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ZBIGNIEW BOZYK

BADANIA NAD METODA PIJANOWSKIEGO
IV. PRZEBIEG REDUKCJI KWASU DEHYDROASKORBINOWEGO*'

Z Zakladu Badania Srodkéw Spozywczych Akademi‘i Medycznel] w Warszawie -

Autor udowodnil, 2e metoda Pijanowskiego oznaczania
sumy kwasow askorbinowego i dehydroaskorbinowego ze
wzgledu na swe zalety powinna byé uznana za metode stan-
dardowe

1. UWAGI WSTEPNE

Krauze i wsp. (1) udowodnili, Ze metoda Pijanowskiego oznaczania
sumy kwasow askorbinowego ** i dehydroaskorbinowego *** w warzywach
i owocach jest metoda najlepsza wsérdod najbardziej popularnych metod
miareczkowych. W jednej z ostatnich prac stwierdzono (2, 3), ze szyb-
kosé redukcji KD siarkowodorem gazowym zalezy od pH, przy czym
w roziworach o pH okoto 2, KD redukuje sige bardzo powoli. Przy pH
4,7 lub 6,2 KD, prakiycznie biorge, jest zredukowany ilosciowo w ciggu
15. min. W pracy uzupelniajgcej wykazano (4), ze redukcje nalezy pro-
wadzi¢ przy pH 6, poniewaz te warunki zabezpieczaja mnajwiekszy
cdzysk KA. Jednoczesnie w wyniku badan polarograficznych ustalono,
ze w procesie redukcji KD siarkowodorem gazowym powstaja wielo-
siarczki (2, 3). Wykrycie powyzszych faktéow rzucilo nowe S$wiatlo na
zagadnienie redukcji KD za pomoca siarkowodoru gazowego.

Wyniki przytoczonych prac zdawaly sie podwazaé zalozenie przyjete

przez Pijanowskiego prowadzenia redukecji w roztworach o duzych ste- -

zeniach jonéw wodorowych. W wyniku przeprowadzonych przez nas ba-
dan sprecyzowalismy wniosek (4), ze warunki redukcji KD w metodzie
‘Pijanowskiego powinny by¢ dodatkowo sprawdzone. Nalezalo wyjasnic,
jaki jest przebieg redukcji KD w metodzie Pijanowskiego w zaleznosci od
wielkosci pH i czasu. Koniecznosé zbadania wplywu poszezegélnych wa-
runkéw oznaczenia w metodzie Pijanowskiego na otrzymywane wyniki
powstala stad, ze zaproponowali$my uznaé¢ ja za metode standardowsg (1).

II. CZESC DOSWIADCZALNA

1. Odeczynniki, aparatura pomiarowaiogél-
ne warunki analizy. Sumq KA i KD oznaczano wedlug
ory.gin.alnej metody Pijanow. 6, 7). Badania wykonano

moc W wykonaniu oznaczen.

Fre-Uyg

* mgr W Ociepce skiadam p
** KA — kwas askorbinowy.

**+ K1) — kwas dehydroaskor 1np(wy£“‘*’ ke
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na  krystalicznym. KD ° otrzymanym wedlug Kenyona i ' Munro
(8). KD lprzeprowadzano do roztworu wodnego w temperaturze 60°
w c1qgu 15 min,, -zgodnie z zaleceniem Kenyona i Munro: (lc). Po tym
czasie roztwér szybko oziebiano i stabilizowano za pomocg roztworu
HPO;. Koncowe stgzenie HPO; w stabilizowanym roztworze KD wyno-
silo 2,5%. Roztwér wzorcowy KA przygotowano w 2,5%-owym HPO;.
Stosowany preparat KA zawieral 96% KA, ktoérego czysto§é oznaczono
metodg jednometryczng. Miareczkowania potencjometryczne i ~pom1ary
pH wykonano na pH-metrze RFT-158.

