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TEMA VITAMINY
Uloha 39: | Stanovenie koncentrdcie vitaminu C 2,4-dinitrofenylhydrazinom
Princip: Kyselina L-askorbova (vitamin C) sa oxiduje na kyselinu dehydroaskorbovu
aj pretrepanim na vzduchu za katalyzy aktivnym uhlim.
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Kyselina dehydroaskorbova s dinitrofenylhydrazinom dava v slabo redukujiicom
prostredi tiomocoviny osazon, ktory sa rozpusta v koncentrovanej kyseline siro-
vej. Cervené sfarbenie roztoku sa hodnoti spektrofotometricky.
Reagencie: 1. Standardny roztok kyseliny askorbovej s koncentraciou 15 g/100 ml
2.roztok vzorky z jablka, citrébnu, pomaranca, mandarinky (K s§tave z ovocia
pridame trocha aktivneho uhlia, premiesame a nechame reagovat
10 minut. Prefiltrujeme a filtrat zriedime v pomere 1:10)
3.2,5 % roztok tiomocoviny v 50 % etanole
4.2 % roztok 2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNFH) v 50 % etanole dopl-
nime 0,5 ml kyseliny chlorovodikovej na celkovy objem 100 ml
5.85 % roztok kyseliny sirovej
Material: sada skimaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpény
spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka, termostat
Postup: Do Siestich oznacenych skiimaviek pipetujeme sklenenymi pipetami Stan-
dardny roztok vitaminu C podla tabulky 6.1 a postupujeme podl'a pokynov
v nej uvedenych. Do siedmej skimavky pipetujeme namiesto Standardu 1 ml
vzorky ovocnej Stavy (do zoSita nezabudneme zapisat’ o aké ovocie i§lo).
TABULKA 6.1 0 1 2 3 4 5 vzorka
Standard vitaminu C [ml] - 0,2 0.4 0.6 0.8 1 -
vzorka ovocnej Stavy  [ml] - - - - - - 1
destilovana H,O [mi] 1 0,8 0,6 0,4 0,2 - -
tiomoc¢ovina 1 kv. 1 kv. 1 kv. 1 kv. 1 kv. 1 kv. 1 kv.

premieSat’
inkubovat’ 60 min pri 37 °C

85 % HaSO4

[ml] 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25

dinitrofenylhydrazin ~ [ml] 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

inkubovat’ 30 min pri laboratornej teplote
urcit’ absorbanciu pri 540 nm

mnozstvo vitaminu v ska-
mavke [mg]

0 30 60 90 120 150 X

absorbancia pri 540 nm -

Vyhodno- Pomocou kalibraénych roztokov (skiimavky 1 az5) zostrojime kalibracny

tenie: graf (zavislost’ absorbancie Standardného roztoku vitaminu C pri 540 nm od
mnozstva) a z neho ur¢ime mnozZstvo vitaminu C v mg na 1 ml vzorky (x).
Tuato hodnotu vyndsobime prislusnym riedenim.

Zaver: Uvedieme koncentraciu vitaminu C v ovocnej $tave (v mg/ml).
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Uloha 40: | Dokaz vitaminu A
Reakcia s kyselinou sirovou
Princip: Provitamin A je dolezitou sucastou stravy, pretoze v ludskom organizme sa
z neho vytvara vitamin A (retinol). Tento vitamin je dolezity pri redoxnych pro-
cesoch v organizme, biochemickych dejoch videnia a podobne. Preto by ho mal
byt v potrave dostatok. Nachadza sa napr. v mrkve a paradajkach. Jeho ne-
dostatok sposobuje poruchy zraku a rastu. Priemerna dennd spotreba vita-
minu A v ludskom organizme je priblizne 2,8 mg.
Provitamin A (chemicky beta karotén) patri do skupiny karoténov, ktoré sa
v pritomnosti kyseliny sirovej sfarbia na modro alebo modrofialovo.
x ™ OH
retinol
Reagencie: 1. koncentrovana kyselina sirova
2. petroléter
3. nastruhand mrkva
Material: skiimavky, stojan na skimavky, mikropipety
Postup: Do skumavky ddme postrithani mrkvu a priddme 3 — 5 ml petroléteru. Ska-
mavku zazatkujeme a dokladne pretrepeme. Obsah skiimavky nechame ustat
2 —4 min avyluh zlejeme do druhej skimavky. K vyluhu potom po stenach
skimavky priddme 3 — 5 ml koncentrovanej kyseliny sirovej a sledujeme fareb-
nt zmenu. Vyluh sa po pridani koncentrovanej kyseliny sirovej sfarbi na stycnej
ploche na modro.
’I:ioez.orova- Zaznamename farebnll zmenu.
Uloha 41: | Dékaz vitaminu B;
1. Reakcia s kyselinou diazofenylsulfonovou
Princip: Vitamin B; (tiamin) patri do skupiny vitaminov B rozpustnych vo vode. Fos-
forylovany vystupuje ako koenzym dekarboxylazy a dehydrogenazy kyseliny py-
rohroznovej. Dava farebnu reakciu s kyselinou diazofenylsulfonovou, c¢o sa vyu-
Ziva na jeho dokaz.
NH,
N7 X |\f4\S
L S
HsC N HsC
tiamin OH
Reagencie: 1.4 % roztok hydroxidu sodné¢ho

