Eljaras C-vitamin tartalom meghatdrozasara az oszazonok
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El6z6 kdzleményemben (1) a hékezelt ndvényi anyagok C-vitamin tartalma-
nak meghatarozasara alkalmas maddszert ismertettem, amely az oszazonok papir-
kromatografias elvalasztasan alapszik. Kiegészitésképpen vizsgaltam az Gssze-
hasonlitasként haszndlt tiszta aszkorbinsavbdl oxidacio utan eldallitott oszazon
&llandGsagat az alkalmazott olddszerben. A kérdés tanulményozésat két szem-
pontbdl tartottam fontosnak. Egyfel6l meg akartam hatarozni azt az idGtarta-
mot, amely alatt az 6sszehasonlito oldatban bomlasi jelenségek még nem lepnek
fel. Masfel6l vizsgalni kivantam a dehidroaszkorbinsav o0szazonjaval azonos
szinli oszazont kepezd 2-3-diketogulonsav megjelenésének és elvalasztasanak
lehet6ségeit.

A kérdés fontossagara Mapson (2), majd Patschky (3), késébb Drevon (4)
vizsgalatai is felhivjdk a figyelmet, mivel az emlitett szerz6knek természetes
anyagok kivonatahdl, illetve aszkorbinsav oldathdl oxidalas és h&behatds utan
két teljesen azonos lazac szin{i oszazont sikerilt izolalni, amelyeknek megjele-
nését az aszkorbinsav zart és nyilt lanct forméajaval magyaraznak. Ohle és mun-
katarsai (5) szerint ugyanis enyhén savanyu kozegben a zart lakton és a nyilt
lancy 2-3-diketogulonsav forma kozott egyensulyi allapot alakul ki és a dinitro-
fenilhidrazinnal torténd reakcid utan a fényelnyelés mérése alapjan ezek 6sszegét
hatarozzuk me%. Az emlitett szerz6k megfigyelései és az altalam kidolgozott
eljaras alapjan felvetédik annak lehet6sége, hogy kromatografias tton az aszkor-
binsav, ill. a dehidroaszkorbinsav a nem antiskorbutos hatast diketogulon-
savtol elvélaszthat6 és igy a madszer specifikussaga teljes mértékben igazoltnak
tekinthetd, mivel eddigi tudasunk szerint egyedill a diketogulonsav ad a dehidro-
aszkorbinsavéval teljesen azonos szin{i oszazont.

Kisérleteim szerint a dehidroaszkorbinsav-oszazon etilacetatos oldatabol
néhany hétig tarté tarolds utdn papirkromatogréfidval, az emlitett szerz&kt6l
eltérGen, nem Kkét, hanem négy azonos — lazac —szin(i oszazon valaszthato el
kloroform-kl6rbenzol-etilacetat 50 : 25 : 25 aranyd elegyével. A négy oszazon
papirkromatografiaval 0,90; 0,70; 0,35 és 0,15 Rf értékekkel igen jol szétvalik.
Megfigyelésem szerint az izomerek frissen készitett savmentesre mosott oszazon
etilacetatos oldatdban soha nem jelennek meg, ezért Gsszeflggést probaltam
keresni az oszazonok megjelenese és az oldat savkoncentracioja kozott.

A savtartalm( oldatokat Stahl-féle (G jelzés(i) szilikagélbGl készitett vékony
rétegen kromatografaltam, mivel a felvitelnél a bekoncentralodott sav a szlir6-

apirt elroncsolta és igy a szétvalasztas nem volt megfelels. Az alkalmazott
uttatészer petroléter-etilacetat 60 : 40 aranyu elegye volt. Etilacetatos oldathol
ecetsavval térténé savaniités és tobb napos allas utdn 7 azonos szind, feltehetd-
leg izomer vegyiiletet sikeriilt szétvalasztanom (1. abra). Megjegyzendd, hogy
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ugyanazon izomerek kénsav jelenlétében is megjelentek, mivel azonban az ecet-
sav az oldoszerul hasznalt etilacetattal jol elegyedik és igy a savkoncentracio
tetszés szerint novelhetd, a tovabbiakban ezzel végeztem a savanyitast.

