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technologicznej, kiedy istnieje niebezpieczeństw o ubytku, niekiedy bardzo  znacznego, 
n a tu ra ln e j w itam iny C. D latego  też n iezbędne są m etody analityczne um ożliw iające 
o znaczen ie je j zaw artości w p roduk tach  spożywczych. N iek tó re  z m etod  pozw alają 
oznaczyć kwas L-askorbinow y, inne natom iast łączną zaw artość kwasów L-askorbi- 
now ego (A A ) i dehydroaskorb inow ego (D H A A ). K lasyczna m e to d a  m iareczkow a wg 
Tillm ansa  [19] po lega na u tlen ien iu  kwasu askorbinow ego za pom ocą 2,6-dichloro- 
feno lo indo feno lu ; m e to d ę  tę  w ykorzystano też w Polskiej N orm ie [17]. W  przypadku 
oznaczania całkow itej zaw artości w itam iny C, kwas dehydroaskorbinow y reduku je  się 
najp ierw  do kwasu L -askorbinow ego. S iarkow odór stosow any jak o  red u k to r  w orygi
nalnej wersji tego postępow ania  [19] stw arzał w iele n iedogodności; je d n a  z podstaw o
wych w ad tego odczynnika, to  jego  m ała wybiórczość jak o  red u k to ra , co stanow i 
przyczynę błędów  podczas oznaczania.

D o  innych, bardziej now oczesnych m etod  oznaczania w itam iny С  należą m etody 
e lek trochem iczne [6], spek tro fo tom etryczne [1, 16, 18], fluorym etryczne [5], wreszcie 
m etody  z zastosow aniem  testów  enzym atycznych [3] o raz m etody  połączonych technik 
przepływ owej analizy nastrzykow ej i spek tro fo tom ete rii [12].

W ysokospraw na ch rom atog rafia  cieczowa (H P L C ) [7, 8, 9, 11, 13, 20], należy bez 
w ątp ien ia  do  coraz częściej wykorzystywanych technik  analitycznych stosow anych do 
oznaczan ia w itam iny С  w różnych p roduk tach  spożywczych. D o jej za le t należą: wysoka 
specyficzność, czułość i łatw ość w ykonania analizy. K orzystając z tej technik i ana li
tycznej m ożna stosow ać różne de tek to ry  np.: fluorym etryczny, elek trochem iczny , am- 
perom etryczny  o raz  d e te k to r  U V  [8].

H P L C  w odw róconym  układzie faz, także z zastosow aniem  p ar jonow ych lub na 
ko lum nach  am inow ych z d e tek to rem  U V , um ożliw ia bezpośredn io  łatw e i szybkie 
oznaczen ie całkow itej zaw artości kwasu L -askorbinow ego po  odpow iednio  p rzep row a
dzonej redukcji jego  form y dehydro  za pom ocą np. d itio tre ito lu  [8, 9] czy D L -hom o- 
cysteiny [11]. M ożliw e jest rów nież rów noczesne oznaczenie zarów no kwasu askorb i
now ego (A A ) jak  i dehydroaskorb inow ego (D H A A ) po przekszta łcen iu  tego osta tn iego  
za pom ocą d ich lorow odorku  fenylenodiam iny w p ochodną  silniej absorbu jącą  U V  
(3 -(l,2 -d ihydroksyety lo )fu ro [3 ,4 -b ]ch inoksa lino-l-on) [7].

C elem  niniejszej pracy było opracow anie now oczesnej m etody  oznaczania w itam iny 
С w p rzetw orach  owocowych i warzywnych takich jak  soki, napo je  i nektary , na k tó re  
system atycznie rośnie popyt w kraju. W ym óg deklarow ania przez p ro d u cen ta  na o p a 
kow aniach w ym ienionych produk tów  zaw artości tej w itam iny przem aw ia dodatkow o za 
podjęciem  tej tem atyki.

N a podstaw ie przeg lądu  literatu ry  i własnych badań  w stępnych za n a jo d p o 
w iedniejszą uznano  m eto d ę  oznaczania całkowitej zaw artości w itam iny С  jak o  kwasu 
askorb inow ego techn iką w ysokospraw nej chrom atografii cieczowej (H P L C ) w o d 
w róconym  układzie faz, z detekcją  w U V  i dodatk iem  D T T  (d itio tre ito l) ja k o  czynnika 
reduku jącego .

MATERIAŁY I METODYKA

W y p o s a ż e n i e

Wykorzystano chromatograf cieczowy firmy Milton-Roy/LDC Analytical złożony 
z następujących elementów: pompy izokratycznej Constametric III, detektora UV Spectro-Moni-



tor 3100, zaworu dozującego Rheodyne 731 z pętlą o pojemności 20 /xl, kolumny chromatogra
ficznej Nova Pak RP-C18, Waters z przedkolumną o analogicznych właściwościach. Pracę zesta
wu kontrolowano za pomocą komputera z programem sterującym i integracyjnym Axxiom727. 
Do rejestracji chromatogramów wykorzystano drukarkę Epson LX-400.

