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(54)Reegenéni prouZky k ddkaszu a stanovedfkyseliny askorbové

Vyndlez se tykd sloZeni indikednfho systému stebilnich reagendnich prouzkd pro steno-
veni kyseliny askorbové.

Ke stenoveni kyseliny eskorbové, viteminu C, v rdznfch biologickych, farmaceutickych
nebo potrsvindfskych meteridlech e produktech se uZivéd rady fyzikdlnich nebo chemickych
metod. I kdyZ Jsou tyto metody pom¥rn& preané, vyZeduji dokonelé laboratorni a p¥istro-
Jové vybaveni a jsou povitSinou dosti pracné s zdlouhavé, V ¥ads pifpedd je v3ak potiebs
zjistit p¥{tomnost kyseliny sskorbové nebo urdit jej{ obseh rychlym s jednoduchym zpisobenm,
byi 1 zs cenu .pon¥kud niZ3f{ pPesnosti dosefenfch vysledkld., Obzvl4BtE &asto je takto pot¥eba
zjistit pPitomnost kyseliny askorbové a ur¥it jeji obseh v t&lnifch kepalindch, jsko napi,
mo¥ nebo krev, v nt¢hi pFfitomnost kyseliny askorbové ruSf n¥kterd disgnosticky vyznemnd
laboratorni vySetfeni, jako Je stenoven{ glukosy v mo&i nebo séru, hemoglobinu nebo
arythrocytd v mo¥i a podobn¥.

Pro viechny tydo ufely je obecn& nejvhodn¥jsi pouZit{ tzv, resgendmich proufkd, v nich¥
viechne &inidle, potifebnd k pribdhu barevné chemické reskce, ne jejimZ principu je ste-
noveni galoZeno, jsou obasZene v pevném stevu v indikednim systému prouiku, tj. jsou na-
nesena ne vhodném nesdkevém nosiZi, Pomoc{ t&chto prouZkd je sice mbZné ziskst pouze
semikvantitativnf vysledky, zeto je vSak prédce s nimi neoby¥ejn¥ jednoduchd a rychlé:
celé stanoveni totiZ spo¥fivé v namodeni prouZku do vySetfovené kapaliny a odedteni vysledku
dle odastfnu 8 intenzity vzniklého zberveni indiks&ni "plosky.

Prvé prouZky tohoto druhu byly popsény jiZ pfed ¥sdou let nep¥ikled v prdci F. Feigls,
Spot Tests in Orgenic Anslysis, T. vyd., 1966, ne str. 475. Predstevuji prouZek filtraZntho
pepiru, na ktery je nenesena smonné sil kyseliny molybddtofosfore¥né e dusi&nen amonny,
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jeho? prftomnost méd zvy3it stebilitu prouZkd. Po nemodeni do kapaliny obsehujfci kyselinu
askorbovou se tyto proufky barvi modfe v disledku redukce ¥luté molybddtofosforedné kyse-
liny ne tzv, molybdenovou mod¥, Pres pridavek dusiénanu smonného jsou viak tyto prouZky
zne&nd nestdlé, nebol se i p¥i skledovéni v uzevieném obalu bervi ji% po n¥kolika dnech
zelenevé s modde, udejné vlivem redukce kyseliny molybddtofosfore&né celulosou pepiru.

Nepatrns obtméndné sloZeni prouZkd pro stanoveni kyseliny askorbové popisuje i eme-
ricky patentnf spis 3 771 964, ktery uZivé ke stebilizaci dusi¥nen sodny nebo dreselny
v p¥i{tomnosti silné orgenické kyseliny, jeko naepi. kyseliny malonové., Tyto prouzky jsou
sice pon¥kud stsbiln&jsi e pouZitelné i pro detekel a stenoveni kyseliny askorbové
v mo2i, nebol dik p¥ftomnosti pom&rn¥ silné orgenické kyseliny nemi stanoveni kyseliny
askorbové ruseno pfftomnosti kyseliny moZové, kterd pPi vy33fm pH rovn¥% redukuje kyse-
1linu molybdétofosforefnou ne molybdenovou mod¥, Nevyhodou t&#chto prouZkd je viek op&t skuted-
nost, %e se nedajf pou%it ne tzv. polyfunkinich prouicich, tj. ne prou¥cich obsshujicich
vice indiks¥nich plo¥ek urfenfch k souZasnému stenovenf n¥kolika riznfch sou¥dsti, napi.
moZe., Z indike¥ni plodky pro stenoveni kyseliny askorbové se totiZ Zasem uvolhujf z pii-
tomného alkelického dusiZnanu stopy kyslidnfkd dusiku, které ni%¥i ostetni indikeZn{ plo¥ky,
zejméne plodky pro stanoveni glukosy, krve a pH. Vedle toho jsou ale tyto proutky i mélo
citlivé, nebol dovolujf stemovit kyselinu askorbovou teprve od koncentrace 300 mg/l a vice.
Nevic, barevnd zm¥ne t¥chto prouZkd probthé zne¥nd pomalu, tek¥e i s t¥mito pom&rnd vyso-
kjmi koncentrecemi kyseliny askorbové nabudou prouzky svého kone¥ného modrého zaberveni
teprve asi po | min, tedy ze dobu, kdy Jif mdl byt ddvno 2ném vysledek testu na pFftomnost
s koncentraci kyseliny eskorbové jako sloZky rulfci jiné barevné tesiy.