7. &bra

Szilikagélen elvalasztott dehidroaszkorbinsavoszazon izomerek
Futtatészer: heptan: etilacetadt 60 : 40

A szétvald vegyileteket a startvonaltdl kiindulva 1—7 sorszdmmal jel6l-
tem. A starttél szamitott 2. folt narancs szind, a tobbi azonos lazac szin(i. Vas-
tagabb rétegli (kb. 1 mm-es) szilikagélen az 1, 2, 4., 6. és 7. szammal jel0lt
vegylleteket sikeriilt olyan mennyiségben elvalasztanom, hogy extinkcids gor-
béjuket a lathaté és az ultraibolya fényben megvizsgalhattam. A 3. és 5. szamu
anyagbdl olyan kis mennyiségek valtak el, hogy ezeknek tulajdonsagaival eddig
nem volt modomban behatébban foglalkozni. Mivel a vegyiiletek apolaros oldo-
szerben nem oldddnak, elnyelési gorbeéiket etilacetatban és ecetsavban vettem fel.

A 2. és 3. abra extinkcios gorbéinek alakjan lathato, hogK a vizsgalt vegyii-
letek szerkezete kozel azonos, mivel teljesen azonos hulldmhossznal adnak el-
nyelési maximumokat. Valosziniileg szerkezeti izomerek megjelenésérél van szo.
A fébb maximumok a lathaté hullamhosszon 495 m//-nal és ultraibolyaban
345, 275, illetve 265 m/r-nél jelennek meg. Ezek a gorbék - az olddszer hatésa-
nak kdvetkeztében ugyan kissé a révidebb hullamhossz felé eltolédva —de lénye-

ében megegyeznek az irodalombdl (6) ismert, a kénsavas és ecetsavas kdzegben
elvett oszazon gorbékkel.

A spektroszkdpiai elemzéseknél hasznalatos mdédszerrel a f6bb maximumok
egymashoz val6 aranyat, valamint a lathatd hullimhosszon mért maximalis és
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minimalis elnyelés aranyat is megvizsgaltam. A vegyiletek szerkezetében talal-
hato kismerték( eltérésre és feltehetSleg izomerek jelenlétére utalnak az abszorp-
ci6s maximumok egymashoz valé aranyaban mutatkozd kilonbségek is. Az
1 téblazat adatai alapjan a 2-es szamu izomer gorbéje és ennek megfeleléen
valosziniileg szerkezete is tér el leginkabb a tobbitél. Az E 500 m~/E 430 Ty
értéllze ennél a legalacsonyabb, mig az E 345 m”/E 500 muy ennél a legnagyobb
értékd.

2. abra

A dehidroaszkorbinsav-oszazon izomerek extinkcidos gérbéi
50% -os ecetsavban

A 2. sz. izomer szerkezetében varhatd nagyobb eltérés hatasa a vegyilet
szinében és kémiai viselkedésében is megfigyelhet6. Narancssarga szine nehany
napos szobah6mérsékleten tortend allas alatt a tobbihez hasonl6 élénk lazac-
szin(ivé valik. Ez az atalakulas val6szin(ileg oxidativ jellegli, savgézok hatasara
nem gyorsul meg. E feltevést alatamasztja az a megfigyelés, ho?(y a nitrogén
atmoszféraban az atalakuléds tobb napos allas utdn sem koévetkezik be.
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3. &bra

1—50% -ig novekvs ecetsavkoncentracio hatasa az izomerek alakulasara

7. tablazat

Dehidroaszkorbinsav-oszazon izomerek fébb jellemzdi

lzomerek .
E 500 m/// E 345 triBl
. . E 430 mB E 500 mB
jele szine

1 lazac 1,79 0,99
1. narancs 1,31 1,67
AV lazac 1,50 1,28
ViI. lazac 1,81 1,12
VIl lazac 2,20 1,00



A szerkezetben lev6é nagyobb mértékdi eltérésre utal tovabba az a megfigye-
Iés is, hogy piridinnel torténé beflvés utan valamennyi folt barnas szinlvé
valik, a 2. sz. izomer azonban megkékill. Ez a kék szinez6dés savnyomoktdl
mentes, alaposan kimosott oldatbdl torténd futtatas esetén is fellép, jelezve,
hogy ennek az izomernek joval alacsonyabb az atcsapdsi pH-ja mint a tobbig.
Leveg6n vald allas és lazac szinlivé valo atalakulas utan a 2. sz. izomer piridin
hatdsara nem kékil meg, hanem a tobbihez hasonléan barnava valik. A piridin
elparolgasa utan valamennyi folt ismét lazac szin(i lesz, amely jelenség a lug
hataséra bekdvetkezd proton atrendezddésnek és spontdn visszaalakulasnak tulaj-
donithat6. Ez az izomer lugra torténd megkékilése alapjan valészin(ileg azonos
a Herman (7) altal kimutatott oxidacids termék oszazonjaval.

