd C-vitamin
tartalomnak megfeleléen — ismert koncentracidji, a mintaval azonos maédon
kezelt és tiszta aszkorbinsavbol eldallitott DAS-oszazon oldatot vittink fel,
ugyancsak a névekvd koncentracié sorrendjében. A kromatografalas utan a stan-
dardok és a mintabol nyert DAS-oszazon foltok nagysagat és er@sségét ossze-
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hasonlitva, az ismeretlen oldat koncentraciéja megallapithatd. Célszer(i a bira-
Iatog tobb személlyel elvégeztetni és az igy nyert értékek atlagat venni figye-
embe.

Az (j eljardst kiprobaltuk tdbb friss, mélyh(itott és hokezelt terméknél oly
maédon, hogy minden mintabdl parhuzamosan masik két hagyomanyos modszer-
rel is meghataroztuk a C-vitamin tartalmat. Az &sszehasonlitd vizsgalatokra
Tillmans ?9) titrimetrias, valamint Spanyar és munkatarsai (10) intézetlinkben
korabban kidolgozott fotometrias eljarasat hasznaltuk.

A vizsgalatokhoz a homogenizalt mintdkb6l minden modszerhez négy be-
mérést készitettlink és minden beméréshél két parhuzamos vizsgalatot végeztiink.
A kapott eredményekbdl kiszdmoltuk minden mintanal a mddszerek szorasat.

3. ébra
Sok zavar6 anyagot is tartalmazé C-vitamin tartalmd minta rétegkromatogramja
az 0j eljaras szerint

Ezeknek a vizsgalatoknak az eredményeit tartalmazza az 1 tablazat.

A tablazatban feltintetett atlagértekek kozott egyedil a paradlcsompure-
nél tapasztalunk nagyobb eltérést. Itt a rétegkromatografias dton nyert értékek
Iényegesen kisebbek, mint a masik két modszerrel ka I|oott eredmények. Valoszind-
nek latszik, hogy a kisebb értékek a helyesek, mivel sok zavaré anyagot tartal-
mazo, hokezelt termékrél van sz6 és feltehetden a masik két modszerrel ezek
egy részét is mint C-vitamint mértik.

Ennek a feltevésnek az igazolasa tovabbi kisérleteket igényel.

A téblazatbol lathatd, hogy az (j modszer szérasa valamivel nagyobb,
mint a masik két médszeré. Ez varhato is volt, hiszen a rétEgkromatografias
eljaras, a kiértékelés madja miatt fél kvantitativ modszernek tekinthetd.

Vitathatatlan el6nye azonban, hogy sok zavar6 anyag esetén is biztonsagos,
szemmel lathat6 elvalasztéast ad.

Az adatok alap{an (a paradicsompiirét figyelmen kivil hagyva) elvégeztiik
a kilonboz6 vizsgalati modszerek atlagértekel kozott mutatkozo kiilonbségek
szignifikancia vizsgalatat. A statisztikal probak eredmeényeit a 2. tablazat tar-
talmazza. Természetesen messzemend kovetkeztetéseket levonni a kozdlt né-
hany minta vizsgalata alapjan nem lehet. _
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Friss kelkdposzta