2. Warunki uzyskania zgdanych wielkos$ci
pH roztworow redukowanych Analizujgc przebieg
reakcji wywigzywania siarkowodoru w roztworze redukowanym mozna
bylo przypuszczaé, ze w czasie redukeji ulega zmianie jego pH, ktére
jest okreslone produktami reakeji: H,SO, + Na,S — Nap,SO, + H,S.
‘A zatem mozna bylo oczekiwaé zwiekszenia pH w procesie redukeji. Na
wstepie nalezalo wigc ustali¢, jak zmienia sie wielko$s¢ pH w roztworze
w czasie redukcji, prowadzonej za pomocg metody Pijanowskiego.

Orientacyjny dobér warunkéw podany na cye. 1, a zapewniajgcy od-
powiednie, zgdane pH, ustalono miareczkowaniem potencjometrycznym.
Nastepnie do oddzielnych prébek 10
ml 2%o-owego HPOj, odmierzonych

&l ta k3 Ripeta, dodawano kolejno ustalone
13ml miareczkowaniem potencjometrycz-

nym rézne ilosci ml 1-n H,SO4, nato-
il , miast zawsze te same ilo$ci (1,75 ml)

1 M Na,SO,. W kazdej uzyskanej w
ten spos6b mieszaninie redukcyjnej
- wykonywano w czasie wywigzywa-
Zul nia sie siarkowodoru pomiary pH,
2,6ml kolejno po 1, 2, 4, 7, 10 i 30 min,,
mierzgce czas stoperem od momentu
dodania roztworu siarczku sodu.
Przebieg zmian pH roztworéw re-

22mi

35ml

it oo » dukowanych w zaleznosci od czasu
O s redikct oo 5 jlogei ml 1-n H,SO,, dodanych do
mieszanin redukujgcych, przedstawia

Ryc. 1. Przebieg zmian wielkoéci pH ryc. 1
roztworow redukowanych metodg Pi- Q- . .
janowskiego w zaleznosci od czasu i 3. Przebieg redukcji
ilosei ml 1-n roztworu H,SO, zawar- KD W roztworach wo-

tych w mieszaninie reagujgcej dnyc h HPO; w zalezno
§¢ci od czasu trwania
redukcji 1 pH roztworu redukowanego Ozna-
czenia ilustrujgce przebieg redukcji KD wykonano z roztworami KD
w 2,5%0-owym HPO; o stezeniu okolo 0,08 mg w 1 ml. pH tych roztwo-
row doprowadzono w czasie redukcji wykonywanej metodg Pijanowskiego
do 1,8; 2,0; 2,9; 4,2; 5,1; 6,05, 6,8, a nastepnie przerywano redukcje
w drodze dodawania roztworu HgCl, po 1, 2, 4, 7, 10, 15, 20 i 30 min. dla
kazdej badanej wielkosci pH. Nglezalo przypuszcza¢, ze po dodaniu roz-
tworu chlorku rteciowego pH redukowanych roztworéw ulegnie obni-
zeniu, zgodnie z reakcjg: H,$ + Hg€l, — HgS + 2 HCL. Aby si¢ prze-
konac jaki jest rzad zmian pH wykonano pomiary, ktérych wyniki po-
dano w ponizszym zestawieniu:: :

,
¥
P M et .
* i
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pH roztworu

po zakonczeniu redukeji po dodaniu HgCl,
6,8 1,7
6,05 1,65
'5,1 1,55 ,
4,2 1,5 1
2,9 1,48 N
1,8 , 1,45 o, '

W celu doprowadzenia roztwordéw miareczkowanych do jednakowego
pH dodawano do nich (po usunieciu HyS w postaci HgS) buforu chlorko-
wego Clarca i Lubsa (9) o pH 2, dopeliajac nim kolbke mierniczg do
25 ml. Bufor ten mial doprowadzaé¢ pH badanych roztworéw do wielkoé-
ci poré6wnywalnych (10). Uzyskane w drodze redukeji ilosci KA qpodano
w:-procentach w stosunku do odwazki preparatu KD,

""Ryc. 2 przedstawia wyniki badan
opisanych wyzej. Krzywe obrazujg
przebieg redukcji KD w zaleinosci
od czasu jej trwania i wielkosei pH
roztworéw redukowanych. Dla wiek-
szej przejrzystosci krzywych poda-
nych na ryc. 2'za stezenie 0 mg KA,
oznaczonego po redukeji KD, przy-
jeto umownie dowolne punkty mna
osi rzednych.