4. &bra

Megfigyeléseim szerint az izomerek megjelenése az oldat savkoncentracioja-
tol fligg. Frissen el6allitott oszazon savmentes oldatabol kromatografalaskor
mindig csak egyetlen folt jelenik meg az 1. szammal jel6lt helyen akar 3 oraig
37 C° hémérsékleten, akar 10 percig 100 C°-on megy vegbe a reakcid. A tdbbszor
atkristalyositott oszazon oldatdban is megjelennek azonban az izomerek, ha
hosszabb ideig etilacetatos oldatban tartjuk, valészinlileg az etilacetat bomlasa
kovetkeztében megjelend ecetsav hatasara. Az izomerek megljelenését sav jelen-
léte meggyorsitja es az atalakulasi termékek kozott kialakulé egyensulyt meg-
hatarozott iranyban eltolja.

Ecetsav jelenlétében vizsgaltam az izomerek megjelenését, 1-r6l fokozato-
san 50%-ra novelve a sav koncentraciojat. A 4. &bran lathat6, hogy a sav
mennyiségének novekedésével az 1 és 2. szamu izomer mennyisége fokozatosan
csokken, ezzel szemben a 4., 6. és 7. szdamuaké ndvekszik. Kis savkoncentraciok-
nal (20%-ig) csak 4 izomer mutathato ki, 33%-nal megjelenik az 5. és 6. szamd,
50%-nal pedig a 7. szam( izomer is kimutathatd néhany hetes allasi id6 utan.
Az atalakulasi reakcié h6 hatasara meggyorsul, a h6mérséklet emelése azonban
féleg nagyobb savkoncentracié mellett — a kisebb Rf érték(i izomerek teljes
eltlinéséhez vezet.
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Az izomerek keletkezési feltételeinek tanulmanyozésa alapjan lehetéség
nyilik arra, hogy infravéros vagy tomegspektroszképiai vizsgalatok alapjan az
egyes vegyiletek pontosabb szerkezete megallapithatd legyen. A kérdés tiszta-
zasa szerkezetkutatasi szemponthol érdeklodésre tarthat szamot, mivel az iro-
dalombdl eddig csak két izomer ismeretes, bar elvben igen nagyszamu sztereo-
izomer kialakuldsanak lehetdsége all fenn. Mivel azonban ezeket ezideig nem
sikeriilt szétvalasztani, az a feltevés alakult ki, hogy a szamos, elméletileg lehet-
stégg_sl izomer kozll csak az eddig elvalasztott két —a nyilt és zart lanct - forma
stabil.

Az izomerek megjelenési korlilményeinek tisztdzdsa a C-vitamin analitika-
janak szempontjabol szintén jelentds, mert az irodalomban leszogezett allas-
ponttal szemben sikeriilt bebizonyitanom, hogy természetes anyagokban csak
egyetlen vegyiilet, a dehidroaszkorbinsav adja a lazac szini oszazont. A reakcié
elegyb6l kimutatott masodik hasonlé szini és eddig a 2-3-diketogulonsavnak
tulajdonitott vegytlet az analizisre felhasznalt oldat helytelen kezelése, illetve
savnyomok hatasara a vizsgalat folyaman keletkezhet, mint a dehidroaszkor-
binsav oszazon atalakulasi terméke és nem valamely aszkorbinsav-izomer osza-
zonja.
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Crocob OMPEAENEHUWA COAEPXAHUA BUTAMUHA ,,C” OTAEJE-
HMEM OCA30HOB MOMOLLBIO BYMAXHOW XPOMATOIPA®UN

I11. TOCTOSHCTBO M M30MepU3aLMA 0Ca30HOB ferMfpoackop6UHOBO KUCIOThI B
KUCNoiA cpese

K. CoTbopu

ABTOp UCCneaoBas NOCTOSIHCTBO 0OCa30HOB AErvApOacKOPUHOBON KWCNOTHI.
YCTaHOBW/I, YTO MOC/IE HECKO/IbKO HEAENbHOr0 XPaHeHUs MpU KOMHATHON Temne-
paType Npy HaMYMKU KUCMOTbI, NMPUMEHEHWEM aBTOPOM pa3paboTaHHOW CMecu
renToH: 3Tunauetata B COOTHoweHuM 60 :40 Ha cunukarene wusonupyroTca 7
M30MepoB. B3avMHOE COOTHOLLUEHME KO/MYecTBa W30MEPOB SBMAETCA 3aBUCK-
MOCTbHO MPUMEHSIEMON KOHLEHTPaLWUW KACNOTbI.