Nyn{ v¥ek bylo zji¥tdno, Ze tyto nedostatky lze odstrenit pomoci p¥edloZeného vy-
nélezu, jehoi predmstem jsou remgenini prouiky k dikezu e stenoven{ kyseliny askorbové
v rdznych kspelindch e meteridlech, jejichi indikadn{ systém obsahuje kyselinu molybddto-
fosforelnou nebo jeji alkalickou sil, kysele resgujfci létku e stabilizdtor, vyznefené tim,
%e obsshujf jeko stebilizdtor siren ceridity nebo siren ciri¥ito-smonny a/nebo Jjeko kysele
resgujicf létku kyselinu meleinovou. Je vjhodné, obsahuji-1i prouiky podle vyndlezu smé-
tedlo, nopfikled leurylsulfdt sodny, cotyltrimethylemoniumbromid nebo polyethylenglykol,
a/nebo pFirozenou nebo syntetickou polymernf létku, nepPikled polyvinylpyrrolidon nebo
slgindt sodny a/nebo indiferentnf{ bervivo nepffkled tartrazin.

Kyselinou molybdétofosforednou, pouZitou v indike&nim systému proufkd dle tohoto
vynélezu je my3lene b¥Znd heteropolykyselina o slofenf definovaném v odborné literatute
Jeko kyselina foaforeénano-dodekamqubdenové, H3PO .12 Moo3.aq, nebo kyseline difosforeéns-
no-18-molybdenové, 2 H3P04.18 MoO3.aq; se stejnym vysledkem je vZek moZné pro tento ulel
pouift molybddtofosforeiné kyseliny 1 jinéno sloZenf, které jsou popsény nepf. v monogruili
Gmelin' s Handbuch der enorgenischen Chemie, 8. vyd., sv. 53 na str, 347 e% 361 a které se
nevzdjem 1i¥{ - podle podminek piipravy - rdznjm pomérem fosforu a molybdenu @ prom¥nlivim
obsehem krystelové vody. Pro pfipravu prouskd dle vyndlezu je pek moZné pouzit bud jednotli-
vé kyseliny nebo i jejich sm¥si a navic, je moZné je pouift s vfhodou i ve form¥ vhodnych
solf, jako jsou nspi#fklad soli smonnd, dreselnd, sodnd nebo lithnd, nebol tyto soli reaguji
s kyselinou sskorbovou stejn¥ jeko volné kyseliny e vedle tohoto se dik pti{tomnostl kysele
reagujict létky v indikeZnim systému prouzkd nebo ji% v impregnsinim roztoku ustevi vidy
takovd rovnovéhe mezi volnou kyselinou nolybddtofosforednou a jeji solfl, kterd odpovidd
ektudlnim podminkém pH. ‘ -