4. Przebieg redukciji
KD w wyciagach ziem-
niaka w zalezZno$ci od
czasu trwania reduk-
cji i pH roztworu re-
dukowanego W zwigzku z
tym, "ze czestokro¢ wyniki badan,
wykonane na tak zwanych ,roz-
tworach czystych”, nie sg zgodne z
wynikami ofrzymanymi z wyciagow,
stanowigcych bardziej skomplikowa-
ne uklady chemiczne, postanowiono
poréwna¢ wyniki oznaczen wykona-
ne na roztworach czystych, @ Rye 2 Preebieg redukeji kwasu de-
opisane wyzej, z wynikami uzyska- hydroaskorbinowego metoda Pijanow-
nymi 2z wyciggéw naturalnych. . skiego w roztworach \.;vodnyc-h w za-
W tym sksperymencie ograniczono leznosei od wielkosei pH i czasu
sie do -zbadania wplywu czasu
na przebieg redukcji KD jedynie w trzech wyciggach ziemniaka o réz-
nych pH (granicznych i poqredmm)

Wycigg przygotowano rozcierajgc w mozdzierzu porcelanowym 20 g
ziemniaka z 10 ml 10”/o—owego HPO; i z 5 ml piasku do konsystancji ]ed—
nolitej papki, ktérg przeniesiono iloéciowo do cyhndra mierniczego o poj.
100 ml, dodano nastepnie 15 ml 10%-owego HPO; i uzupelniono wodg

PHES

~opi1 05

opif 53

DRAR

o0pH 23
18

, ‘j}“\\\\ﬁ
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20 30min
€205 redukcii
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destylowanq do kreski. Do tak przygotowanego i zdekantowanego po od-
winowaniu wyciagu (3 500 ob./min.) dodawano okreslong ilos¢ ml wzorco-
wego roztworu krystalicznego KD. KD redukowano metoda Pijanow-
skiego w roztworach o pH 1,8; 5,1 i 6,8, prowadzgc redukeje kolejno dla
e kazdego roztworu w ciggu 1, 2, 4, 10,
20 1 30 min. Odzyskany KA przeli-
czano tak, jak to podano wyzej. Ryc.
3 przedstawia wyniki badan opisa-
nych w punkcie 4. Krzywe obrazu-
ja przebieg redukcji KD w zaleznos-
ci od czasu jej trwania i pH redu-
kowanych wyciggéw ziemniaka.
5. Wielkoé§¢ odzyskow
KA i KD w zaleznos$ci
, : ‘'od pH redukowanych
. . : e TOZtWorow. Aby wyjasni¢
° D s i "~ powtarzalnos¢ wynikéw otrzymy-
wanych metodg Pijanowskiego, na-
lezalo ustali¢ zachowanie sie KD,
czyli jego stabilno§¢ w procesie
redukcji. W tym celu przygotowa-
no roztwor KD o stezeniu 8 mgo
preparatu w roztworze 2,5%0-owego kwasu metafosforowego. Oznaczono
w'nim KA po redukeji metoda Pijanowskiego, wykonujgc po trzy ozna-
czenia dla kazdego pH. Redukcje prowadzono w ciggu 10 min., kolejno
przy pH 1,8; 5,1 i 6,8. Uzyskane wyniki podano w procentach w stosun-
ku do odwazki preparatu KD. Podobne badania wykonano z roztwora-
mi KA.

pH 18
aH 68

Ryc. 3. Przebieg redukcji i odzysk
kwasu dehydroaskorbinowego metoda
Pijanowskiego w wyciggu ziemniaka
w zaleznosci od wielkosei pH i czasu

Tabela I

Wielkosci odzyskow kwasow }askorbinowego i dehydroaskorbinowego w zaleznosci
od wielkosei *) pH roztworéw redukowanych metodsg Pijanowskiego