B cnyyae npuMeHeHWs YCNOBWIA OnpeaeneHus ackopoyHOBOW [KMCnoTbl nosy-
yaeTcsa TONbKO OfHa Camasi MeHbluas BennyuHa gopmbl Rf.

B /mMTepaType oOnucaHHbIi 0Ca30H MPUCBOEHHbLIA 2-3  [UKETOry/NOHOBON
KWUCMOTEe BCMEACTBUM HEMPaBM/ILHOTO yXo4a pacTBopa M Ha/uyug B HeM CrefoB
KUCNOT 06pasytoLMX 0Ca30HOB, SIBASETCA M30MEPOM.
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VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG DES VITAMIN C GEHALTES
DURCH PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG DER OSAZONE
STABILITAT UND ISOMERISADION DES
DEHYDROASCORLINSAURE-OSAZONS IN SAUEREM MEDIUM

K. Szotyori

Verfasserin prifte die Bestandigkeit des Osazons der Dehydroascorbinsaure.
Sie stellte fest, dass bei Zimmertemperatur in S&ueranwesenheit nach mehr-
wdchentlichem Stehen 7 Isomere auf Silicagel mittels der von ihr zusammen-
gestellten Mischung Heptan: Aethylacetat 60: 40 separiert werden kdnnen.
Das Verhéltnis der Menge der Isomere zueinander ist von der verwendeten
Séurekonzentration abhéngig.

Unter den bei der Bestimmung der Ascorbinsdure herrschenden Umstédnden
erscheint nur eine einzige Form, diejenige mit dem kleinsten Rf Wert. Das in der
Literatur beschriebene, der 2-3 Diketogulonsdure zugeschriebene Osazon ist
ein durch falsche Behandlung der Ldsung, infolge der Anwesenheit von Saure-
spuren gebildetes Osazon-Isomer.

METHOD FOR THE DETERMINATION OF THE CONTENT OF
VITAMIN C BY THE PAPER CHROMATOGRAPHIC SEPARATION OF
THE OSAZONES, I11. STABILITY AND ISOMERIZATION OF DEHYDRO-
ASCORBIC ACID IN AN ACID MEDIUM

K. Szotyori

On investigating the stability of the osazone of dehydroascorbic acid it
was found that after allowing the system to stand at room temperature for
several weeks, it is possible separate seven different isomers on silica gel, using
the solvent mixture heptane: ethyl acetate of 60 : 40 evolved by the author. The
ratio of isomers to each other appeared to be a function of the acid concentra-
tion applied.

Under the conditions applied in the determination of ascorbic acid, only
one form, namely that of minimum Ry value appeared. The osazone described
in literature, attributed to 2,3-diketogulonic acid proved to be actually an
isomeric osazone formed by the inadequate treatment of the solution, due to
the presence of acid traces.

PROCEDE POUR LE DOSAGE DE LA VITAMINE C PAR LA
SEPARATION DES OSAZONES PAR CHROMATOGRAPHIE AU PAPIER

I1l. CONSTANCE ET ISOMERATION DE L’OSAZONE DE L’ACIDE
DEHYDROASCORBIQUE DANS DES MILIEUX ACIDES

K. Szotyori

L’auteur a étudié la Constance de Posazone de I’acide déhydroascorbique.
Elle a établi qu’a la température de la chambre en présence d’acide lon peut
séparer aprés un délai de plusieurs semaines 7 isomeres sur du gel silicique, avec
un mélange heptane-acétate éthylique 60 : 40 élaboré par eile. Le rapport des
quantités des divers isomeres est une fonction de la concentration de I’acide
employée.

Dans les circonstances observées lors du dosage de Pacidé ascorbique il
ne se présente qu’une seule forme, celle & valeur Ry minima. L’osazone attribué
& Pacidé 2 -3 diketogulonique, décrit dans la littérature, est un isomere d’osa-
zone produit par des traces d’acide en cas d’un traitement erroné de la solution.
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