Stosowano ponadto: generator ultradźwięków Btichler, wagę analityczną WA34, wytrząsarkę 
laboratoryjną Lab-line Instruments Inc, mikrostrzykawkę Hamilton poj. 100 ц1, sączki Schotta 
G-2 z zestawem do sączenia pod zmniejszonym ciśnieniem oraz typowe szkło laboratoryjne takie 
jak: kolby miarowe, pipety, cylindry miarowe, kolby EHenmayera, lejki szklane.

O d c z y n n i k i  i m a t e r i a ł y  p o m o c n i c z e
1. Woda redestylowana znad 0,5 g КМПО4 i 5 g NaOH (na każde 2 litry wody destylowanej),

2. roztwór Carreza I: K4[Fe(CN)6] x 2 H2O o stężeniu 3,6g/100 ml wody, 3. Roztwór Carreza 
II: ZnS04 x 7 H2O o stężeniu 7,2g/100ml wody, 4. Fosforan potasowy I 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 stężeń
0,005-0,020 mg/ml z dodatkiem 0,1% DTT.

Z a s a d a  m e t o d y
Zasada metody polega na oznaczeniu łącznej zawartości kwasów: L-askorbinowego i dehyd- 

roaskorbinowego w badanej próbce [8, 9]. Kwas dehydroaskorbinowy redukowany jest do kwasu 
L-askorbinowego za pomocą ditiotreitolu. Witamina С oznaczana jest techniką wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej (HPLC) z zastosowaniem kolumny RP-C18 i detektora UV (X 254

O b r ó b k a  w s t ę p n a  b a d a n e g o  m a t e r i a ł u
Soki: 1 ml soku (bezpośrednio po otwarciu opakowania) pobierano do kolby miarowej poj. 

25 ml, do której uprzednio odważano 25 mg DTT i rozpuszczano w 10 ml wody. Zawartość 
kolby mieszano w łaźni ultradźwiękowej w czasie 15-20 sekund. Próbkę klarowano dodając po
0,1 ml roztworów Carreza I, II, następnie uzupełniano wodą do kreski i ponownie mieszano 
w łaźni ultradźwiękowej. Tak przygotowaną próbkę przechowywano przez 2 godziny bez dostępu 
światła w temperaturze pokojowej. Bezpośrednio przed wykonaniem analizy chromatograficznej 
próbkę przesączano przez bibułę.

Nektary i soki przecierowe (o zwiększonej zawartości miąższu): Próbkę nektaru (1 ml) 
wytrząsano przez 30 min na wytrząsarce mechanicznej przy amplitudzie 2,5 x 100 RPM w 25 ml 
kolbce miarowej z dodatkiem 25 mg DTT i 20 ml wody. Kolbkę zabezpieczano folią aluminiową 
przed dostępem światła. Dalej postępowano jak z próbkami soków.

P r z y g o t o w a n i e  k r z y w e j  w z o r c o w e j
Odważano 5 mg kwasu L-askorbinowego i rozpuszczano w wodzie w kolbie miarowej o po

jemności 100 ml. Następnie pobierano po 1, 2 i 3 ml tak przygotowanego roztworu do kolb 
miarowych pojemności 10 ml, do których dodawano po 10 mg DTT. Zawartość kolb uzupełniano 
wodą do kreski i mieszano w łaźni ultradźwiękowej. Stężenie tak przygotowanych wzorców 
wynosiło: 0,005; 0,10 i 0,015 mg/ml. Roztwory przed wykonaniem analizy chromatograficznej 
przechowywano przez 2 godziny bez dostępu światła.

W y s o k o s p r a w n a  c h r o m a t o g r a f i a  c i e c z o w a
Analizę chromatograficzną próbek wykonywano w temperaturze otoczenia (20-25°C). Fazę 

rozwijającą stanowił 0,5% roztwór wodny KH2PO4 z dodatkiem 0,1% DTT dozowany z prędkoś
cią przepływu 0,3 ml/min. Pomiaru absorbancji w UV dokonywano przy długości fali X 254 nm. 
W analogicznych warunkach chromatografowano roztwory wzorcowe witaminy C.

Zawartość witaminy С w mg/ml próbki obliczano z krzywej wzorcowej za pomoc:| programu 
komputerowego wykorzystującego następujący wzór:
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w którym:
См -  stężenie witaminy С w roztworze wzorcowym (mg/ml)
P -  powierzchnia piku witaminy С w próbce badanej
Pst -  powierzchnia piku witaminy С w roztworze wzorcowym
Vk -  końcowa objętość próbki po rozcieńczeniu (ml)
V -  objętość próbki pobrana do analizy (ml).

WYNIKI I ICH OMÓW IENIE

W  badan iach  w stępnych na roztw orach wzorcowych w itam iny С  ok reślono  w arunki 
redukcji kwasu dehydroaskorb inow ego o raz w arunki w ysokospraw nej ch rom atografii 
cieczow ej. S tw ierdzono, że optym alny czas redukcji wynosi 2 godziny.

