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Az aszkorbinsavnak biol6giai anyagokban val6 meghatarozasara igen
elterjedt a Roe és munkatéarsai &ltal kidolgozott eljaras (1), amely az asz-
korbinsav oxidalt alakjanak, a dehidroaszkorbinsavnak és a 2-4-dinitro-
fenilhidrazinnak reakci6jan alapszik.

Az eredetileg vérre és vizeletre kidolgozott Roe—Kuether-féle aszkor-
binsav meghatarozasi mdédszernek novényi anyagokra valé kiterjesztését
maguk a szerz6k is csak ovatosan ajanljak, mivel a révidebb hullam-
hosszon maximummal jelentkez6 egyéb, biol6giailag nem hatadsos vegyl-
letek osazonjai a mérést nagymeértékben befolyasoljak.

A nem-specifikus reagenssel térténé aszkorbinsav-meghatarozés
pontossagara nézve mar tobb aggaly merult fel. Probst és Schnitze (2) oszlop-
kromatografias elvalasztas alapjan szdmos osazont kiilonitett el a vizeletbdl.
Ulmann (3), Schmidt (4) és méasok is targyaltdk a mddszer hidnyossagait.
Novényi anyagoknal Gordon és Noble (5) vizsgaltdk meg a maédszer speci-
fikussagat és elsésorban a dehidroaszkorbinsav meghatarozasanal talaltak
nagy kilonbséget a valodi és latszolagos &szkorbinsav-tartalom ko6zott.

Mindezeken tilmenden a [oe-féle moddszernek a Kivitelezés szem-
pontjabél nagy hatrdnya, hogy a 2-4-DNFH oldasara 85%-0s kénsav
szlikséges, amit jeges hiités és allandé kevergetés mellett kell adagolni
az elszenesedés elkeriilésére. Szerz6k szerint a reakci6 létrejottében a kén-
savnak fontos szerepe van. Valészinlinek tartjak, hogy a kénsav nemcsak
mint oldészer, hanem mint dehidratalészer is szerepel (6), ugyanis a kénsav-
koncentracié csdkkenésével a voros szin eltlinik. Szerzék feltételezik, hogy
a kénsav a zavaré anyagok hatdsanak kikiiszobolésében is fontos szerepet
jatszik. A ndvényi és allati szovetekben jelenlev6 egyéb aldéz és ketdz
tipust vegylletek sdrga vagy barna osazont adnak, ezeknek szininten-
zitdsa bizonyos id6 mulva csékken (7) a leolvasasra alkalmazott nagy
savkoncentracié mellett, minthogy a kénsav felbontja a DNFH-kotést.
Ezért az extinkcié leolvasasat 30 perccel az oldas utdn végzik el.

El6z6 kozleményinkben megallapitottuk (8), hogy néhany vizsgalt
novényi anyagnal nincs lényeges kilonbség a Roe-iele modszerrel el6-
allitott osazonok extinkcidjaban alkoholos és kénsavas oldas esetében.
Hasonl6 jelenségre egyébként a modszer kidolgozéi (7) is felhivjak a fi-
gyelmet, azonban az extinkci6s gorbe egyezését kilonféle sav alkalma-
zasakor véletlennek tulajdonitjak.

Az altalunk olddszeril javasolt alkoholos oldas nagy poliszaharid
tartalmd novényi kivonatoknéal és nagy fehérje tartalmu allati szévetek
extraktumainél az emlitett nagymolekuldji anyagok kicsap6déasat okozza,
s fgy nem minden ecetben alkalmazhat6. Ezért megvizsgaltuk, hogy a
jRoe-féle mdédszernél a zavaré anyagok hatdsa milyen mértékben befolya-
solhato ecetsavval, illetve az eredeti mdédszerben szerepl6 kénsavval. A kérdés
més Gton valé wzsgalatara kulénféle anyagokbol papirkromatografias
modszerrel izolaltuk az osazonokat, és allapitottuk meg a nem-aszkorbin-
sav osazonok zavard hatasat.