2.5,76 % roztok uhli¢itanu sodného

3. diazoreagencia (0,9 g kyseliny sulfanilovej v 9 ml koncentrovanej kyseliny
chlorovodikovej doplnime destilovanou vodou do 100 ml. Tento zakladny
roztok uchovdavame v tmavej flasi. Z neho odpipetujeme 1,5 ml do 50 ml
banky, ktoru drzime v lade, pridime 1,5 ml 5 % dusitanu sodného a po
5 minutach este 5 ml dusitanu sodného. Po minute doplnime po znacku.
Roztok nechame v lade este 15 minut. Takto pripravend reagencia vydrzi
24 hodin.)
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4.0,1 % tiamin okysleny kyselinou chlorovodikovou na pH 3 az 4

Material: skamavky, stojan na skimavky, mikropipety
Postup: Do skiimavky napipetujeme 1 ml zmesi hydroxidu sodného a uhli¢itanu sod-
ného v pomere 1:1, prikvapneme 10 — 12 kvapiek diazoreagencie a 2 — 4 kvapky
tiaminu. Pociato¢né 7zIté sfarbenie sa zmeni za niekol’ko minit na oranzové.
Pozorova- . .
nies Zaznamename farebnu zmenu.
2. Reakcia s hexakyanoZelezitanom draselnym
Reagencie: 1.1 % roztok hexakyanozelezitanu draselného
2.30 % hydroxidu draselné¢ho
3. n-butanol
4.0,1 % roztok vitaminu B
Materidal: | skimavky, stojan na skimavky, pipety
Postup: Do skiimavky k 1 ml vitaminu B; priddme 2 ml hexakyanozelezitanu dra-
selného, 1 ml KOH a po zamieSani 5 ml n-butanolu. Po dokladnom pretrepani
horna vrstva fluoreskuje pod UV lampou (pri 254 nm).
Pozorova- . ,
nie: Zaznamename farebnll zmenu.
Uloha 42: | Dékaz vitaminu C
Princip: Vitamin C plni v ludskom organizme mnohé dolezité funkcie — je sucastou
antioxidacného systému, je nutny pre normalnu imunitnu odpoved na infekcie,
pre hojenie ran a podobne. Priemernd denna davka pre zdravého dospelého
cloveka by mala byt asi 100 mg.
Uvedeny dokaz vitaminu C je zaloZeny na jeho redukcnych schopnostiach.
Kyselina askorbova zredukuje hexakyanozelezitan draselny na hexakyanozelez-
natan draselny a ten utvori so Zelezitym kationom berlinsku modru (hexakyano-
Zeleznatozelezitan draselny). Takto mozZno polokvantitativne sledovat’ obsah
vitaminu C v jednotlivych druhoch ovocia a zeleniny (intenzita sfarbenia je re-
lativne umernd obsahu vitaminu C).
Reagencie: 1.zmes 1 % roztoku hexakyanoZelezitanu draselného a 1 % roztoku chloridu
zelezitého
2.vitamin C
3. platky r6znych druhov ovocia (najlepsie citrusového)
Material: skimavky, stojan na skimavky, pipety
Postup: Zmes hexakyanoZzelezitanu draselného a chloridu Zelezit¢ho kvapneme na
tenky platok ovocia a pre porovnanie aj do skimavky s roztokom vitaminu C.
Povodne olivovozelené sfarbenie sa zmeni v pritomnosti vitaminu C na modré.
5;z:or0va- Zaznamename farebnii zmenu.
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