Z a  najodpow iedniejszy  e lu en t uznano  0,5%  roztw ór w odny K H 2P 0 4 z dodatk iem  
0,1%  D T T. Przepływ  cieczy z p rędkością 0,3 m l/m in okazał się optym alny, co po tw ier
dzono  rów nież w przypadku analizy p róbek  fortyfikow anych w ybranych do  badań  
produk tów . Ś redni czas retencji kwasu askorbinow ego w ynosił we w spom nianych w a
runkach  7,7 m inuty. N a rye. 1 p rzedstaw iono  przykładow y ch rom atog ram  kwasu askor
binow ego w badanej próbce.

P rzydatność opisanej p rocedury  analitycznej do  oznaczania w itam iny 
С  w poszczególnych rodzajach  próbek  spraw dzono fortyfikując próbki soków, p rze 
cierów  i nek tarów  określonym i poziom am i w itam iny C. W  przypadku p ró b ek  zaw ie
rających w itam inę C, odzysk m etody określano  w stosunku  do teo re tyczn ie obliczonej 
zaw artości w itam iny stanow iącej sum ę jej oznaczonego stężenia i poziom u fortyfikacji, 
przyjm ując tę  w artość za 100% . D la określen ia średn iego  odzysku i pow tarzalności 
postępow an ia  analitycznego w ykonano serie  oznaczeń zaw artości w itam iny С 
w p róbkach  handlow ych przetw orów  owocowych, owocowo-warzywnych i warzywnych. 
W  tabelach  I - I I  zeb rano  w spom niane param etry . Jak  wynika z danych zaw artych 
w tabelach , średni odzysk w itam iny С w ahał się w granicach od 92 do  blisko 103% 
w zależności od rodzaju próbki i poziom u fortyfikacji. W zględne odchylenie s ta n d a r
dow e (współczynnik zm ienności) wynosiło 0 ,45-4,32% .

Poziom y fortyfikacji (d la soków owocowych 0,10 mg/ml i 1,00 mg/m l soku o raz dla 
nek ta ru  i soku pom idorow ego 0,05 mg/ml i 0,50 m g/m l soku) dostosow ano do ilości 
w itam iny С  deklarow anej na opakow aniu  przez p roducen ta . W szystkie oznaczenia 
w ykonyw ano w 6-ciu pow tórzeniach.

W artości odzysku w itam iny С  z p róbek  takich p roduk tów  jak  m.in.: soki ow ocow e, 
lem oniada, uzyskane przez au to rów  prac, na których o p ie ran o  się podczas opracow y
w ania m etody  oznaczania w itam iny С  [8, 9] wynosiły 90-106% , a więc były porów ny
walne.

W celu obiektyw nego wyznaczenia granicy wykrywalności i oznaczalności m etody 
zastosow ano postępow anie  wg Hadricha  i wsp. [10] stanow iące m odyfikację p rocedury  
zalecanej przez D IN  o raz  D eu tsche F orschungsgem eischaft (D F G ). W ykonano więc 
po  3 rów noległe oznaczenia zaw artości w itam iny С  we w zm ocnionym  soku jabłkow ym
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Ryc. 1. Chromatogram próbki soku z czarnej porzeczki oraz wzorzec witaminy С o stężeniu
0,005 mg/ml
Chromatograms of black currant juice sample and vitamin С standard (C = 0,005 
mg/mgl)
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Rye. 2. Krzywe odzysku witaminy С z soku jabłkowego 
Recovery curves of vitamin С for apple juice 

Objaśnienia: G02 graficzne odwzorowanie granicy oznaczalności metody

T a b e l a  I I I .  Zestawienie niektórych statystycznych danych metody 
Some statistical data of the method

Sx -  odchylenie standardowe dla wszystkich poziomów fortyfikacji,
Sy -  odchylenie standardowe krzywej regresji,
Ykiyt -  maksymalna, graniczna wartość sygnału detektora dla próbki nie zawierającej nznaczanej 

substancji,
G»i -  granica wykrywalności odpowiadającą wartości ykryi,
Gw2 -  właściwa granica wykrywalności czyli najniższe stężenie witaminy C, dające się jakościo

wo wykryć z prawdopodobieństwem 95%,
Goi -  granica oznaczalności czyli najniższe stężenie analizowanej substancji, dla którego syg

nały będą zawsze wyższe niż w przypadku wartości GW2,
Go2 -  granica oznaczalności spełniającą poprzedni warunek dla odzysku pomiędzy 70 a 120%.
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WNIOSKI

O pisana  m e to d a  oznaczania w itam iny С  w sokach owocowych i warzywnych o raz  w 
n ek tarach  charak teryzu je się dobrym i param etram i średniego  odzysku, precyzji i ozna- 
czalności, co w połączeniu  z p ro sto tą  w ykonania pozw ala na jej w ykorzystanie w 
analiz ie rutynow ej.

L .  C z e r w i e c k i ,  G .  W i l c z y ń s k a

DETERM INATION OF VITAMIN С IN SELECTED FRUIT AND VEGETABLE
PRODUCTS

Summary

A simple method was described to determine vitamin С 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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