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1. Doel:
Literatuuroverzicht analysemethodes voor vitamine C in voedingsmid~-

delen.

2/3. Samenvatting en conclusie:

Voor de bepaling van AA in verse groenten en fruit verdient het aan-
beveling de HPLC methode (2.6.3) op te starten. Gezien de potentiele
mogelijkheden van HPLC is het nuttig de toepasbaarheid voor een breder
skala produkten te onderzoeken. Daarnaast is het noodzakelijk te
beschikken over een methode waarvan aangenomen mag worden dat hiermee
voor een groot aantal produkten betrouwbare resultaten verkregen kun-

nen worden. Methode 2.4 is hiervoor het meest geschikt.
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OVERZICHT VAN METHODES VOOR DE BEPALING VAN VITAMINE C

1 Inleiding

Voor de bepaling van vitamine C in voedingsmiddelen is het noodzake-
1ijk te beschikken over een methode die zowel Lrascorbinezuur (AA) als
Dehydro-ascorbinezuur (DAA) bepaalt, omdat beide vitamine-C-aktiviteit
vertonen (DAA ongeveer 80% van de aktiviteit van AA). Onderscheid
tussen AA en DAA is zinvol omdat in vers plantaardig materiaal geen
DAA voorkomt (9) en omzetting van AA in DAA kan plaatsvinden door oxi-
datie tijdens bijv. bewaring en verwerking van het produkt. Het DAA-
gehalte kan aldus een parameter zijn voor de kwaliteit van het
produkt.

Aan voedingsmiddelen wordt soms D-isorascorbinezuur (Araborascorbine-
zuur) (IAA) toegevoegd als anti-oxidant en goedkope vervanger van AA.
D-iso~ascorbnezuur (een epimeer van AA) bezit slechts 5% van de
vitamine-C-aktiviteit van AA, en zal daarom bij de bepaling van

vitamine-C niet met AA of DAA mogen samenvallen.

2 Methodes
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Dit is de klassieke vitamine-C analyse (l1). De methode 1s niet erg
specifiek, en geeft te hoge resultaten bij aanwezigheid van stoffen
die door DIP geoxideerd worden (2), zoals Fe(Il), Zn(II), reduktonen,
cysteine. Zonneveld (3) beschrijft een aangepaste methode voor
groente, fruit en conserven, waarbij de storende reducerende stoffen
bepaald kunnen worden door de oxidatie van AA te blokkeren msb.v. for-

maldehyde.

vlees en vleesprodukten (11), voedingsmiddelen (12) en aardappels
(13). Deze methode wordt eveneens gestoord door oxideerbare stoffen.
Davidek (11) beschrijft een methode voor vleesprodukten, waarbij het
condensatieprodukt van DAA en o-fenyleendiamine polarografisch bepaald

wordt, waardoor storende bestanddelen uitgeschakeld wordens
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hydrazine en spektrofotometrische bepaling van het hydrazon (4).
Aangezien de reaktie alleen maar specifiek is voor de endiolgroep,
vormen veel verbindingen (o.a. reducerende suikers) het hydrazon, en
veroorzaken daardoor een te hoge waarde. Deze methode leidt dan ook
alleen tot betrouwbare resultaten in kombinatie met dunnelaag
chromatografie. Toepassingen zijn beschreven voor levensmiddelen

(5,7), mengvoeders (6,7) en melk (8).
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(OPDA) (14,15). Storende stoffen die eveneens met OPDA een fluoresce-
rend condensatieprodukt vormen, worden bepaald door middel van de-
zelfde reaktie, waarbij echter de vorming van het DAA-OPDA complex
verhinderd wordt door toevoeging van boorzuur. Deze methode is geac-
cepteerd als officiele AOAC-methode.

Automatisering van de methode met behulp van een autoanalyzer is moge~=

113k (16).

