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Studien
iiber die polarographische Bestimmung des Vitamins C
in irischem Gemiise und Obst”

Von S. Krauze und Z. Bozyk -

(Lehrstuhl fir Lebensmittelkunde der Pharmazeutischen Fakultat an der -
Medizinischen Akademie in Warschau, Przemyslowastr. 25)

Unter den im Schrifttum der letzten Jahre angegebenen Methoden zur Vita-
minbestimmung stehen diejenigen zur Bestimmung des Vitamins C in vorderster
Linie. Der Grund zur Schaffung immer neuer, voneinander prinzipiell unabhan-
giger Methoden und anderer Modifikationen liegt in dem Bedirfnis, immer
spezifischere Verfahren zur Vitamin C-Bestimmung zu finden 1).

Die bisherigen titrimetrischen oder kolorimetrischen Methoden zur Bestim-
mung des Vitamins C in Gemiise und Obst z.B. mittels 2,6-Dichlorphenolindo-
phenol oder 2,4-Dinitrophenylhydrazin haben viele Mangel und konnen nur mit
Vorbehalten verwendet werden. Zweifelhafte und nicht iibereinstimmende Er-
gebnisse bei der Anwendung der erwiahnten Methoden fiithrten zu Meinungsver-
schiedenheiten z.B. hinsichtlich des taglichen Bedarfs des menschlichen Orga-
nismus an Vitamin C, der Theorien tiber die Wirkung des Vitamins C in leben-
den Organismen ?) und der Vitaminaktivitit verschiedener IFormen von Vita-
min C in der Pflanzenwelt ®).

Wir haben uns fiir die polarographische Bestimmung der Ascorbinsaure (AS)
in Gemiise und Obst aus dem Grunde interessiert, weil wir Fehler und Schwie-
rigkeiten der titrimetrischen und kolorimetrischen Methoden dadurch vermei-
den wollten.

Als Hauptprobleme bei Studien tiber die Bestimmung von Vitamin G und
besonders tiber das Verhalinis des Gehaltes der AS zur Dehydroascorbinsaure
(DAS) in Gemiise und Obst kénnen folgende bezeichnet werden: Extraktion,
Stabilisierung und Wahl der Methoden zur Bestimmung von AS und DAS.
Von diesen Merkmalen hiangt die Spezifitat einer Bestimmung des Vitamins C **)
ab.

Darum besitzt bei der polarographischen Bestimmung des Vitamins C die
Wahl des Extraktions- und Stabilisierungsmittels und auch diejenige des Puffers
(alle drei bilden zusammen den Grundelektrolyt) fir die Erzielung richtiger
Resultate entscheidende Bedeutung.

Bei unseren Studien stiitzten wir uns auf die Forschungsergebnisse von Au-
toren, die sich mit dem Problem der polarographischen Bestimmung des Vita-
mins G beschaftigt haben. Wir konnten etwa 70 Arbeiten dieser Art feststellen *).

*) Kurzer Auszug der Dissertationsarbeit von Dr. Z. Bozyk

##) Unter dem Begriff «Vitamin C» verstehen wir hier die Summe von Ascorbin- und
Dehydroascorbinsaure
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Bei vielen der vorgeschlagenen Methoden gelang es bisher nicht, gut ausgebil-
dete AS-Stufen, bei allen Arten und Varietaten von Gemise und Obst zu erhal-
ten. Es musste daher die Untersuchung der moglichen Faktoren, welche den
Charakter der AS-Stufe beeinflussen konnen, und ihre Diskussion als eines der
Hauptziele unserer Arbeit betrachtet werden. Die Absicht bestand darin, eine
Universalmethode auszuarbeiten, d.h. eine Methode, welche ohne irgendwelche
Modifikationen fir die Untersuchung aller in der menschlichen Ernahrung ver-
wendeten Arten von Gemiise und Obst, geeignet war und uns gestattete, Tabellen
aufzustellen tiber den Vitamin C-Gehalt von frischem Gemiise und Obst in den in
unserem Lande existierenden Sorten.

Den Lebensmittelanalytiker und den Erndhrungsfachmann mteressmrt nur
eine solche Methode, die gestatttet, in Uebcremstlmmung mit den heutigen An-
sichten tiber die Wirkung des Vitamins 0 im menschlichen Organismus, gleich-
zeitig die AS und DAS zu bestimmen. Daher setzt sich unsere Arbeit eigentlich
aus zwel gesonderten Teilen zusammen. Im ersten fiihren wir die polarographi-
sche Bestimmung der AS an der Quecksilbertropfanode durch. der zweite enthalt
die Ergebnisse der dhnlichen Untersuchungen tiber die Bestimmung der DAS
(in frischem Gemiise und Obst), nach Reduktion mit chemischen Mitteln.

Am Anfang musste der am besten geeignete Puffer gewdhlt werden. Bisher
wurden in der Polarographle der AS Phosphat-, Azetat- und Phtalatpuffer ver-
wendet 5). Da aus grundsitzlichen Erwdgungen in unserer Arbeit das Registrie-
ren von Stufen bei einem pH-Bereich hoher als 6 vorgesehen war, musste ein
Phosphatpuffer angewandt werden. Gegen die Anwendung dieser Puffersub-
stanz hatten sich in der letzten Zeit einige Forscher ausgesprochen wie z.B.
Zuman %), Uintera ™), Schauer ®) und Sedlak ?), welche hervorhoben, dass sich die
Phosphatpuffer nicht als Bestandteile der Grundelektrolyte zur Untersuchung
der anodischen Stufen verschiedener Depolarisatoren, eignen. Nach Zuman (l.c.)
1st Phosphatpuffer auch nicht zur Prifung der anodischen Stufen von DAS ge-
elgnet Nach diesen Autoren sollen die Phosphate im gentigend positiven Poten—
tial eine undurchlédssige Schicht bilden, welche an der Quecksilbertropfelektrode
adsorbiert wird, wodurch Stérungen in den Elektrodenprozessen entstehen. Die-
se Storungen kommen durch die Entstehung charakteristischer Minima nicht
wirbelnder Herkunft an den Grenzstromen zum Ausdruck.