Kwas askorbinowy Kwés dehydroaskorbinowy
w % w odniesieniu do odwazki preparatu
pH 1,8 5,1 6,8 1,8 5,1 6,8
1 2 C . 5 6 7
1 109,91 109,91 110,81 84,93 82,35 79,41
2 109,01 108,10 109,91 83,46 82,72 78,67
3 109,91 109,01 109,01 84,19 81,25 79,78
4 109,05 108,10 108,10
5 108,57 108,57 108,57
x=109,29] y=108,74| z=109,28 | x,=84,19 | y,=8211 | z,=79,29
- 100% 99,49% 99,99% 100% 97,53% 92,999

* — wielko$ci pH zmierzono po zakonezeniu redukeji
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II1I. OMOWIENIE WYNIKOW

Jak podano w I czes$ci pracy, wyniki przeprowadzonych' przez mas.
badan (2, 3, 4) zdawaly sie podwazaé zalozenie Pijanowskiego prowadze-
nia redukcii przy ‘niskich pH roztworu. W badaniach wstepnych, opisa-
nych w niniejszej pracy, uzyskano jednak wyniki wskazujace mna to,
ze w warunkach oznaczenia opisanych przez Pijanowskiego KD redu-
kuje sie ilosciowo. Wniosek ten wydawal sie poczatkowo sprzeczny
z wynikami uzyskanymi poprzednio (1. ¢.). Przeprowadzone jednak sy-
stematyczne badania potwierdzily slusznoé¢ zalozenn Pijanowskiego.

1. Warunkiuzyskaniazagdanego pH roz
tworéw redukowanych Zryc 1 wynika, ze pH roz-
tworu redukowanego ustala sie w ciggu kilku minut w zaleznosci od’ do-
danej ilosci ml 0,1-n roztworu H,SO,. Stezenie jondéw wodorowych sta-
bilizuje sie najszybciej przy mniejszych iloSciach dodanego kwasu siar-
kowego, np. przy 0,7 ml, juz po okolo 4 min. W celu ustalenia zgdanych
wielkoéci pH roztworéw redukowanych nie mozna bylto zastosowaé od-
powiednich buforé6w o dostatecznej pojemnoéci buforowania, tak jak
wykonali§my to w poprzedniej pracy (1,2), poniewaz do wywigzywania
siarkowodoru z siarczku sodowego jest niezbedne uzycie silnego kwasu
mineralnego. Z badan przedstawionych na ryc. 1 wynika, ze zgdane pH
redukowanych roztworéw mozna uzyskaé¢ zmieniajac jedynie stezenie
kwasu siarkowego w mieszaninie redukujacej.

2. Wptyw pH roztwordw redukowanych
na szybkosé redukcji K D Po ustaleniu ilosci mi
0,1-n roztworu kwasu siarkowego miezbednych do uzyskania zgdanego
pH roztworéw redukowanych nalezalo wyznaczyé szybkosci redukeji
KD w zaleznosci od wielkosci pH i czasu. Badania wykonano z roztwo-
rem wodnym oraz z wyciggami z ziemniakéw. Przy pordéwnywaniu
ryc. 1 i ryc. 2 uderza podobienstwo pomiedzy przebiegiem krzywych
zmian pH w zaleznosci od czasu redukcji oraz krzywych przedstawia-
jacych szybkosé redukeji KD przy tym samym pH, réwniez w zalez-
" nos$ci od czasu. Wydaje sie, iz na podstawie podobienstwa przebiegu krzy-
wych ryc. 1 i ryc. 2 mozna wyciggnag¢ wniosek, ze szybkos¢ redukeji
KD zalezy w metodzie Pijanowskiego od szybkosei przyrostu zmian pH
roztworu redukowanego w zakresie pH od 0 do 5. Zalezno$¢ te mozna
sprecyzowaé w nastepujacych definicjach:

1) Szybkos¢ redukeji KD w metodzie Pijanowskiego jest roéwna szyb-
kosci przyrostu wielkosei pH roztworéw redukowanych. ,

2) Proces redukcji KD jest zakonczony po ustabilizowaniu sie steze-
nia jonéw wodorowych roztworéw redukowanych.