121



Vizsgalati mdédszerek

Kulénféle friss és tarolt ndvényi élelmiszerek ecetsavas kivonataibdl
Roe és Kuether (6) moddszerével osazont képeztink. Az aszkorbinsav ki-
oldasara 1%-os ecetsavat hasznaltunk, az oxidaciét brémos vizzel végeztik,
a folés bromot tiokarbamid-oldattal tavolitottuk el. Az inkubalas 2-4-di-
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nitrofenilhidrazinnal (2-4-DNFH) 37 C°-on 3 6raig tortént. A keletkezett
osazonokat leszlirtiik, és a csapadékot etilacetatban feloldottuk. Az oldatot
Na2504-tal viztelenitettuk.

Az osazonok elvalasztasara Patschky (9) altal javasolt klérbenzol-
kloroform-elegy nem felelt meg céljainknak, mivel a 0,18—0,20 R/-érték(
aszkorbinsav osazon ebben az olddszerkeverékben nem vélik el megfele-
16en. Az &ltalunk kidolgozott klérbenzol:etilacetat:kloroform = 2:1:1 aranyd
elegyével kielégit6 mérték( elvalast sikerdlt elérni.



Vizsgalati eredmények

Az 1., 2. és 3. abra néhany ndvényi anyag extraktumahol keletkezett
osazonok extinkciés gorbéjét mutatja. Amint lathatd, nincs Iényeges
eltérés a mérésre hasznalt hullimhosszaknal a gorbék lefurdsdban a jég-
ecetes és kénsavas oldatok extinkcidja koézott. A paradicsomnal a jelleg-
zetes aszkorbinsav-osazon gorbét6l valo eltérés zavaréd anyagoknak nagyobb
mennyiséghben val6é jelenlétére utal.

CSIPKEBOGYO OSAZONOK
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A 4., 5 és 6. kromatogram a paradicsoms(ritménybdél, zdldpapri-
kabol és pritaminb6l képz6dottt osazonokat mutatja. Dehidro-jel6léssel
a dehidroaszkorbinsavbdl, osszes-jellel az o0ssz-aszkorbinsavb6l brémos
oxidalas utan képz6dott osazonok foltja lathaté. Spanyar és munkatarsai
(10) altal kidolgozott eljaras szerint a dehidroaszkorbinsavnak ldgos ko-
zegben valo6 elroncsoldsa utan a zavaré anyagokat reagaltattuk 2-4-DNFH-
nal. Zavaré-val jelélve az ilymoédon keletkezett oldhatatlan vegyiletek
elvalasat lathatjuk.
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A vizsgalt névényi anyagoknéal altaldban a kdvetkezd foltok jelentek
meg: a startvonalnal egy narancssarga folt, az R/ 0,35—0,40-nél és R/
0,56—0,58-nal egy-egy sarga osazon, R/ 0,71—0,73-nal az aszkorbinsav-
vOros osazonja, végil az Rf f0,81—0,83-nal egy sarga szinl osazon. Az oldo-
szer-frontnal a reagens-felesleg jelenik meg. A sarga foltok valo6szin(leg
cukor-bomlastermékek osazonjai. Vizsgalataink szerint ugyanis a glukéz,
a fruktéz, xyléz és arabin6z osazonjai 7?oe-mdédszer szerint el6allitva és
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apirkromatografiasan elvalasztva 0,40—0,80 Rj teriletén hasonlé sarga
oitokban jelennek meg.

A 4. 4brén az R/ 0,56—0,58-as sarga osazon nem jelenik meg, azonban
az R/ 0,90—0,93-n&l az aszkorbinsavéval azonos szinli osazon lathato,
bz utébbi valészinilileg valamely aszkorbinsavizomer osazonja. Vizsgéala-
taink szerint a 2-3-diketogulonsavb6l Penney (11) eljarasa szerint el6-
allitott osazon az elméleti megfontolasnak megfelel6en teljesen azonos
R/-0 az aszkorbinsavéval a hasznélt olddszerkeverékben, igy egyéb izomer
jelenlétét kell feltételeznink. A ldgos aszkorbinsavroncsolads utan kelet-
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kezeit osazonok képe a zavar6 anyagok mennyiségének megnovekedése
mellett arra is mutat, hogy egyes esetben az &szkorbinsav elbomléasa sem
megy végbe teljes mértékben.

Az 5. abran zoldpaprika osazonjainak képe lathat6. Itt az aszkorbin-
savnal nagyobb R/-G vOrds osazon jobb elvalasztésa érdekében az etilacetat
mennyiségét az eredeti elegyre szamitva 25%-r6l 15%-ra csdkkentettiik.