Si{ran ceri¥ity nebo ceridito-smonny obsaZeny v indikednfm systému prou¥kd chréni
kyselinu molybddtofosfore¥nou pied postupnou semovolnou redukc{ na molybdenovou mod¥ e tim
dokonele stabilizuje pPipravené proufky po dobu mnoha m¥sfcd, aniZ by ovSem m¥l v¥Se uvedend
nevyhody dosud uf{vanjch alkalickych dusilnand, P¥i tom lze tento stabilizdtor pouZit
v indikednim systému prouzkd v pom&rng melych mno%stvich: k dosaZeni dokonelé stebilizace
posteduje jeho pfitomnost v mno%stvi 0,05 a% 15 mg, s vihodou 0,5 af 5,0 mg, vztaZeno ne
100 mg soudasnd piftomné molybddtofosforeéné kyseliny nebo Jedi soli.
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Jele JiZ bylo vyse naznafeno je moZné tento stabilizdtor se stejnym vysledkem pousft
v kombineci s jakoukoliv molybdétofosforednou kyselinou nebo jakoukoliv jejf soll; obdotng
Je moZné tento stebilizdtor pouzit i za phitomnosti jekdkoliv kysele resgujfci latky,
Jejim# dkolem v indikednim systému je vytvo¥eni hodnotiy pE ni%3f neZ 5,0 s v¥hodou pH
v rozmezl 1,5 af 3,5. Ve smyslu tohoto pofadavku, je tudi% v indikadnim systému prouZki
mo#né pou¥it pevnou, net&kevou o dostetednd stdlou minerdlnt nebo organickou kyselinum
nebo kysele resgujfct sil, jako je nepP{klad ji% vy¥e zmin¥né kyselins malonovd, nebo
1 kyseline jeble¥nd, vinnd, citroncvéd, 3lavelovs, kysely sfren draselny nebo kalium dihydro-
gencitrdt nebo smés dvou nebo vice t&chto aloufenin, tedy létky u%ivené pro obdobny iudel
i v jinych reagenénich prouZeich, Nyni viak bylo zji¥témeo, & je daldim predm&tem tohoto
vyndlezu, %e nejlepS8ich vysiedkd se doséhne, jestlife indike&n{ systém prou¥kf obsshuje
Jjako kysele reasgujici létku kyselinu meleinoveu. \ )

PouZiti této kyseliny v indikednfim systému resgeninich prouZkd dosud nebyle popsé-
ac. Dhvoedem Je zifejmd okolinost, %e obecnd Jsko kyselina nevykazuje tato ldétke ve srovnéni
s jinymi poudfvanymi kyselinuml Z4dné pFecdnostl, Phekvepujicf vBek bylo zjistdni, Ze
v indiksdnim systému prouXlni chové se soulesn¥ seme kyselins esskorbovs Jeko stisbilizdtor’
a tin Jedt& zvySuJe etobilizadnl Winky Jingch stabilizdtord, jeko jsou nepFikled dosud
u#fvené dusilnany nebo v tomto vyndlezu popisoveny siren cerility pdipednd ceridito-amormy.
V indikadnim systému prougkd dle vyndlezu md tudfi kyseline maleinovd dvojf funkei: jako )
pom$rng silné kyselina vyivdi{ v indikednim systéuu pH potiebné pro optimdinf pribéh redukce
kyseliny molybddtofosforatné kyselinou askorboven o soufasné i pro potladeni interferenct
Jingch néhodnych redukujfcich souddst! vydetifovandho moteridlu, joko je nap¥fklsd kyselina
molovd v ndikterych t&infch kepalindch.

Tato prvnf{ e zdkledni funkce kyseliny meleinové také urduje jed{ potiebné mno¥sivi
v indikaénim systému prouZkd, tj. mmcfstvi schopné po nemo¥en! proufku do vyistPovend
kapaliny vytvorii a udriet v systéwy pH nif¥{ ne 5,0 s vfhodou v vozmezi pH ,0 a¥ 3,0,
% tohoto hlediske je uddelnd pou%fi kyselinu maleinovou v mnoXstvi i a% 30 g, & vfhodou
5 8% 15 g na 100 ml impregne¥nfho roztoku, pomoct n&he¥ je indikenf systém nendfen nas
neadkevy nosld prouZku, co¥ phedstavuje 1 8% 20, s vyhodou 2 e% SBnéscbek mnoistv{ sou-
tasng plftomné kyseliny molybddtofosforednt. Toto mmo¥stvi kyseliny maleinové je souZasnd
vyhovajiel i z hlediska jeji dvuhé funkee v indikefnim systéumuz prouiki dle vyndlesu, tj.
funkce stabllizdtoru. Jako kysele reagujfcf létku l1ze vEek kyselinu meleinovou pouZft
nejen samoinou; sle 1 ve sm¥si s Jinymi kyselinemi mebo kysels reogujfcimi ldikemi, jejich?
priklady Jjseu uvedeny vy¥e. V tomto p¥ipeds ase puk v indike¥ni{m systému poudije mmo¥stvy
viech kysele veagujicich 1dtek v rozuez!l uvedendm vyde., Z hiediskd stabilizednf funkce
kyseliny meleinové je vdek nutnd, eby jeJi vdhové mnoZstvi &inilo v tomto piipedsd neéjuénd
50 % hmotnostnich munoZstvi soutasng prffltomné kysaliny molybddtofosforeind.