Da wir bei den anfanglichen Untersuchungen, dhnlich wie andere Autoren,
z.B. Gillam %), im Phosphatpuffer reproduzierbare Ergebnisse erhielten, be-
schlossen wir das Problem zu tberpriifen.

Abb. 1 zeigt den Einfluss der Konzentration der AS auf den Charakter der
mit Phosphatpuffer erhaltenen Stufen.

An den polarographischen Kurven sind charakteristische Maxima zu sehen,
dagegen sind Minima an den Grenzstromen nicht ersichtlich. Unter Zugabe von
Metaphosphorsaure zu der untersuchten Losung, stellten wir fest, dass auch in
dieser Anordnung keine Minima entstehen. Im Phosphatpuffer unter Zugabe
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Abb. 1

Gestalten der Ascorbinsaurestufen im Phosphatpuffer im Zusammenhang mic der Konzentration der AS.
Polarographische Kurven: 1) 10 ml Phosphatpuffer vom pH 7,8; 2) -+ 0,1 ml 400 %iger AS-Losung (Lo-
sung A) in H:0; 3) 4 0,2 ml A; 4) + 0,3 ml A; 5) 4+ 0,4 ml A; 6) - 0,5 ml A; 7) + 0,6 ml A.
Kurven von der 7. Drahtwindung zuriick aufgenommen, anodisch-kathodisch, Mercurosulfatelektrode, h =
60 c¢cm, 200 mV/Absc.; Empf. 1 : 100.

von HPOs werden keine Maxima der AS beobachtet. Aus den von uns durchge-
fihrten Versuchen geht hervor, dass in den praktisch studierten Konzentrationen
von AS, die Phosphate keine adsorbierende, fiir die AS undurchlissige Schicht
bilden und damit zur Prifung der anodischen Stufen von AS, geeignet waren.
Somit konnten die Schlussfolgerungen der erwdhnten Autoren nicht bestitigt
werden.,

Gleichzeitig stellten wir fest, dass HPOs in den angewandten Konzentratio-
nen eine ausgezeichnete oberflichenaktive Wirkung aufweist. Diese ist ersicht-
lich, da HPOs die Maxima der AS unterdriickt, aber keine Nebeneigenschaften
zeigt, welche fir die allgemein angewandten Mittel dieser Art, z.B. Gelatine,
charakteristisch sind ).

Nachdem nun festgestellt wurde, dass Phosphatpuffer zur Priifung der ano-
dischen Stufen der AS geeignet ist, musste die Zersetzungsgeschwindigkeit der
AS im Phosphat und auch Azetatpuffer festgestellt werden. Die Notwendigkeit
der Durchfithrung von Untersuchungen dieser Art ging daraus hervor, dass
tschechische Autoren die Methode einer direkten Bestimmung der AS im Azetat-
puffer ohne Zugabe eines Stabilisators, beflirworten 2). Eine solche Methode ist
im tschechoslowakischen Arzneibuch '*) und in den vom tschechoslowakischen
Ministerium fiir Lebensmittelindustrie herausgegebenen emheltllchen Methoden
zur Vitamin C-Bestimmung in Lebensmitteln, enthalten 14), ;

Als Ergebnis der durchgefithrten Untersuchungen stellten wir fest, dass die
Geschwindigkeit der Vitamin C-Zersetzung in Losungen mit Azetat- und Phos-
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phatpuffern bedeutend ist und daher beim Ausarbeiten einer analytischen Me-
thode, mit Hilfe der polarographischen Bestimmung, nicht vernachlassigt wer-
den kann. Der Verlust von AS betrdagt im 0,5-m Azetatpuffer bei pH 4,2 innert
10 Minuten 2,6 /o, dagegen im 0,066-m Phosphatpuffer bei pH 6,2, in derselben
Zeit 11 %o.

Die Zugabe von HPOs zu den Azetat- und Phosphatpuffern, vermindert die
Zersetzungsgeschwindigkeit von AS, wobei der Stabilisationseffekt im Falle des
Phosphatpuffers grosser ist. Im 0,066-m Phosphatpuffer mit Zugabe von HPOs
bei pH 6,2, zersetzte sich die AS bei Zimmertemperatur, nach 10 Minuten durch-
schnittlich zu 0,6 °/o und im 0,5-m Azetatpuffer mit Zugabe von HPOs, bei pH
4,2 durchschnittlich zu 1,2 /. Es zeigte sich also, entgegen den existierenden An-
schauungen, dass man im Medium von HPO3s Kurven mit AS-Stufen aus Phos-
phatpufferlosungen von pH 6,2 registrieren kann. In Untersuchungen, welche
mit Auszigen durch HPOs aus Gemiuse und Obst durchgefithrt wurden, stellten
wir fest, dass nach der Zugabe von Azetat- und Phosphatpuffer zu den Auszii-
gen im Vol.-Verhdltnis 1 : 1, die AS sich in solchen Lsungen binnen 10 Minuten
zu hochstens 1 %o zersetzt. Wenn man annimmt, dass beim Registrieren der po-
larographischen Kurven aus 2 ml Losung das Vertreiben des Sauerstoffiiber-
schusses nur 2 bis 3 Minuten dauert und daher vom Moment des Mischens von
Puffer und Auszug bis zum Registrieren der Kurve, hochstens 5 Minuten ver-
gehen, kann man annihernd sagen, dass der angegebene, die Zersetzung der AS
illustrierende Index, sich um die Hélfte verringern wird. Der Fehler ist so klein,
dass er, praktisch genommen, keinen Einfluss auf das Ergebnis der Bestimmung
haben wird.

