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technologicznej, kiedy istnieje niebezpieczenstwo ubytku, niekiedy bardzo znacznego,
naturalnej witaminy C. Dlatego tez niezbedne sg metody analityczne umozliwiajace
oznaczenie jej zawartosci w produktach spozywczych. Niektére z metod pozwalajg
oznaczy¢ kwas L-askorbinowy, inne natomiast tgczng zawartos¢ kwaséw L-askorbi-
nowego (AA) i dehydroaskorbinowego (DHAA). Klasyczna metoda miareczkowa wg
Tillmansa [19] polega na utlenieniu kwasu askorbinowego za pomocg 2,6-dichloro-
fenoloindofenolu; metode te wykorzystano tez w Polskiej Normie [17]. W przypadku
oznaczania catkowitej zawartosci witaminy C, kwas dehydroaskorbinowy redukuje sie
najpierw do kwasu L-askorbinowego. Siarkowodo6r stosowany jako reduktor w orygi-
nalnej wersji tego postepowania [19] stwarzat wiele niedogodnosci; jedna z podstawo-
wych wad tego odczynnika, to jego mata wybidrczo$¢ jako reduktora, co stanowi
przyczyne bteddw podczas oznaczania.

Do innych, bardziej nowoczesnych metod oznaczania witaminy C nalezg metody
elektrochemiczne [6], spektrofotometryczne [1, 16, 18], fluorymetryczne [5], wreszcie
metody z zastosowaniem testow enzymatycznych [3] oraz metody potgczonych technik
przeptywowej analizy nastrzykowej i spektrofotometerii [12].

Wysokosprawna chromatografia cieczcowa (HPLC) [7, 8, 9, 11, 13, 20], nalezy bez
watpienia do coraz czesciej wykorzystywanych technik analitycznych stosowanych do
oznaczania witaminy C w réznych produktach spozywczych. Do jej zalet nalezg: wysoka
specyficznos¢, czutos$¢ i tatwos¢ wykonania analizy. Korzystajagc z tej techniki anali-
tycznej mozna stosowaé rézne detektory np.: fluorymetryczny, elektrochemiczny, am-
perometryczny oraz detektor UV [8].

HPLC w odwréconym uktadzie faz, takze z zastosowaniem par jonowych lub na
kolumnach aminowych z detektorem UV, umozliwia bezposrednio tatwe i szybkie
oznaczenie catkowitej zawarto$ci kwasu L-askorbinowego po odpowiednio przeprowa-
dzonej redukcji jego formy dehydro za pomocg np. ditiotreitolu [8, 9] czy DL-homo-
cysteiny [11]. Mozliwe jest réwniez robwnoczesne oznaczenie zarbwno kwasu askorbi-
nowego (AA) jak i dehydroaskorbinowego (DHAA) po przeksztatceniu tego ostatniego
za pomocg dichlorowodorku fenylenodiaminy w pochodng silniej absorbujgcg UV
(3-(l,2-dihydroksyetylo)furo[3,4-b]chinoksalino-l-on) [7].

Celem niniejszej pracy byto opracowanie nowoczesnej metody oznaczania witaminy
C w przetworach owocowych i warzywnych takich jak soki, napoje i nektary, na ktdre
systematycznie rosnie popyt w kraju. Wymadg deklarowania przez producenta na opa-
kowaniach wymienionych produktéw zawarto$ci tej witaminy przemawia dodatkowo za
podjeciem tej tematyki.

Na podstawie przegladu literatury i wiasnych badan wstepnych za najodpo-
wiedniejszg uznano metode oznaczania catkowitej zawartosci witaminy C jako kwasu
askorbinowego technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w od-
wréconym uktadzie faz, z detekcjg w UV idodatkiem DTT (ditiotreitol) jako czynnika
redukujacego.

MATERIALY | METODYKA

Wyposazenie

Wykorzystano chromatograf cieczowy firmy Milton-Roy/LDC  Analytical ztozony
z nastepujacych elementéw: pompy izokratycznej Constametric I, detektora UV Spectro-Moni-
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tor 3100, zaworu dozujgcego Rheodyne 731 z petlg o pojemnosci 20 /xI, kolumny chromatogra-
ficznej Nova Pak RP-C18, Waters z przedkolumng o analogicznych wilasciwos$ciach. Prace zesta-
wu kontrolowano za pomocg komputera z programem sterujgcym i integracyjnym Axxiom727.
Do rejestracji chromatogramoéw wykorzystano drukarke Epson LX-400.

Stosowano ponadto: generator ultradzwiekdéw Btichler, wage analityczng WA34, wytrzasarke
laboratoryjng Lab-line Instruments Inc, mikrostrzykawke Hamilton poj. 100 ul, saczki Schotta
G-2 z zestawem do saczenia pod zmniejszonym ci$nieniem oraz typowe szkto laboratoryjne takie
jak: kolby miarowe, pipety, cylindry miarowe, kolby EHenmayera, lejki szklane.