Jo vyhodné, jeatli%e proufky podle tohoto vyndlezu obsshuji v indilednim systému
vedle uvedenych t¥i zdkladnfch souddetf, tj. kyseliny molybddtofosforend, kysele reegu<
Jict ldiky a stebilizdtoru joXtd teké n¥které dalsi pomocnd ldtky, Jejicsh¥ pousitl v indi~-
Eadnim ‘systému prowfkd pro stenoveni kyseliny sskorbové sice dosnud nebylo popséno, kterd
se viak pouifvejl obeen¥ ke zlepleni fumkénfch vlastnosti Jinfch remgeninish prouikd.

Jsou to zejuénm riznd sméfedla enionsktivnl, ketiomektivnl nebo i neicmogenn! povehy, Juko
napfikled leurylaulfét sodny, cetyltrimethyleminiunbromid nebo poliyethylengiykel. Tyto
14tky svydudl smédivost indikedni zény proufkd, usnediuji proniknuti vyietPovend kapeling
I #inidldm e tim zrychiuJf{ pribdh berevné roskee,

Vedle toho vdak pPispivajl i ke zvf¥en{ Zistoty & brilance zabarveni, venikiéhe p¥i
nogzitival reukei, Indike¥ni gystém miZe ddle obsshovat s i»';ihn&f:m i tev. zehmdlovedle, ti.
pPfirozené nebo ayntetické polymerni ldtky, Jako nep¥iklad polyvinyipyrrvoliden, algingdt

‘scdny nebo #eletinu. Tato zehudlovedle cely indikadnt systén mirné stabilizujsl e vedle
tohe majf pozitivnf vliv na sgelizaci vybsrveni proufké pBi pozitivni reekei. Déle je
vyhodné, JestliZe indikednl systém prouZkid dle vymdlezu obeshuje Jjeftd také vhodnéd indi-
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ferentn{ bervivo, které koriguje barevny odstin prou¥ki p¥i pozitivni reekci. I kdy% prin-
cipieln& lze pro tento &Xel pou¥f{t nejrdzndj8f{ barvive, nejlépe se osvéddils Zlutd bsrvive
Jeko nap¥fklad tertrazin, kyselina pikrové nebo fluorescein,

Reagen¥ni prou¥ky k dlkszu a stanovenf kyseliny eskorbové podle’tohoto vyndlezu,
tj. prouzky jejich% indikaZnf systém obsshuje kyselinu molybddtofosforefnou & siran ce-
rigito~-smonny e/nebo kyselinu meleinovou vykazuji proti dosud zndmym prouikim nejen doko-
nalou stabilitu po dobu mnohe m¥sfcd, ale i vysokou citlivost vi¥i kyselin¥ eskorbové
e uapokojivou resk®ni rychlost: pomoci t&chto proufki lze spolshlivE zechytit i1 mnoZstvi
okolo 30 a% 50 mg/l kyseliny askorbové nap¥ikied v modl, pPidemZ ode&tent vy¥sledku je
mo¥né provést ji% 15 af 20 sekund po nemofen{ do vy#et¥ovené kapaliny.

P¥F{i1klad 1

Impregnesni{ roztok

A, Voda destilovand 40,0 ml
Hydroxid sodnf, vodny roztok
c(NeOH) = 1,0 mol 10,0 ml
Kyseline molybddtofosforednd 3,0 g
B. Voda destilovand 50,0 ml
Kyselina malonovéd 7,0 g
Dioktylsulfojanteran sodny,
0,4% vodny roztok 10,0 mi

Roztoky A a B se pPiprevi postupnym rozpoudt¥nim svich sloZek v uvedeném po¥adf a navzdjem
gse smichajl. Poté ze pPidd jeSts:

Tartrazin, '% vodny roztok 1,5 ml
Siren ceridito-smonny, )
2% vodny roztok 3,0 ml “

o vBe se znovu dobfe promfchd.

Tento roztok se nanese na pruh filtre&niho papitu o plofné hmoinostl 180 g/m2
& dokonsle vysuS{ proudem horkého vzduchu., Vysueny pepir se poté rozfeZe na Stveredky
6 x 6 mm @ nelep{ - nepP{klad pomoci oboustrenné semolepici pésky - ne podloiku z bLlé
plastické hmoty-

V modi bez kyseliny eskorbové je indike&n{ plodke téchio prouZkd &ietd %lutd, v mo-
#fch s obsahem 50, 10C. 200, 400 e €00 mg/1 kyseliny askorbové vykazujl besrewnou zménu
ze uelenoiluté pPea Zlutozelemou & Zizt¥ zelenou do temn¥ Sedomodré v zdvislosti na
koncantraci kyseliny sskorbové.