Viele Autoren stiitzten sich auf die Voraussetzung, dass das Fehlen von Sauer-
stoff im Reaktionsmedium die Gefahr einer Oxydation von AS, in mittels Azetat-
puffer aus frischem Gemise und Obst hergestellten Ausztigen, beseitigt. In die-
ser Meinung bekraftigte man sich unter anderen auf Grund der Ergebnisse von
Diemair und Zerban '5), welche feststellten, dass das Fehlen von Sauerstoff In-
aktivierung der Ascorbinase verursachte. Um dieses Problem zu tberpriifen,
stellten wir Extrakte aus Kohl mittels Azetatpuffer und Metaphosphorséure, her.
Die aus dem Kohlextrakt erhaltene Stufe war nach 15 Minuten, also nach der
zum Durchfiihren einer Einzel-Analyse notwendigen Zeit, um 64,5 °/o niedriger
als die aus dem Metaphosphorsaureauszug erhaltene Stufe. Dieses stellt Abb. 2
dar.

Im Wasserextrakt erhielten wir einen Index der gleichen Groéssenordnung.
Praktisch dieselben Resultate, erhielten wir bei Durchfihrung der Extraktion
ohne Sauerstoffzutritt. In beiden Fallen war die Geschwindigkeit der AS-Zer-
setzung ahnlich.

Unsere Ergebnisse bestatigen somit die Resultate der Untersuchungen von
James %) und der in letzter Zeit durchgefithrten Forschungen von Jindra und
Prochazka '), welche bei der Untersuchung des Einflusses verschiedener Fak-
toren auf die Aktivitit, der aus Gerstenkeimlingen und Gurken erhaltenen As-
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Abb. 2

Zerfall der AS wihrend der Extraktion von Kohl mit Azetatpuffer. Polarographische Kurven: 1) 5 g Kohl
-+ 15 ml 8 %ige HPOs, Zerreiben im Moérser genau 3 Minuten -+ Azetatpuffer vom pH 4,7 (A) bis zum
Volumen 100 ml (B). Polarographische Kurven wurden genau nach 15 Minuten vom Beginn der Extraktion
aus der Losung: 10 ml B -+ 1 ml H:0, registriert; 2) 10 ml B 4+ 1 ml 9,2 mg0/giger AS-Losung (C);
3) 5 g Kohl -+ 15 ml A (Extraktion wie bei 1) - Losung A zum Volumen 100 ml (D). Polarographische
Kurve wurde genau nach 15 Minuten vom Beginn der Extraktion aus der Losung: 10 ml D 4 1 ml H:0
registriert; 4) 10 ml D 4 1 ml C. Kurven von der 7. Drahewindung zuriick aufgenommen, anodisch-ka-
thodisch, Mercurosulfatelektrode, h — 60 cm, 200 mV/Absz., Empf. 1 : 5.

corbinase, feststellen konnten, dass die Ascorbinase bei Abwesenheit von Sauer-
stoff immer noch aktiv bleibt.

Die obenerwahnten Ergebnisse zwangen uns nicht nur die amtliche einheit-
liche, tschechoslowakische Methode '*) und die Methode zur AS-Bestimmung
neben-SH-Verbindungen %) ferner die Methode zur Bestimmung von AS neben
Juglon ') sowie auch die umfangreichen von Sedlak und Kalocai *°) durchge-
fihrten Untersuchungen in Frage zu stellen. Die letztgenannten Verfasser haben
mittels der modifizierten Zuman’schen Methode, Tabellen des Vitamin C-Ge-
haltes von frischem Obst und Gemiise der Varietiten des Kreises Bratyslawa,
aufgestellt.

Da die Ausziige aus frischem Gemiise und Obst hochmolekulare Substanzen
verschiedener Art enthalten, konnte man annehmen, dass bei der Priifung der
anodischen Stufen der AS, Erscheinungen auftreten werden, die fir oberflachen-
aktive Stoffe typisch sind und die auf die AS-Stufe einen Einfluss ausiiben kénn-
ten. Als Ergebnis der durchgefiithrten Untersuchungen stellten wir fest, dass
oberflachenaktive Stoffe von Gemiise- und Obstausziigen, das Halbstufenpoten-
tial der AS mehr nach positiven Potentialwerten hin verschieben. Dagegen ver-
schieben sie das Potential des Anfanges der Phosphatstufe nach der negativen
Seite hin. Damit haben wir auch den Beweis erbracht, dass nicht nur der pH-
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Wert einen Einfluss auf das Halbstufenpotential der AS austbt, wie dies in den
bisher publizierten Arbeiten behauptet wurde, sondern dass auch ein Einfluss
dieser Art von den oberflichenaktiven Stoffen herrithrt. Dabei stimmt die Rich-
tung der Aenderung des Halbstufenpotentials bei der Konzentrationszunahme
der oberflachenaktiven Stoffe, mit der Aenderung, die bei der Zunahme der
Wasserstoffionen-Konzentration in Erscheinung tritt, iberein.