3. Warunki optymalnego przebiegu re-
dukcji K D. Pod pojeciem optymalne warunki redukcji przyjeto
w niniejszej pracy nie tylko najkrétszy czas redukeji, ale réwniz otrzy-
mywanie pelego odzysku KA po zakonczeniu procesu redukeji.

Na podstawie przedstawionych wynikéw badan (ryc. 1 i ryc. 3) mozna
byloby wyciagnat wniosek, biorgc za podstawe przy ocenie optymal-
nych warunkéw redukceji jedynie kryterium szybkosci, ze optimum pH
dla redukeji KD w metodzie Pijanowskiego wynosi 7. W tych warunkach
KD jest zredukowany iloéciowo po 2 min., co w znacznym stopniu-skra-
catoby czas trwania analizy. Natomiast Pijanowski podaje (6), ze KD
jest zredukowany iloéciowo po 10—15 min., przy czym optymalne pH
redukeji wynosi od 2 do 4. Wiekszos¢ badaczy pracujacych metoda: Pija-
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nowskiego redukowala roztwory w ciggu 15 min., zgodnie z zasada ,dla
pewnosci”, Stad tez ustalony w niniejszej pracy wskaznik czasu mozna
by uwaza¢ za dalsze skrocenie metody.

Poréwnujac wyniki badan Bozyka i Krauzego (4) z wynikami uzyska-
nymi w niniejszej pracy mozna dojs¢ do wniosku, ze redukcja KD pro-
wadzona metoda Pijanowskiego przebiega szybciej (okolo pieciokrotnie)
w poréwnaniu z szybkoscig redukeji uzyskang za pomocg siarkowodoru
gazowego dla tych samych pH roztwordéw redukowanych. I tak np. przy
pH okolo 7 KD w metodzie siarkowodoru gazowego zredukowany zo-
stal po 10 min., natomiast metodg Pijanowskieg‘o po 2 min.

Z zestawienia wynikow podanych w tab. I wynika, ze odzysk KA
z yoztworow o pH 1,8; 5,6 i 6,8 jest jednakowy, co potwierdzono badajgc-
wyniki kolumny 2 z wyn1kam1 kolumny 3 w tab. I za pomocy hlpotezy
.zerowej Fishera, wyznaczajgc liczbe Studenta. Okazuje sie, ze poroéw-
nywane szeregi wynikéw nie roznia; sie istotnie, Za przyjeciem przy-
padkowosci stw1erdzonych roznic Srednich arytmetycznych poréwny-
wanych szeregéw Swiadczy fakt, ze w roztworze o pH 6,8 uzyskano,
(praktyczme biorgc, srequ 1dentyczna“ jak z roztworéw o pH 1,8. Na-
tomiast uzyskane szeregi odzysku KD w roéznych pH sg n1epowtarzalne
Srednia szeregu wynikéw kolumny 6 tab. I (y, = 82,11) nie rézni sie
istotnie od éredniej wynikéw kolumny (x, = 84,19). Wykazano to, wy-
znaczajgc liczbe Studenta (11), ktéra wynosi t = 3,41. Liczba Studenta
wyznaczona z tablicy Fishera dla poziomu ufnosci 0,95 i dwéch stopni
swobody wynosi tg,05 = 4,3. A zatem t << tg,05. Z tej nieréwnosci moz-
na wyciaggnaé uzasadniony statystycznie wniosek, ze $rednia uzyska-
nych wynikéw odzysku KD z roztworu o pH 5,1 nie rézni sie istotnie
od séredniej wynikéw odzysku KD z roztworu o pH 1,8. Z pordwnania
nastelpnego szeregu wynikéw uzyskanego z roztworu o pH 6,8
(zy = 79,29) z szeregiem wynikéw uzyskanych z roztworu o pH 5,1
(y; = 82,11) wynika, ze obliczona liczba Studenta dla tych &red-
nich wynosi 5,1, natomiast wyznaczona z tablicy Fishera dla
poziomu ufnosci 0,95 i 2 stopni swobody wynosi toes = 4,3. Stad
t > to,05, czyli wyniki poréwnywanych szeregéw roznig sie istotnie. Jest
oczywiste, ze roznica ta bylaby jeszeze wieksza, gdyby poréwna¢ Srednig
wynikéw kol. 7. ze Srednig kol. 5. tab. L