Odczynniki i materiaty pomocnicze

1. Woda redestylowana znad 0,5 g KMINO4i5 g NaOH (na kazde 2 litry wody destylowanej),
2. roztwor Carreza |: K4[Fe(CN)6] x 2 H20 o stezeniu 3,6g9/100 ml wody, 3. Roztwdr Carreza
Il: ZnS04 x 7 H20 o stezeniu 7,29/100ml wody, 4. Fosforan potasowy | zasadowy (KH2PO4)
cz.d.a., POCh Gliwice, 5. 1,4-ditio-DL-treitol (DTT) 99%, Lancaster, 6. Wzorzec kwasu L-askor-
binowego, Analar BDH, 7. Roztwory robocze kwasu L-askorbinowego w zakresie stezen
0,005-0,020 mg/ml z dodatkiem 0,1% DTT.

Zasada metody

Zasada metody polega na oznaczeniu tacznej zawartosci kwasow: L-askorbinowego i dehyd-
roaskorbinowego w badanej prébce [8, 9]. Kwas dehydroaskorbinowy redukowany jest do kwasu
L-askorbinowego za pomocg ditiotreitolu. Witamina C oznaczana jest technikg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z zastosowaniem kolumny RP-C18 i detektora UV (X 254

Obrébka wstepna badanego materiatu

Soki: 1 ml soku (bezposrednio po otwarciu opakowania) pobierano do kolby miarowej poj.
25 ml, do ktorej uprzednio odwazano 25 mg DTT i rozpuszczano w 10 ml wody. Zawarto$¢
kolby mieszano w tazni ultradzwiekowej w czasie 15-20 sekund. Prébke klarowano dodajac po
0,1 ml roztworéw Carreza |, I, nastepnie uzupetniano wodg do kreski i ponownie mieszano
w tazni ultradzwiekowej. Tak przygotowang probke przechowywano przez 2 godziny bez dostepu
Swiatta w temperaturze pokojowej. Bezposrednio przed wykonaniem analizy chromatograficznej
prébke przesaczano przez bibute.

Nektary i soki przecierowe (0 zwiekszonej zawarto$ci migzszu): Prébke nektaru (1 ml)
wytrzgsano przez 30 min na wytrzasarce mechanicznej przy amplitudzie 2,5 x 100 RPM w 25 ml
kolbce miarowej z dodatkiem 25 mg DTT i 20 ml wody. Kolbke zabezpieczano folig aluminiowa
przed dostepem Swiatta. Dalej postepowano jak z probkami sokow.

Przygotowanie Kkrzywej wzorcowej

Odwazano 5 mg kwasu L-askorbinowego i rozpuszczano w wodzie w kolbie miarowej o po-
jemnosci 100 ml. Nastepnie pobierano po 1, 2 i 3 ml tak przygotowanego roztworu do kolb
miarowych pojemnosci 10 ml, do ktérych dodawano po 10 mg DTT. Zawarto$¢ kolb uzupetniano
wodg do kreski i mieszano w fazni ultradzwiekowej. Stezenie tak przygotowanych wzorcéw
wynosito: 0,005; 0,10 i 0,015 mg/ml. Roztwory przed wykonaniem analizy chromatograficznej
przechowywano przez 2 godziny bez dostepu Swiatta.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Analize chromatograficzng prébek wykonywano w temperaturze otoczenia (20-25°C). Faze
rozwijajacg stanowit 0,5% roztwor wodny KH2PO4 z dodatkiem 0,1% DTT dozowany z predkos-
cig przeptywu 0,3 ml/min. Pomiaru absorbancji w UV dokonywano przy dtugosci fali X 254 nm.
W analogicznych warunkach chromatografowano roztwory wzorcowe witaminy C.

Zawarto$¢ witaminy C w mg/ml prébki obliczano z krzywej wzorcowej za pomoc:| programu
komputerowego wykorzystujgcego nastepujacy wzor:
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w ktorym:

Cwm - stezenie witaminy C w roztworze wzorcowym (mg/ml)
P - powierzchnia piku witaminy C w prébce badanej

Pst - powierzchnia piku witaminy C w roztworze wzorcowym
Vk - koncowa objetos¢ probki po rozcieAczeniu (ml)

V - objetos¢ probki pobrana do analizy (ml).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W badaniach wstepnych na roztworach wzorcowych witaminy C okre$lono warunki
redukcji kwasu dehydroaskorbinowego oraz warunki wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Stwierdzono, ze optymalny czas redukcji wynosi 2 godziny.

Za najodpowiedniejszy eluent uznano 0,5% roztwér wodny KH2P 04 z dodatkiem
0,1% DTT. Przeptyw cieczy z predkoscig 0,3 ml/min okazat sie optymalny, co potwier-
dzono rowniez w przypadku analizy probek fortyfikowanych wybranych do badan
produktéw. Sredni czas retencji kwasu askorbinowego wynosit we wspomnianych wa-
runkach 7,7 minuty. Na rye. 1 przedstawiono przyktadowy chromatogram kwasu askor-
binowego w badanej prdbce.