Auf Grund dieser Ergebnisse sollte man annehmen, dass der Charakter der
AS-Stufe, auch von der Menge des zum Herstellen des Auszuges genommenen
Materials abhiangt. Wir haben experimentell den Beweis erbracht, dass nicht nur
die Quantitat und Art, sondern in manchen Fallen auch die Varietat des unter-
suchten Gemiises und Obstes, den Charakter der AS-Stufe beeinflussen. Dies
wurde durch die wechselnde Menge der auftretenden oberfldchenaktiven Stoffe,
durch deren Struktur und durch die damit hervorgerufene wachsende Aktivitat
im polarographischen Sinne erkldart. Bei hoheren Konzentrationen der ober-
flichenaktiven Stoffe, kommt es zu einer starken Deformierung der AS-Stufe
und sogar zu ihrer Teilung in zwei oder mehr Stufen, was in Abb. 3 gezeigt ist.

Die hochmolekularen Stoffe wurden der Wirkung der in den Rohstoffen
selbst enthaltenen Enzyme ausgesetzt. Zu diesem Zweck bereiteten wir einen
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Abb.8

Einfluss der Auszugesmenge von Zwiebel auf die Gestalt der AS-Stufe. Vorbereicung des Auszuges: 30 g Zwie-
bel - 22,5 ml 8 %higer HPOs - 97,5 ml H:0 - Zerkleinerung in Turmix wihrend 3 Minuten (A). Po-
larographische Kurven: 1) 10 ml 1,2 %iger HPO3 (B) -}-10 ml Phosphatpuffer vom pH 8,0 (C) -+ 0,2 ml
H:0; 2) 10 ml B 4 10 ml C 4 0,2 ml AS (AS = 136 mg Ascorbinsidure in 100 ml 1,2 %iger HPOs);
3)95mlB + 05mlA + 10 mlC ++ 0,2 ml H:O; 4) 95 mlB 4+ 0,5ml A 4 10 ml C ++ 0,2 ml
AS; 5) 9mlB + 1,0mlA 4 10mlC + 0,2 ml H:0; 6) 90 ml B 4+ 1,0 ml A 4+ 10 ml C 4 0,2
mlAS; 7) 7,5 mlB ++ 2,5mlA 4 10ml C + 0,2 ml H:O; 8) 7,5 ml B 4+ 2,5 ml A 4+ 10ml C 4
0,2 ml AS;9) 50mlB 4 5,0ml A 4 10ml C 4+ 0,2 ml H:0; 10) 5,0 ml B 4 5,0 ml A 4+ 10 ml C
+ 0,2 ml AS; 11) 10 ml A 4 10 ml C } 0,2 ml H:0; 12) 10 ml A + 10 ml C 4+ 0,2 ml AS. Kur-
ven von der 7. Drahtwindung zurtick aufgenommen, anodisch-kathodisch, Mercurosulfatelektrode, h = 60 cm,
105 mV/Absz., Empf. 1 : 5.
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Abb. 4

Einfluss des enzymatischen Abbaus von hochmolekularen Substanzen im Auszuge von Zwiebel auf die Gestalt
der AS-Stufe. Vorbereitung des Auszuges: 30 g Zwiebel 4 97,5 ml H:O 4 Zerkleinerung in Turmix wih-
rend 3 Minuten. — nach 30 Minuten setzte man 22,5 ml von 8%iger HPOs zu = A. Polarographische Kur-
ven: 1) 10 ml 1,2%iger HPOs (B) -4 10 ml Phosphatpuffer vom pH 8,0 (C) + 0,2 ml H:0; 2) 10
ml B -+ 10 ml C + 0,2 ml AS (AS = 136 mg Ascorbinsiure in 100 ml 1,2%iger Metaphosphor-
siure); 3) 9mlB 4+ 1mlA 4 10ml C + 0,2 ml H:O; 4) 9 ml B 4+ 1 ml A 4+ 10 ml C
0,2 ml AS; 5) 7.5 ml.B - 2,5 mlA L 10 ml C L. 0,2:ml HeQ;, 6) 7,5 ml Bib 2,5 mli A 4. 100
mlC 4+ 02mlAS;7) 5mlB + 5SmlA + 10 ml C + 0,2 ml H:O; 8 5 ml B 4+ 5 ml A +
10 ml C 4+ 0,2 ml AS; 9) 10 ml A + 10 ml C 4+ 0,2 ml H:O; 10) 10 ml A + 10 ml C 4 0,2
ml AS. Kurven von der 7. Drahtwindung zuriick aufgenommen, anodisch-kathodisch, Mercurosulfatelektro-
de, h = 60 cm, 100 mV/Absz., Empf. 1: 5.

wasserigen Auszug aus Zwiebel vor und liessen ihn 30 Minuten stehen. Nach
dieser Zeit gaben wir wachsende Mengen des hergestellten Auszuges zu einer
Standardlosung von AS im Phosphatpuffer mit Metaphosphorsiaure zu. Auf diese
Weise konnten wir den Beweis erbringen, dass die hohere Aktivitat der ober-
flachenaktiven Stoffe in diesem Auszuge durch ihr niedrigeres Molekulargewicht
bedingt ist. Wahrscheinlich handelt es sich um Produkte des enzymatischen Ab-
baues von in frischem Gemiise und Obst auftretenden hochmolekularen Verbin-
dungen. Dieses ist in Abb. 4 dargestellt.