A kromatografias kép alapjan jol lathat6, hogy mig a startvonalnal
levé zavaré anyag mennyisége csOkkent, ligos kezelés hatasara a nagyobb
R/ értéki osazonok mennyiségek ismértékben megnévekszik. Emellett a ligos
roncsolas hatédséara itt sem bomlott el az aszkorbinsav teljes mértékben.

A 6. 4bran lathatd, hogy pritaminban a brémos oxidacié kdvetkeztében
megnd a startvonalnal, valamint a cukorbomlastermékek helyén meg-
jelené sarga osazonok mennyisége. Hasonld tipust vegyiletek keletkezését
kell feltételezniink, ha az aszkorbinsavnak liggal térténdé elroncsoléasa
utan csak a zavar6 anyagokat reagéaltatjuk 2-4-DNFH-nal. A sarga foltok
csak a 2-4-DNFH-nal valé reakciotermékek lehetnek, mivel a reagens
nélkil kezelt ldgos extraktumban szines anyag nem keletkezik.

A zavar6 anyagoknak az extinkcidra gyakorolt hatds meértékét
Ggy éallapitottuk meg, hogy a szétvalt foltokat etilacetatban oldottuk,
az oldoszert szobah6mérsékleten elparologtattuk, s a maradékot a Roe-
féle modszerben leirt mddon 4%-os trikldrecetsav és 85%-os 1:1 ardnyl
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CSIPKEBOGYO OSAZONOK

elegyében oldottuk. Az igy elkészitett oldatoknak extinkciéjat D. U.
Beckman spektrofotométerrel mértik 530 m/x-nal.

A 7. abréan jellegzetes extinkciogorbéket latunk a zavaré anyagokrol.
A teljes gorbék alapjan lathaté, hogy bar a zavaré anyagok osazonjainak
nincs extinkciés maximuma, a mérésre javasolt 530—540 m/x-nal mégis
befolyéasoljak az extinkciot.

Az 1. tdbldzatban a zavaré anyagok extinkci6jat és az aszkorbinsav
folt extinkci6jat adjuk meg néhéany élelmiszernél. Az értékek alapjan
megallapithaté, hogy a zavaré anyagok milyen mértékben befolyédsoljak
az extinkcio mérését. Mint lathatd, az ossz-aszkorbinsav meghatarozasanal
altaldban csokken a zavar6 anyagok szadzalékos befolydsa a megndveke-
dett aszkorbinsav -extinkci6 kovetkeztében. A zavar6 anyagoknal nem
végeztik el a szamitadst, mert egyrészt nem minden esetben kdvetkezett
be az aszkorbinsav elroncsoldsa, masrészt az aszkorbinsav helyén is meg-
névekedett a zavaré anyagok mennyisége. igy ezek nem értékelhet6k
azonos modon.
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7. tablazat

Nem aszkorbinsav Aszkorbinsav A zavar6 anyagok
osazonok osazonok extinkciéjanak
befolyasa

Vizsgalt anyagok az aszkorbinsav

extinkci¢jara

Extinkcidja % -ban

Paprika

Dehidroaszkorbinsav 0,050 0,245 20,4

Osszes aszkorbinsav 0,048 0,700 7,2

Zavar6 anyagok 0,070 0,127 —
Csipkebogyd

Dehidroaszkorbinsav 0,117 0,300 39,0

Osszes aszkorbinsav 0,130 0,556 23,4

Zavar6 anyagok 0,101 0,075 -
Paradicsom (stiritmény)