A zatem, mimo ze statystycznie szeregi wynikéow kol. 5. i kol. 6. nie
roznig sie istotnie, to jednak zaznaczony kierunek zmian zawartosci KA
w tych poréwnywanych szeregach i analiza Wynikow kol. 7. tab. I
sw1adczq niezbicie o tym, ze nie mamy do czynienia z przypadkowymi
zmianami stezenia KA w badanych po redukcji roztworach o pH > 5,1
lecz im wyzsze pH redukeji, tym KD jest mniej stabilny. Na tej
podstawie .mozna sformulowaé twierdzenie, ze przy ustalaniu warun-
k6w oznaczania sumy KA i KD w jakiejkolwiek metodzie nalezy usta-
1i¢ warunki oznaczania KD, bowiem one okreflajg warunki catkowitego
oznaczenia.

Interpretacja uzyskanych wynikéw jest nastepujaca: $rodowisko siar-
kowodoru nie stabilizuje KD, jak to przyjmowano dotychczas. Zgodnie
z dotychczasowymi pogladami KD jest mniej stabilny od KA, co po-
twierdziliSmy w jednej z poprzednich prac (4). Natomiast twierdzono,
ze w Srodowisku reduktora KD nie ulega zniszczeniu. Z wykonanych
badan wynika, ze Srodowisko reduktora, jakim jest siarkowodér, nie sta-
bilizuje KD w zakresie pH od 1,8 do 6,8. Dlatego istniejg podstawy do



Nr 2 Metoda Pijanowskiego 119

twierdzenia, ze stanowisko Bogdanskiego wysunigte przy studiowaniu
metody enzymatyczno-mikrobiologicznego oznaczania sumy KA i KD
(12), zgodnie z ktérym srodowisko zawiesiny bakteryjnej nie dopuszcza
do utleniania KD, nie odnosi sie do ukladéw chemicznych. Z przedsta-
wionych badan wynika bowiem, ze tak specyficzny dla KD $rodek re-
dukujgcy, jakim jest siarkowodér, nie chroni go przed utlenieniem w pod
wyzszonym pH. W podobny sposob, jak to wykazal Bozyk (3), zacho-
wywal sie¢ KD w roztworach, w ktérych czynnikiem redukujacym byt
borowodorek sodu, znany z silnych wlasciwoscei redukujgcych.

Dowodem tego, ze KD ulega zniszczeniu w procesie redukcji, nato-
miast KA jest stabilny w tych samych warunkach redukeji metodg Pi-
janowskiego, swiadczy najlepiej rownolegly do osi odcietych przebieg
krzywych na ryc. 1, 2 i 3, uzyskany po zakonczeniu redukcji. Na pod-
stawie poréwnania wynikéw badan Krauzego i Bozyka (4) z wynikami
opisanymi w mniniejszej pracy mozna zaobserwowat sprzecznost. Szyb-
kose redukeji KD przy zastosowaniu siarkowodoru gazowego wzrasta
wraz z przyrostem -pH roztworu redukowanego. Jednoczesnie odzysk
KA jest najwiekszy przy pH 6,7, w poréwnaniu z mniejszymi wielkos-
clami pH. Natomiast stosujgc metode Pijanowskiego uzyskaliSmy wyniki
odwrotne w zakresie wielkosci odzysku KA. Na]qukszy odzysk uzys-
kano przy pH 1,8. Przy pH 6,8 odzysk KA jest mniejszy o 11,8%. Jedy-
nie przebieg redukcji jest jednakowy. Znaczy to, zZe zaréwno w jednej
jak i w drugiej metodzie, szybkos$¢ redukeji KD jest najwieksza przy
pH 6,8. Zmniejszenie pH roztworu powodu_]e obmzame _szybkosci re-
dukeji KD.