Aus den durchgefithrten Untersuchungen zogen wir die Schlussfolgerung,
dass zum Herstellen der Ausziige nicht beliebige Quantitaten, wie es bei der
Mehrzahl der vorgeschlagenen polarographischen Methoden praktiziert wurde,
sondern minimale und im gewissen Sinne giinstigste Rohstoffmengen, genom-
men werden mussen. Ausserdem, im Hinblick auf andere genau definierte Um-
stande, soll die Methode der Standardzugabe oder die Eichkurve angewandt
werden. :

Da bewiesen wurde, dass sogar unter den bequemen, schnellen Bedingungen
der polarographischen Vitamin C-Bestimmung und besonders in Ausziigen aus
Gemiise und Obst zweifellos ein Stabilisierungsmittel verwendet werden muss,
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sollte festgestellt werden, welches von den am haufigsten zur Vitamin-C-Extrak-
tion benutzten Mitteln, fiir diesen Zweck geeignet sei. Unter Annahme der neu
von uns ausgearbeiteten, ausgedehnten Kriterien zur Beurteilung der Extrak-
tions- und Stabilisationsmittel, stellten wir, entgegen den Behauptungen vieler
Autoren 1°)21)22) " fest, dass nicht Oxalsaure, sondern Metaphosphorsaure besser
zur Herstellung von Ausziigen fiir polarographische Zwecke geeignet ist. Bei der’
Verwendung von HPOs fir die Extraktion von Gemisen und Obst sind folgende
Vorziige zu verzeichnen: die Auszige enthalten am wenigsten Eiweisstoffe, was
im hochsten Grade den negativen Einfluss der oberfliachenaktiven Stoffe auf die
Ausbildung der AS-Stufe ausschaltet; die Ausziige klaren sich schnell, was die
zum Ausfihren der Analyse benotigte Zeit abkiirzt; bei Serienuntersuchungen
brauchen die Ausziige nicht zentrifugiert und filtriert zu werden; durch die zur
polarographischen Bestimmung vorbereitete Losung kann ein inaktives Gas ge-
leitet werden, was das Entstehen einer iibergrossen Menge, aus dem Gefésse nach
Kalousek herauskommenden Schaumes, wie dies bei Verwendung von Oxalsaure
der Fall ist, verhindert; die Metaphosphorsdure unterdriickt die Maxima der AS;
die AS-Stufen, welche aus mittels Metaphosphorsaure hergestellten Ausziigen
erhalten werden, sind besser ausgebildet.
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Abb. i5

Einfluss der Konzentration von Metaphosphorsiure wihrend der Kartoffel-Zerkleinerung auf den AS-Gehalt
im Auszuge. Polarographische Kurven: 1) 40 g Kartoffel - 100 ml 20%iger HPO; -|- Zerkleinerung im
Turmix wahrend 2 Minuten (A); 5 ml A -} 5 ml H:O -} 10 ml Azetatpuffer vom pH 4,7 (B); 2) 40 g
Kartoffel - 100 ml 10 %iger HPOs -} Zerkleinerung im Turmix wihrend 2 Minuten (C); 5 ml C ++ 5 ml
10 %siger HPOs -} 10 ml B; 3) 40 g Kartoffel - 100 ml 5 %iger HPOs -}- Zerkleinerung im Turmix
wihrend 2 Minuten (D); 5 ml D -+ 5 ml 15 %iger HPOs - 10 ml B; 4) 40 g Kartoffel - 100 ml 2,5
%oiger HPOs - Zerkleinerung im Turmix wahrend 2 Minuten (E); S ml E 4+ 5 ml 17,5 %iger HPOs -
10 ml B; 5) 40 g Kartoffel 4 100 ml 1 %iger HPOs - Zerkleinerung im Turmix wihrend 2 Minuten (F);
5mlF + 5 ml 19 %iger HPOs -+ 10 ml B. Kurven von der 7. Drahtwindung zuriick aufgenommen, ano-
disch-kathodisch, Mercurosulfatelektrode, h = 60 c¢cm, 100 mV/Absz., Empf. 1 : 5.

235



Es sollte zusatzlich festgestellt werden, ob die Konzentration von HPOs einen
Einfluss auf den Charakter der AS-Stufe und den Gehalt der AS im Auszuge,
ausubt. Dieses ist in Abb. 6 gezeigt, aus welcher hervorgeht, dass bei polaro-
graphischen Bestimmungen, mit 10 %/oiger HPOs, die besten Ergebnisse erzielt
werden. Die Stufen sind dann gut ausgebildet. Die angegebene Konzentration
von HPOs schitzt die AS, unter den Extraktionsbedingungen, vor Oxydation.
Die Untersuchungen von v. Fellenberg **), welcher beim Uebergang von 5- zur
20 °/oigen HPOs eine etwa 900 %ige Zunahme des AS-Gehaltes im Auszuge
festgestellt hat. konnten wir nicht bestatigen. Unter unseren Bedingungen er-
hielten wir eine Zunahme der Stufe um kaum 24 °/o .Dieses ergibt eine weitere
Bestatigung der These, wonach die polarographische Methode zur Bestimmung
der AS in Gemiise und Obst viel spezifischer ist als die titrimetrischen, auf der
Reduktion von 2,6-Dichlorphenolindophenolrsich stiitzenden Methoden.

1| 2
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Abb. 6

Einfluss der heissen Extraktion auf die Gestale der AS-Stufe. Polarographische Kurven: 1) 10 g Kohl wurden
mit einer kochenden Mischung von Essigsiure und Metaphosphorsiure nach Dewjatnin und Doroschenko ex-
trahiert (A), 10 ml A - 10 ml Azetatpuffer vom pH 4,7 (B); 2) 10 g Kohl wurden mit derselben Mischung
von Sduren kalt extrahierc (C), 10 ml C -} 10 ml B. Kurven von 7. Drahtwindung zuruck aufgenommen,
anodisch-kathodisch, Mercurosulfatelektrode, h = 60 ¢m, 200 mV/Absz., Empf. 1 : 5.