Przydatno$¢  opisanej procedury  analitycznej do  oznaczania witaminy
C w poszczegblnych rodzajach probek sprawdzono fortyfikujagc probki sokéw, prze-
cieréw i nektarow okreslonymi poziomami witaminy C. W przypadku probek zawie-
rajagcych witamine C, odzysk metody okre$lano w stosunku do teoretycznie obliczonej
zawarto$ci witaminy stanowigcej sume jej oznaczonego stezenia i poziomu fortyfikacji,
przyjmujac te warto$¢ za 100%. Dla okre$lenia $redniego odzysku i powtarzalnosci
postepowania analitycznego wykonano serie oznaczen zawartosci witaminy C
w probkach handlowych przetworéw owocowych, owocowo-warzywnych i warzywnych.
W tabelach I -11 zebrano wspomniane parametry. Jak wynika z danych zawartych
w tabelach, $redni odzysk witaminy C wahat sie¢ w granicach od 92 do blisko 103%
w zaleznosci od rodzaju probki i poziomu fortyfikacji. Wzgledne odchylenie standar-
dowe (wspoOtczynnik zmiennosci) wynosito 0,45-4,32%.

Poziomy fortyfikacji (dla sokéw owocowych 0,10 mg/ml i 1,00 mg/ml soku oraz dla
nektaru i soku pomidorowego 0,05 mg/ml i 0,50 mg/ml soku) dostosowano do ilosci
witaminy C deklarowanej na opakowaniu przez producenta. Wszystkie oznaczenia
wykonywano w 6-ciu powtdérzeniach.

W artosci odzysku witaminy C z prébek takich produktéw jak m.in.: soki owocowe,
lemoniada, uzyskane przez autoro6w prac, na ktdrych opierano sie podczas opracowy-
wania metody oznaczania witaminy C [8, 9] wynosity 90-106%, a wiec byly poréwny-
walne.

W celu obiektywnego wyznaczenia granicy wykrywalnosci i oznaczalno$ci metody
zastosowano postepowanie wg Hadricha i wsp. [10] stanowigce modyfikacje procedury
zalecanej przez DIN oraz Deutsche Forschungsgemeischaft (DFG). Wykonano wiec
po 3 réwnolegte oznaczenia zawartosci witaminy C we wzmocnionym soku jabtkowym
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Ryc. 1. Chromatogram probki soku z czarnej porzeczki oraz wzorzec witaminy C o stezeniu

0,005 mg/ml
Chromatograms of black currant juice sample and vitamin C standard (C = 0,005

mg/mgl)



Tabela

SD -

Odzyskiwalno$¢ i precyzja metody na przyktadzie soku pomidorowego i nektaru marchwiowo-pomaraiczowego (n
powtorzen)
Recovery and precision of the method for tomato juice and carrot-orange nectar (n = 6 paraleli determinations)

odchylenie standardowe
RSD - wzgledne odchylenie standardowe (wspotczynnik zmiennosci)
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Tabela

Kryteria dla metod analitycznych stosowanych w urzedowej kontroli
Criteria for analytical methods using in official control
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Rye. 2. Krzywe odzysku witaminy C z soku jabtkowego

Recovery curves of vitamin C for apple juice

Objasnienia: GO2 graficzne odwzorowanie granicy oznaczalnosci metody

Tabela [11l. Zestawienie niektorych statystycznych danych metody

Yhiyt

G»i

Goi

Go2

Some statistical data of the method

odchylenie standardowe dla wszystkich pozioméw fortyfikacji,

odchylenie standardowe krzywej regresji,

maksymalna, graniczna warto$¢ sygnatu detektora dla probki nie zawierajgcej nznaczanej
substancji,

granica wykrywalnosci odpowiadajgcg wartosci yki,

wiasciwa granica wykrywalnosci czyli najnizsze stezenie witaminy C, dajace sie jakos$cio-
wo wykryé z prawdopodobiefAstwem 95%,

granica oznaczalnos$ci czyli najnizsze stezenie analizowanej substancji, dla ktdrego syg-
naty beda zawsze wyzsze niz w przypadku wartosci GVg,

granica oznaczalnosci spetniajgcg poprzedni warunek dla odzysku pomiedzy 70 a 120%.
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WNIOSKI

Opisana metoda oznaczania witaminy C w sokach owocowych i warzywnych oraz w
nektarach charakteryzuje sie dobrymi parametrami $redniego odzysku, precyzji i ozna-
czalnosci, co w potgczeniu z prostota wykonania pozwala na jej wykorzystanie w
analizie rutynowej.

L. Czerwiecki, G. Wilczynska

DETERMINATION OF VITAMIN C IN SELECTED FRUIT AND VEGETABLE
PRODUCTS

Summary

A simple method was described to determine vitamin C as L-ascorbic acid (after reduction
of dehydroascorbic acid by means of dithiothreitol) in fruit juices, fruit and vegetable-fruit
nectars. Ascorbic acid was analyzed by RP-HPLC technique with UV detection (254 nm).

The average recovery of ascorbic acid was 92-103% and limits of identification and detection
were 0,003 and 0,009 mg/ml of products respectively.
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