Opisang sprzecznos$¢ mozna by wyjasni¢é w sposéb nastepujacy. W me-
todzie redukeji siarkowodorem gazowym szybkos$¢ jej w roztworach
o duzym stezeniu jonow wodorowych jest bardzo mala, stagd tez mimo,
ze w tych warunkach nie ulega zniszczeniu KD, jego odzysk jest bardzo
maty. Wielkos¢é odzysku w te] metodzie jako wypadkowa dwoch wiel-
koéci, a mianowicie szybkosci redukeji i szybkosci rozkladu KD, jest
najwieksza przy pH 6,8, odwrotnie jak to ustalilismy w metodzie Pija-
nowskiego.

Z otrzymanych wynikow mozna wyciggngé wniosek, ze metoda re-
dukeji KD za pomocg siarkowodoru gazowego jest obcigzona bledem
systematycznym, Na podstawie dotychczas znanego materiatu doswiad-
czalnego trudno jest ten bilad wyznaczy¢, a to z tego wzgledu, ze jak-
‘wykazaly wyniki badan, opisanych w niniejszej pracy, nie mozna po-
rownywac¢ wplywu wielkosei pH $rodowiska na szybkosé redukeji KD
w metodzie Pijanowskiego z analogicznym wplywem w metodzie re-
dukcji siarkowodorem gazowym. Tym bardziej nie mozna przenosi¢
bledu systematycznego wyniklego z faktu niszczenia KD w podwyzszo-
nym pH, wyznaczonego metoda Pijanowskiego, do metody redukeji KD
siarkowodorem gazowym.

Gdyby udalo sie udowodni¢ dodatkowo na innej drodze przedstwmnq
w niniejszej pracy interpretacje wynikéw, nalezaloby wyciagngé wnio-
sek, ze jest w ogéle niemozliwe stworzenie takich warunkéw redukceji
siarkowodorem gazowym, aby mozna bylo otrzyma¢ wyniki prawdziwe.
Wniosek ten wynika stgd, ze przy wyzszym pH niezbednym do uzyska-
nia odpowiedniej szybkosci redukeji KD, ulega on czeiciowemu utlenie-
niu, co przekonywujaco ilustruje ryec. 3, natomiast w niskim pH, rzedu
2, redukcja siarkowodorem gazowym przebiega bardzo powoli, co dys-
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kwalifikuje jg z analitycznego punktu widzenia. A zatem redukcja siar-
kowodorem gazowym nie nadaje sie do dokladnych badah zawartosci KD.

Stad wynika bezspornie, z2¢ jedyng ws$srod metod,
stosu;qcych do redukecji siarkowododr
i zapewniajgcg otrzymywanie prawdzi-
wych wynikow, jest metoda Pijanow-
skiego.

Jakkolwiek przyjeliSmy hipoteze (2, 3), ze KD nie wystepuje w* warzy-
wach i owocach, to jednak nalezy wzigc pod uwage wyniki ostatnich
badan, zgodnie z ktérymi powstaje on w procesie rozdrabniania tkanki
ro§linnej. Udowodnili to Barker i Mapson (13). Dlatego tez, stosujac
rozdrabnianie w $rodowisku kwasow metafosforowego lub szczawiowego,
nalezy liczyé sie z utlenianiem czesci KA. Koniecznosé stosowania me-
tody Pijanowskiego mozna uzasadni¢ tym, ze umozliwia ona redukcje
KD, powstajgcego w procesie przygotowywania probki analitycznej. Za-
pewnia ona uzyskiwanie bardzo dokladnych wynikéw bez koniecznosci
stosowania skomplikowanego i trudnego do przeprowadzenia w kazdym
laboratorium sposobu ekstrahowania materiatu biologicznego w temnpe-
raturze —70° w Srodowisku beztlenowym jak to proponujg Barker
1 Mapson.

Z powyzszego wynikaloby réwniez, niezbicie, ze metoda polarogra-
ficzna, w ktérej przy oznaczaniu KD stosuje sie siarkowodor gazowy,
obcigzona jest bledem systematycznym.

Anahquqc szczegolowo metode Pljamowskaego mozna dojs¢ do wnios-
ku, ze usuwa ona trudnosci, dla ktérych Lugg i Mapson (14) opracowali
metode kondensacji formaldehydowe’j przy oznaczaniu witaminy C w
s§wiezych warzywach i owocach, eliminujacej w tych surowcach wplyw
-SH-zwigzkéw (cysteine, glutation itp.).