Auf Grund der aufgefiithrten Ergebnisse, welche viele bisher bei der polaro-
graphischen Vitamin-C-Bestimmung vernachlissigte und nicht interpretierte
Probleme aufkldaren, musste man annehmen, dass auch die Extraktionsmethode
einen Einfluss auf den Charakter der AS-Stufe und dadurch auch auf die Ge-
nauigkeit der Resultate ausiibe. Von den bekannten Extraktionsmethoden in-
teressierte uns die heisse und die kalte Extraktion. Auf Grund der durchgefiihr-
ten Untersuchungen konnten wir die von Dewjatnin und Doroschenko ') vor-
geschlagene und kirzlich durch tschechische Autoren %) iibernommene Extrak-
tionsmethode fiir Gemtse und Obst, welche bei Siedetemperatur des Metaphos-
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phor- und Essigsduregemisches, und sauerstofflosem Medium arbeitet, tiberzeu-
gend ablehnen. Die erwidhnten Arbeiten '*) befiirworten, neben der kalten, die
heisse Extraktion. Zur Beanstandung dieser Methode kamen wir auf Grund fol-
gender Tatsachen: die heisse Extraktionsmethode gibt niedrigere Resultate als
die kalte; durch den unter den gegebenen Versuchsbedingungen teilweisen Zer-
fall der hochmolekularen Stoffe erhalt man schlechter ausgebildete Stufen und
besonders bei schwer verarbeitbaren Rohstoffen, z.B. bei Zwiebeln, gelingt es
itberhaupt nicht, eine messbare Stufe zu erhalten; der auf heissem Wege erhal-
tene Extrakt verlangt unbedingt eine Regulierung auf eine vereinbarte Bezugs-
temperatur vor dem Registrieren der Kurve, was sonst bei Verwendung der
Methode mit Standardzugabe nicht notwendig ist; die Extraktion in der Hitze
verlangert mindestens dreimal die Durchfithrungszeit der Analyse; die Methode
ist umstandlich und daher fir Reihenuntersuchungen ungeeignet; es ist anzu-
nehmen, dass unter den Bedingungen bei der Extraktion in der Hitze, Reduktone
entstehen konnen. In diesem Falle wiirde die Hohe der Stufe nicht mit der Vita-
min-(G-Konzentration in der Losung tibereinstimmen.

Um eine gute Ausbildung der polarographischen Stufen bei der AS-Bestim-
mung zu ermoglichen, soll der Sauerstoff beseitigt werden, obwohl auch in seiner
Anwesenheit gute polarographische Kurven entstehen. Man untersuchte die Be-
dingungen fir Registrierung von polarographischen Stufen von AS-Losungen
in Anwesenheit vom Sauerstoff und stellte fest, dass fiir einzelne Arten von
Gemiise und Obst optimale pH-Werte der Losungen gewahlt werden miissen,
um gut ausgebildete Stufen zu erhalten, z.B. fiir Aepfel pH etwa 4,6; Zwiebel
pH 6,0; Rettich pH 5,4; Meerrettich pH 3,1. Wir konnten auf diese Weise besta-
tigen, dass bei Anwesenheit von Sauerstoff die Aufstellung einer allgemein giil-
tigen Vorschrift fur die polarographische AS-Bestimmung nicht moéglich ist,
weil jeder Rohstotf individuell behandelt werden muss.

Die Untersuchungen iiber die Bedingungen zur Bestimmung der Dehydroas-
corbinsaure (DAS) fiihrten wir an kristallisierter, nach der Methode von Kenyon
und Munro %) erhaltener DAS durch. In Vorversuchen stellten wir fest, dass
DAS an der Platinkathode nicht reduziert wird und dass daher die elektrolyti-
sche Reduktionsmethode von Giinther ™) nicht zur Reduktion der DAS ange-
wandt werden kann. Wir bewiesen, dass Natriumhydroborid (eines der modern-
sten Reduktionsmittel) nicht zur DAS-Reduktion verwendet werden kann, da
im reduzierenden Medium doch eine bedeutende Oxydation der DAS stattfindet,
und dass selbst die Anwesenheit von Reduktionsmitteln diesen ungiinstigen Pro-
zess nicht verhindert. Auf Grund durchgefithrter Untersuchungen entschlossen
wir uns, die DAS durch Schwefelwasserstoff zu reduzieren. Es handelte sich
namlich um den Vergleich unserer polarographischen Methode mit den Ergeb-
nissen der bisher im Schrifttum angegebenen klassischen Titrationsmethoden.
Die DAS wurde bei Zimmertemperatur durch Schwefelwasserstoff reduziert und
dieser durch CO: (aus einer Stahlgasflasche) gleichfalls bei Zimmertemperatur,
entfernt.
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Wir stellen dabei fest, dass bei der Reaktion Nebenprodukte entstehen. Dies
bestitigt unsere frithere Annahme, dass das sich bildende S"Radical das Entste-
hen von Polysulfiden verursacht. Man erhilt in diesem Falle kathodisch-anodi-
sche Stufen im mehr negativen Potential im Vergleich mit dem Halbstufenpoten-
tial der AS. Wir versuchten, die Polysulfide aus dem Reduktionsmedium durch
CdSOs und T1SO4 zu beseitigen, was uns jedoch misslang.
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Abb. 7