atlag

Friss zéldpaprika

atlag

Friss citromlé

atlag

Osszehasonlité C-vitamin vizsgalatok

Tillmans
moédszerrel
9
mg%

45,7
45,9
47,2

Friss paradicsompaprika 1735

atlag

Fagyasztott malna

nem
titral-
haté

a,a'-dipiri-

diles méd-

szerrel (10)
mg %

38,1
40,0
41,1
42,6
40,0
38,1
40,9
40,0

40,1
151

7. tablazat-

Réteg-
krorr ato-
grafidsan

mg%

46,1
42,4
43,8
49,9
55,6
45,8



1. tdblazat folytatasa

\ Tillmans a,a'-dipiri- Réteg-
mddszerrel diles méd- kromato-
(g% szerrel (10) grafidsan
mg% mg% mg%
33,7 32,8 36,1
33,4 33,6 34,4
30,8 32,7 36,8
Fagyasztott karfiol 30,7 33,0 34,2
32,8 34,3 34,2
32,6 351 31,7
32,6 32,6 32,7
32,4 - 34,1
atlag 32,4 33,4 343
S 1,09 0,95 1,64
45,7 55,6 21,6
48,3 56,0 19,0
46,2 54,8 20,9
Paradicsompliré konzerv 43,1 55,1 22,2
42,6 57,5 18,8
41,1 57,5 17,9
42,1 57,7 22,3
40,6 - 22,6
atlag 43,7 56,3 20,7
§ 2,72 1,23 1,83
2. tablazat
A statisztikai vizsgalatok eredményei
A Tillmans-féle és a  Az«,a'-dipiridiles ésa A Tillmans-féle és az
rétegkromatografias  rétegkromatografias a,a’-dipiridiles
maodszerekkel kapott moddszerekkel kapott ~médszerekkel kapott
Minta atlagértékek kozott atlagértékek kozott atlagértékek kozott

az eltérések
t szignifikancia
szintje 100 p.

az eltérések
t szignifikancia
szintje 100 p.

az eltérések
t szignifikancia
szintje 100 p.

Friss kelkaposzta 1,066 68,2 4,090 99,7** 8,542 >99,9%**
Friss z6ldpaprika 3,909 99,8** 9,947 >99,9%** 8,230 >09,9***
Friss citromlé 1,926 90,5 5,419 >99,9*** 13410 >99,9%**
Friss paradicsom-

paprika 4,500 99,8** 3,104 99,2** 13,118 >09,9***
Fagyasztott malna - - 2,479 97,3* _ —
Fagyasztott karfiol 2,730 98,3* 1,275 77,7 1,880 91,8

Lathaté azonban, hong barmelyik két modszert hasonlitjuk egyméshoz,
legtdbb esetben van szignifikans kilénbség a kiillonbozé eljarasokkal nyert atlag-
értérek kozott. Az eltérések mértéke anyagonként mas és mas. Ennek oka rész-
ben a C-vitamin kivonasara hasznalt savak (oxalsav, ecetsav) eltér6 kioldo és
stabilizal6 hatasaban, részben a meghatarozasok sajat hibajaban kereshet6.
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Tudjuk azt, hogy a Tillmans-féle modszer szines anyagok vizsgalatara alkal-
matlan, de még tiszta folyadékok titralasanal sem ad éles atcsapast, s emellett
az esetleg jelen levd reduktonok meghamisithatjdk az eredményt.

Az a,a’-dipiridiles fotometrias eljarasnal a reduktonok értekét csak meg-
kozelitéen vesszilk figyelembe. Molekulasulyukat ugyanis nem ismerjik, igy
onkényesen valasztott molekulastllyal, az aszkorbinsav molekulastlyaval sza-
molunk. Ennek értéke a reduktonok atlagos molekulasulyatdl esetenként, kii-
16nbdz6 mértékben eltérd lehet, s ez az eredményt meghamisithatja.

Megbizhat6 adatokhoz csak akkor juthatunk, ha a reduktonokat a vizsgalat
soran ténylegesen elvalasztjuk. A rétegkromatografias eljarassal ez elérhetd.

Vizsgalataink alapjan megallapithatd, hogy az Uj rétegkromatografias elja-
ras alkalmas a C-vitamin ?yors vizsgalatara. A felhasznalt olddszerkeverékben
torténé egyszeri futtatassal —sok zavard anyag jelenléte esetén is —a DAS-
ESfﬁz?p foltja élesen elkuldnil az egyéb anyagok foltjaitol és igy kdnnyen érté-

elhetd.
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BbICTPOE OMPEAENEHNE BUTAMWHA -C B MULWEBBLIX MPOAYKTAX
MOMOLLIO CNOUCTON XPOMATOIPA®UI

ABTOpP Npou3Bes OKWC/EHUE acKOPBUHOBOW KMCMOTbI B BUTaMUH- C cogep-
)KalleM 3KCTpaKTe MULLEBbIX MPOAYKTOB, MOTOM 06pa30oBan 0Ca3oH U3 06pasyto-
LLerocs 4ermapoackopbyHOBO KNCMOTbI. 3TO MOMOLLIO CIOUCTON xpomaTorpa(%MM
OTAEMMN 0T MELIAKLEro BewecTsa. HaagxkHoe 0TAeneHue nomyunn OfHOKPATHON
HaBOAKOW CMecn GeH30/MballToH — nupuanHa (80 : 12 : 8) npumeHseMoil B Ka-
YeCTBE HaBO/|HOO BELLIECTBA — B C/lyyae NPUCYTCTBUS eLLE PasHbIX MeLLatoLLnX
BELLEeCTB —

MatHa ocasoHa JAC pesko orpaHuyeHbl Kpyroo6pasHoii (hopmoit v no Bns-
HUIO NWpUAMHA npuobpeTaeT CuHe-(MONeToBbIM LBET. CofepxaHue BuTammH-C
Cc 06pa3sLioB OTAEMNN MONYKBAHTUTATUBHBIM METOLOM.

DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE SCHNELLBESTIMMUNG
VON VITAMIN C IN LEBENSMITTELN

O. Petré
Der Verfasser reduzierte die Ascorbinsdure im Vitamin C-haltigen Extrakt
der Lebensmittel, hernach bildete er aus der enstehenden Dehydroascorbinséure
das Osazon. Dasselbe wurde von den stdrenden Begleitstoffen diinnschicht-
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chromatographisch getrennt. Die als Fliessmittel verwendete Mischung von
Benzol-Aceton-Pyridin (80: 12:8)-gab bei einmaligen Hochsteigen - selbst im
Falle noch vieler anderer stérender Substanzen —eine zuverldssige Trennung.

Der Fléck des DAS-Osazons ist scharf umrandet, kreisformig und durch den
Einfluss des anwesendem Pyridins blau-lila gefarbt. — Der Gehalt der Proben
an Vitamin Cwurde durch eine halbquantitative Methode bestimmt.

RAPID DETERMINATION OF VITAMIN C IN FOODS
BY THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY

O. Petr6

In the food extracts containing vitamin C, ascorbic acid was oxidized by the
author, then the formed dehydroascorbic acid was converted into osazone. Sub-
sequently, the osazone was separated from the interfering substances by means
of thin-layer chromatography. With one single run, reliable separation could be
achieved even in the presence of a number of interfering substances, on using a
80:12:8 mixture of benzene: acetone: pyridine as a running agent.

The spot of the osazone of dehydroascorbic acid showed sharp borders, was
of circular form and on the effect of the pyridine present it showed a bluish violet

tint. The ascorbic acid content of the samples was determined by a semiquanti-
tative method.

DOSANGE RAPIDE DE LA VITAMINE-C DANS LES DENREES ALIMEN-
TAIRES PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE

0. Petro

L auteur a oxydé I’acide ascorbonigue dans les extraits des denrées aliinen-
taires contenant de la vitaminé C puis il a transformé I’acide dehydroascorbique
en un osazone. Ila séparé ce corps des matieres troublantes par Chromatographie
en couche. Le melange de benzene-acétone-pyridine (80:12:8) a d$nné, méme en
présence de beaucoup de matiére troublante, une isolation sure, méme & la pre-
miére épreuve.

La tache de I’osazone DAS a des contours nets, eile est circulaire et d’une
conleur lila-bleudtre & cause de la pyridine présente. Il a exécuté le dosage de la
teneur en vitamine-C des échantillons par une méthode demiquantitative.

FERREN, W. P.-SHANE, N. A: rozni. A szerzék egyszer(sitett mod-

Differencial-spektrométeres eljaras kof-
fein meghatarozasara kavébol és gyogy-
szerkeverékbo'l

Differential Spectrometric Determina-

tion of Caffein in Soluble Coffee and in
Drug Combinations

J. A O. A C 51, 573, 1968.
Termeészetes anyagokbol a koffeint
csak kimerit§ elvalasztasi miveletek

(folyt, ellenaram( extrakcio, kroma-
tografia stb.) utan tudjuk meghata-

4 Elelmiszervizsgalati Kozlemények

szere;: NH3val IGgositott 5 ml-nyi fo-
lyadékbdl 3x25 ml CHClg-mal kiraz-
zak a koffeint. Ezt 10x-esre higitjak
metanollal, majd 20—20 ml-t 10 ml
12n HCl-val (A) és 10 ml vizzel (B)
elegyitenek. A-t az 0Osszehasonlito-,
B-t a mérGcellaban 283 mm-en érté-
kelik, kalibralt diagrambol. Az izosz-
beszt pont felhasznalasaval, és az ab-
szorpcio pH-flg ?ese alapjan az elelmi-
anyagokban elofordul6 zavar6 vegyu-
letek hatésa kikiszobolhetd.

Kismarton K. (Miskolc)
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