Dehidroaszkorbinsav 0,0.50 0,265 19,4

Osszes aszkorbinsav 0,070 0,505 13,7

Zavar6 anyagok 0,115 0,090 —
Zdldbab

Dehidroaszkorbinsav 0,111 0,355 30,8

Osszes aszkorbinsav 0,115 0,539 21,3
Zavaré anyagok 0,056 0,359

Méréseinkkel sikeriilt egyszer(ibb, a kés6bbiekben esetleg kvantitativ
meghatarozasra alkalmas papirkromatografias maodszerrel megerdsiteni
azt a feltevést, hogy a novényi anyagokban a ndvényfajtatél fliggben
kulénb6z6 mennyiségli, biolégiailag hatastalan, de 2-4-DNFH-nal reagél6
anyag van jelen. Ezeknek az anyagoknak mindsége és mennyisége szamos
tényez6 fliggvénye, és igy el kell vetniink azt a feltevésiinket, hogy a Boe-
féle modszer minden novényi és allati szévet C-vitamin-tartalméanak mé-
résére egyetemesen alkalmazhaté eljards. A kémiai viselkedés szempont-
jdbdl kbzel azonos vegyililetcsoportok, mint pl. cukrok, aminosavak elem-
zéséhez hasmil6éan, csak a teljes elvalasztas vezethet a C-vitamin mennyi-
ségének pontos meghatdrozdsdhoz. A kdénnyen bomlé aszkorbinsav helyett
osazonjanak kvantitativ mérésre valo felhasznaldsa irdnyéban a kisér-
letek folyamatban vannak.

Megéallapitdsaink mellett elérebocsajtjuk, hogy hasonlé tipusd vizs-
galataink, amelyeket vérrel és allati szervekkel végeztink, kedvez6bb
képet mutatnak, mivel a triklérecetsavval deritett kivonatokban joval
kevesebb zavaré osazon jelenik meg.
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ANWENDUNG DER ROE’SCHEN ASCORBINSAUREBESTIM-
MUNGSMETHODE AUF PFLANZLICHE STOFFE

K. Szbke

Verfasserin priufte den Einfluss der die Ascorbinsédurebestimmung
storenden Stoffe in pflanzlichem Material mit der Methode von Roe und
Kuether. Sie stellte fest, dass die Extinktionskurve des Osazons in pflanz-
lichen Stoffen oft in hohem Masse von der charakteristischen Kurve des
Osazons der Ascorbinsdure abweicht, welche Erscheinung auf den Einfluss
storender Substanten deutet.

Zur Trennung der storenden Stoffe arbeitete sie eine papierchroma-
tographiesche Methode aus. Sie prufte den Einfluss der Extinktion der
gesondert erhaltenen Osazone auf die Ascorbinsdurebestimmung. Sie stellte
fest, dass die Extinktion des unabgetrennten Osazons in erheblichem
Masse von der Extinktion des echten Ascorbinsdure-Osazons abweicht.
Bei den gepriiften Substanzen kann die Extinktion der fremden Stoffe
die Extinktion des Ascorbinsiduren-Osazons um 20—40% erhdhen.

USE OF THE ROE METHOD OF DETERMINATION OF ASCORBIC
ACID IN THE CASE OF VEGETABLE SUBSTANCES

K. Szbke

On applying the method suggested by Roe and Kuether, the effect
of interfering substances on the deteimination of ascorbic acid in plant
material was subjected to an investigation by the author.

In plant material, the extinction curve of osazone proved to deviate often
to an appreciable extent from the curve characteristic of the osazone ofascor-
bic acid. This definitely points to the presence of interfering substances.

A paper chromatographic method was evolved for the separation
of interfering substances. The effect of the extinction values of separated
osazones on the determination of ascorbic acid was examined. It was
found that the extinction of the unseparated osazone deviates from the
extinction of the true osazone of ascorbic acid to a great extent. In the
case of the substances investigated, the extinction of the osazone of ascorbic
acid proper was increased by 20—40%, due to the presence of alien sub-
stances which also show extinction.

EMPLOI DE LA METHODE DE ROE POUR LE DOSAGE DE L’ACIDE
ASCORBIQUE DANS LES SUBSTANCES VEGETALES

K. Széke (Mile)

L’auteur a étudié & l'aide de la méthode Roe et Kuether I'influence
des substances perturbatrices sur le dosage de Pacidé ascorbique dans
des substances végétales.

Elle a établi que dans les substances végétales la coubre d’extinction
de Posazone difiére souvent considérablement de la courbe caractéristique
de Posazone de Pacidé ascorbique, ce qui indique la presence de substances
perturbatrices.

Pour la séparation des substances perturbatrices eile a élaboré une
méthode de Chromatographie sur papier. Elle a étudié Pinfluence des
osazones séparées sur le dosage de Pacidé ascorbique. Elle a établi que
Pextinction de Posazone non séparé différe grandement de I’extinction
de Posazone de Pacidé ascorbique vraie. Pour les matiéres étudiées Pextine-
tion des substances étrangéres peut augmenter de 20 a 40% Pextinction
de Posazone de Pacidé ascorbique.
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