Einfluss der Reduktionszeit der DAS mittels Schwefelwasserstoffs auf den Polysulfidgehalt. Polarographische
Kurven: 1) 5 ml 3,7 mg®iger AS-Losung in 1,2 %iger HPOs (A) -~ 5 ml Phosphatpuffer vom pH 8,0 (B);
2) 5 ml 2,7 mg*oeiger Dehydroascorbinsiure in 1,2 %iger HPOs (C) + 5 ml B; 3) 5mlB -} 5 ml C |
HsS bei Zimmertemperatur (2!/> Minuten) - CO: (60 Minuten); 4) 5 ml B - 5 ml C 4+ H-S (7!/: Minu-
ten) - CO: (60 Minuten); 5) S ml B 4~ 5 ml C - H:S (10 Minuten)  CO, (60 Minuten); 6) 5 ml B
+ 5 ml C 4 H:§ (15 Minuten) -~ CO: (60 Minuten). Kurven von 9. Drahtwindung zuriick aufgenom-
men, anodisch-kathodisch, Mercurosulfatelektrode, h = 60 cm, 200 mV/Absz., Empf. 1 : 5.

Die Quantitat von Polysulfiden in der Losung hingt von der Menge der DAS,
der Reduktionszeit, des pH-Wertes und der Temperatur ab. Wir stellten fest,
dass neben den Polysulfiden auch der als Produkt der Hauptreaktion und der
Nebenreaktionen entstehende kolloidale Schwefel, einen ungiinstigen Einfluss
auf den Charakter der nach der Reduktion erhaltenen AS-Stufen, ausiibt.

Wir stellten auch fest, dass bei einer Reduktion im niedrigeren pH, der un-
gunstige Einfluss des kolloidalen Schwefels grosser wird. Wir nehmen an, dass
in diesem Falle die Partikel des abgesonderten Schwefels feiner sind, was zu
hoherer Aktivitat fihrt. Es zeigte sich, dass zur Reduktion der DAS-Losung
mittels Schwefelwasserstoffs sich der Phosphatpuffer besser als der Azetatpuffer
eignet. Der Reduktionsprozess ist schon nach 15 Minuten beendigt, gleich, ob
Phosphat- oder Azetatpuffer verwendet wurde (siche Tabelle 1). Dies steht im
Gegensatz zum Standpunkt zahlreicher Autoren, z.B. Scharrer und Werner 22),
welche behaupten. dass die Reduktion iiber Nacht gefiihrt werden musse.
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4. Abb.8. Die Reduktionsgeschwindigkeit
der Dehydroa scorbinsdure im
Zusammenhang mit pH und Zeit

o ~Phosphatputfer pH 65
a—Acetafpuffer  pH 465
o - Metaphosphorsaure ph49

a

Reduktionszeit 60 Min.
L A AL —p

Die Reduktion bei einem Phosphatpuffer von pH 6,2 verlauft nicht wesent-
lich schneller als diejenige mit Azetatpuffer bei pH 4,7. Die Reduktionsge-
schwindigkeit bei pH 1,9 ist klein, weshalb die Bestimmung der DAS bei derart
niedrigem pH analytisch nicht ausgenutzt werden kann. Diese Tatsache stellt
auch die Interpretation der Ergebnisse mancher Autoren in I'rage.

Aus den durchgefithrten Untersuchungen kann die Schlussfolgerung gezogen
werden, dass die mittels Schwefelwasserstoffs durchgefithrte Reduktion in Ver-
bindung mit der polarographischen Methode, im Gegensatz zu den titrimetri-
schen und kolorimetrischen Methoden, ausserst spezifisch ist und, wie keine der
bisher bekannten Methoden *), eine sehr genaue Bestimmung der AS neben
DAS, ermoglicht. Auf die vorliegende Moglichkeit der polarographischen, in-
direkten AS-Bestimmung, machen wir, zum erstenmal im Schrifttum, aufmerk-
sam.

Zur Ausiibung einer bequemeren Methode zur Reduktion der DAS, wurden
Versuche mit Natriumhydroborid und mit Hilfe der elektrolytischen Reduktion
durchgefihrt, jedoch mit negativem Ergebnis.

Auf Grund der durchgefiithrten polarographischen Untersuchungen stellten
wir in dem untersuchten Gemiise und Obst keine Anwesenheit von DAS fest.
Daher stellten wir die Hypothese auf, dass DAS iberhaupt in Gemiise und Obst

*) Den Verfassern der vorliegenden Arbeit ist keine genaue Methode zur AS- und
DAS-Bestimmung in einem Auszuge bekannt, welche dieselbe Sicherheit bietet.
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nicht vorhanden ist. Unsere Hypothese bestitigt die Vermutung von Paech *7),
der schon im Jahre 1942 behauptete, dass die DAS in Pflanzen nicht auftrete.
Seines Erachtens ist die DAS das Resultat von unvollkommenen Methoden, wel-
che die Bildung von DAS im Laufe der Untersuchung verursachen und dann als
solche nachweisen und bestimmen. Da unsere auf Grund des analytischen Ma-
terials aufgestellte Hypothese im Gegensatz steht zu den Ergebnissen aller an-
dern Autoren, ohne Ausnahme, haben wir sie einleitend formuliert. Diesen
Standpunkt haben wir mit der Notwendigkeit der Durchfihrung von Unter-
suchungen an einer grosseren Anzahl von Arten und einzelnen Varietaten von
Gemiise und Obst begriindet. Wir sind der Ansicht, dass unsere Untersuchungen
nicht nur von uns, sondern auch von andern Autoren, in Polen und im Auslande,
bestatigt werden sollten.