Proufky nemdni tyto své vlestnosti po dobu mnohs md¥sicd, jsou-1i dchovévény v dobte
uzav¥enfch obalech ned silikagelem nebo molekulovym sitem,

P#Lfkrklad 2

Impregnadni roztok se p¥ipravi stejnym zpdsobem jeko v pFfkledu 1, aviek v roztokun
A se poutije 6,0 g kyseliny molybddtofosfore¥né a v roztoku B se misto 7,0 g kyseliny ma-
lonové rozpustiné v 50 ml destilovené vody pouZije sm¥s 10 ml citrdtového tlumide ’
o pH = 3,0 & 40 ml vody.
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Ti{mto roziokem 2¢ neimpregnuje filtradni papir s gpracuje déle ne hetové proudky
stejné jako v p¥fkladu !. PPipravend protky vykezudfl pfi dokonalé sisbilitd steind
furk&nl vlastnosti, jsko prou¥ky piipravené podle p¥ikledu 1.

P¥{L{klad 3

PEipravi se dve impregradni roztoky zpisobem popsenym v pi{kledu i, aviak bez piif-
devku roztoku sirenu ceri¥ito-smonného; ve. druhém impregnainim roztoku se mimoio je¥tld
nahradl kyselina malonovd 8,0 g kyseliny maleinové, $ poltfitim tZchto roztokld se pak
priprave proufky jeko v predchozfch pifiledech. Bezprostitednd po pPiprevé jswu ohs
‘druny proufkd vzhledovd naprosio stejné a Jeou prakticky roviaocennd i z hledliska avych
funkinich viestnogt{., Proufky s kyselinou malonovou, pPipravend s podiZitim prvého impregnad-
nfho rozioku se v3sk ji% po ndkoliks dnech uchovdvdn{ z88ineji bervit Zlutozelend & v mo-
&ich poskytujl falednd vy%§l vfsledky; unaproti tomu proufky s kyselinou maleinovou, skla-
dovené stejnym zplsobem, si wvou plvodni ¥ist¥ Ziutou berwva i funkén{ vlastnosti sechevd-
vadi nezmdndny po dobu wnohs msafcl.

P¥r{klead 4

P¥iprevi se reageadn{ proufky die pi{kladu 1, avdek s poufitim imprsgnadniho vezto-
ku, v ndm¥ byla kyseline mslonovd ranrezens o,u g kyseliny meleinovd. Soulesnd se piipravi
prouiky piesnd podle postupn uvedaného v pPfkladu 1 s eledudi se viastnosti o stabilite
obou druhili prouiki. BezprostFPedad po piiveavd Jjsou oba druhy sk vzhledovég tek 1 2z hlediske
funk&nich viastnosti neprosto rovnocennd. ProuZky obsshujfei kyselinmu melomovou pii skie-
dovénf pc cca 12 mésfcich podinsif mirnd zelene? s jedich reakce Jaou mirnd faledny ZVYf-
Seny, zatfmco proufky s kysslinou maleincvou pe stejné dob¥ skladovéni vykszu]7 naprosto
neznéndné vlaztnosti.

PREDMNEY VvVYINALEZU

1o Reagendni prouiky k dikazu s sisnovent kyseliny askerbové v kapalindch o melew
riflech, jejiché indikaéni systém obsshuje kyselinu molybdétofosforednou nebs Jedd alka~
iickou sdl, kysele reegujfef 14tku a stabilizdtor, vyznefend t{m, %e obgahunii jake ste-
bilizétor siren cerifity nebe sirsn ceriito-amonny a/nebo jeko kysels reagujic! Idtku
kyselinu meleinovou, '

2. Reagendni prouiky podle bedu 1, vyznafend tim, Ze obsebuif swdledlo, nepP¥xlad
laurylsulfdt, sodny, cetylirimethylaponiumbromid¢ nebo polyethylenglykol, a/nebo p¥irvzenou
nebo syntetickew polymerni 1dtku napiiklad polyvinylpyrrolidon nebo slgindt zodny a/nebo
indiferentni barvivo, napPfkled tartrazin. -
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