Het AA wordt hierbij door een tetrazoliumzout geoxideerd, waarna in
een parallelle bepaling de oxideerbare storende stoffen gemeten wor-
den, nadat vooraf het AA verwijderd is door ascorbinezuur-oxidase. Het
ascorbinezuur ~oxidase reageert met isoascorbinezuur en 802. De methode
wordt geschikt geacht voor een breed skala van levensmiddelen (17).
Genoemde publikatie is afkomstig van de fabrikant die sinds kort een

testcombinatie op de markt brengt.

2.6 HPLC~methodes
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2.6.1 Optimale kondities voor de scheiding van wateroplosbare vitami-
nes in multivitaminepreparaten met behulp van reversed phase-NH2 en

~C1g worden bepaald (18).

2.6.2 Bepaling van AA in vitaminepreparaten, groente, fruit, vruchte-
sappen, en babyvoeding (19), onder de volgende kondities: isocratische
elutie van reversed phase-C;g door middel van ion-pairing met tridecyl-

ammoniumformiaat, elutievloeistof water-methanol l:1, UV-detektie.
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2.6.3 Bepaling van AA in groente en fruit (20). Voor verse groente en
fruit werd de volgende methode ontwikkeld: isocratische elutie van
reversed phase'C18 door middel van ion-pairing met tetrabutylammo-
niumhydrogeensulfaat, elutievloeistof water-methanol 945:55,
UV-detektie. De golflengte waarbij de detektie plaatsvond werd zodanig
gekozen dat de pH geen invloed had op de UV=-absorptie van AA.

Bovengenoemde methodes geven niet de mogelijkheid tot onderscheid
tussen IAA en AA (voor de HPLCr methodes is dit niet duidelijk). Hoewel
IAA niet van nature aanwezig is in voedingsmiddelen, kan het hieraan
toegevoegd zijn. Met het gestelde in de inleiding zal het dan nood-
zakelijk zijn IAA gescheiden van AA te bepalen.

2.7.1 Met behulp van papierchromatografie (21,22).
2.7.2 Met behulp van dunnelaag chromatografie (23).

2.7.3 Met behulp van HPLC (24)

In vruchtesappen werd onder de volgende kondities een scheiding tussen
IAA en AA bereikt: Tsocratische elutie van reversed phase-NH, bij
60°C, elutiemiddel 75% acetonitril in water. De UV-gevoeligheid van
IAA blijkt in het pH-trajekt 4.4-4.7 sterk te varieren. Een scheiding
op reversed phase-C,g, zowel met ionpairing als zonder ionpairing

bleek niet goed mogelijk.

Met vitamine C methodes die gebruik maken van eigenschappen van het AA
kan het DAA-gehalte pas bepaald worden na reduktie wvan DAA. Hiervoor

zijn een aantal methodes voorhanden (26, 27, 28, 29).

3 Diskussie

Een grote verscheidenheid aan methodes voor de bepaling van vitamine C
wordt genoemd in de literatuur. De waarde van de methodes 2.1 tot en
met 2.5 wordt vaak beperkt door de potentieel storende bestanddelen

van de matrix waarin het vitamine zich bevindt.
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Procedures om deze storingen te onderdrukken zijn dan noodzakelijk met
alle mogelijkheden tot verliezen en fouten door deze extra bewerkingen
(25).

HPLC biedt door zijn scheidend vermogen de mogeli jkheid tot het
vereenvoudigen van de voorbewerking van het monster, waardoor een

efficiénte analyse mogelijk wordt.

4 Conclusie

Voor de bepaling van AA in verse groente en fruit verdient het aanbe-
veling methode 2.6.3 op te starten. Gezien de potentiele mogeli jkheden
van HPLC voor de analyse van vitamine C is het zeer nuttig de moge-

11 jkheden van deze methode voor een breder toepassingsgebied te onder-
zoeken.

Daarnaast zal het noodzakelijk zijn te beschikken over een methode
waarvan aangenomen mag worden dat hiermee voor een groot aantal pro-
dukten betrouwbare resultaten verkregen kunnen worden. Methode 2.4 is
hiervoor het meest geschikt.

Een nieuwe methode die aandacht dient te krijgen is de enzymatische

methode 2.5.
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