Die mittels der polarographischen Methode erhaltenen Ergebnisse unter-
scheiden sich von den experimentellen Resultaten vieler Autoren, welche titri-
metrische und kolorimetrische Methoden verwendeten. Solche Falle wurden
diskutiert und die Unterschiede der beiden beobachteten Erscheinungen inter-
pretiert. Auf Grund eigener Untersuchungen wurde mehrmals die Anschauung
formuliert, dass die Schlussfolgerungen aus titrimetrischen und kolorimetrischen
Bestimmungen nicht ohne weiteres auf diejenigen der polarographischen AS-
Bestimmung tbertragen werden koénnen. Viele Ergebnisse aus titrimetrischen
Methoden werden in Frage gestellt.

Als Ergebnis der durchgefithrten einleitenden Untersuchungen konnte man
mittels der polarographischen Methode feststellen, dass in dem untersuchten
Gemiise und Obst keine DAS auftritt. Aus diesem Grunde dusserten wir die An-
sicht, dass fir eine Erweiterung der polarographischen Methode zur DAS-Be-
stimmung in Gemise und Obst keine Notwendigkeit besteht.

Den Ernahrungsstandpunkt im Auge behaltend, haben wir vorgeschlagen,
nur die Bezeichnung AS als das Synonym von Vitamin C anzunehmen, was, wie
bekannt, von den bisher allgemein angenommenen Anschauungen abweicht.

Es soll hier nochmals betont werden, dass die polarographische Methode znr
Bestimmung von AS spezifisch genau, leicht und schnell ausfihrbar ist. Wegen
dieser Vorziige kann diese Methode bei der Kontrolle anderer Methoden zur Be-
stimmung von AS in Gemiise und Obst als Vergleichs-Standardmethode emp-
fohlen werden. Wir glauben, dass die erwihnten Vorziige uns dazu berechtigen,
diese Methode als Grundlage fiir die Ausarbeitung der polnischen Staatsnorm
(PN) zur AS-Bestimmung in Gemtuse und Obst vorzuschlagen. Die erhaltenen
Resultate dirften auch fir die Vorbereitung des Europédischen Lebensmittelko-
dexes von Nutzen sein.

I's ist unsere angenehme Pflicht, hier dem grossen Gelehrten, dem Meister
der Polarographie, Herrn Prof. Dr. h. ¢. J. Heyrovsky, unseren besten Dank
auszusprechen. In seinem Institut fiir Polarographie der Tschechoslowakischen
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Akademie der Wissenschaften in Prag wurde Dr. Bozyk herzlich aufgenommen
und konnte seine bisherigen Resultate praktisch und theoretisch tiberpriifen und
bestitigen. Wir danken auch herzlich Herrn Dr. P. Zuman fiir seine Hilfe und

Ratschlage.

Zusammenfassung

Die Verfasser untersuchen den Einfluss verschiedener Faktoren wie pH, Art der
Pufferlosungen, Konzentration von Metaphosphorsaure, Art und Gehalt an oberflachen-
aktiven Stoffen, Anwesenheit von Sauerstoff, auf den Charakter der polarographischen
Ascorbinsaure-Stufe, bei der Bestimmung von Vitamin C in frischem Gemiise und Obst.

- Bei Ueberprifung der Reduktionsbedingungen mittels Schwefelwasserstoffs wurde
festgestellt, dass wdhrend des Reduktionsprozesses Nebenprodukte entstehen, welche
einen ungtnstigen Einfluss auf den Charakter der erhaltenen Stufen austiben. Diese
Nebenprodukte erwiesen sich als Polysulfide; sie stellen die Ursache der bei den Titra-
tionsmethoden entstechenden Fehler dar.

Der Einfluss des pH auf die Reduktionsgeschwindigkeit der Dehydroascorbinsdure
mittels Schwefelwasserstoff wurde ermittelt. Man stellte fest, dass bei pH 4,7 oder 6,2
nach 15 Minuten Dehydroascorbinsaure vollstandig durch Schwefelwasserstoft reduziert
wird.

Auf Grund der erhaltenen polarographischen Resultate gelangt man zur Hypothese,
dass die Dehydroascorbinsdure in Gemiise und Obst nicht vorkommt.

Résumé

Examen de l'influence de divers facteurs, tels que le pH, la nature des solutions
tampons, la concentration en acide métaphosphorique, la nature et les teneurs en substan-
ces tensio-actives, ainsi que la présence d’oxygene, sur le dosage polarographique de
I'acide ascorbique dans les 1égumes et les fruits frais.

On a trouvé que des polysulfures se forment au cours de la réduction par 'hydro-
gene sulfuré et que ces corps sont une source d’interférences pour les méthodes de dosage
volumétrique. '

Aux pH 4,7 ou 6.2 'acide déhydroascorbique est complétement réduit par I’hydro-
gene sulfuré en un quart d’heure. Sur la base des résultats obtenus I'hypothése est émise
que l'acide déhydroascorbique n’est pas rencontré dans les fruits et les légumes.

Summary
Study of various variables, such as pH, nature of the buffer solutions, metaphos-
phoric acid concentration, etc. on the polarographic determination of ascorbic acid in
fresh fruits and vegetables. The reduction of dehydroascorbic acid by hydrogen sulphide
has also been studied and is complete in 15 minutes at pH 4,7 or 6,2.
The results obtained by polarography seem' to indicate that dehydroascorbic acid
does not occur in fruits and vegetables.
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