Powyzsze fakty podkreslajg dotychcezas nieznane i zupelnie nie opisa-
ne w piSmiennictwie zalety metody Pijanowskiego oznaczania sumy KA
i KD mie tylko w warzywach i owocach, ale jak mozna przypuszczac,
prawodopodbnie réwniez we wszystkich materialach biologicznych. Za-
réwno Pijanowski (5, 6, 7) jak i inni autorzy (12), podkreslajac zalety
metody siarczkowe], wskazywali jedynie na przyspieszenie procesu ana-
litycznego w stosunku do procedury opartej na redukcji KD za pomocy
siarkowodoru, wymagajacej dilugotrwalego odpedzania nadmiaru gazu.
Krauze i in. (1) wykazali, ze oprécz wyzej podanej zalety bardziej istot-
ne jest wytrgcanie wielosiarczkéw z roztworu, ktére nie przeszkadzaja
w miareczkowaniu za pomoca 2,6-dwuchlorofenoloindofenoclu. Ta zaleta
metody Pijanowskiego pokrywa sie z wynikami badan Owena i Iggo
(15), ktérzy usuwajag ujemny wplyw -SH-zwigzkéw za pomoca kwasu
p-chlororteciowo-benzocesowego, ktéory nie ma wplywu na reakcje mie-
dzy indofenolem i KA, natomiast usuwa z roztworu substancje przeszka-
dzajgce w miareczkowaniu.

Charakter krzywych ilustrujgcych na ryc. 2 przebieg redukeji KD
w zaleznoSci od czasu i pH jest zblizony, a widoczne réznice moga byé
przyjete, na pierwszy rzut oka, jako wynik bledéw przypadkowych. Do-
piero poréwnanie poszczegélnych krzywych rye. 2 z analogicznymi krzy-
wymi ryc. 1 wskazuje na istniejgce miedzy nimi podobienstwo. Przebieg .
krzywych ryc. 3 jest réwniez amalogiczny, co juz niezbicie $&wiadczy
o istniejgcej tu zaleznosci. Okazuje sie, ze najniekorzystniejszg wielkos-
cig pH roztworéw redukowanych jest pH 3—4.
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Mozna przypuszczaé, ze wyzej opisana nieprostoliniowa zaleznose
wplywu pH na szybkos¢ redukcji KD jest zwigzana z maksymalng po-
jemnoscig buforowania fosforanéw (metafosforanéw) w zakresie pH ok.
2. Przy redukeji natomiast za pomocg siarkowodoru stwierdziliémy za-
leznos¢ szybkosci redukeji od pH (4). Jak wiadomo pK; fosforanéw wy-
nosi 2,12 (16), czyli ze w zakresie pH ok. 2 przyrost pH roztworéw
w czasie redukeji jest mniejszy, a.zatem szybko$¢ redukeji jest mniejsza,
jezeli przyja¢ za podstawe podana przez nas wyzej definicje. To wlas-
nie wyjaénia fakt szybszej redukeji KD przy pH ok. 4. Przy wyzszych
wartosciach pH nie mozna przyja¢é prawdopodobnie kryteriow buforo-
wania, komplikuje z pewnoécig to zagadnienie wplyw stezenia jonéw
wodorowych. Stad tez brak prawidlowosci, ktérag mozna bylo wyprowa-
dzi¢ przy pH rzedu 2.

zZ przebiegu krzywych ryc. 2 i 3 wynika Jeszcze jeden bardzo wazny
wniosek, a mianowicie, ze przedluzanie czasu trwania medukc;u nie po-
woduje «przyrostu zawartosci KA. Swiadczy to o tym, ze w metodzie
Pijanowskiego nie powstaja -pod wpltywem redukcji siarkowodorem subs-
tancje redukujgce 2,6-dwuchlorofencloindofenol, tak jak ma to miejsce
w metodzie redukeji wyciggow siarkowodorem gazowym, opartej na me-
todzie Emmerie i van Eekelena. Mozna stad wyciggnaé wniosek, ze
metoda Pijanowskiego jest bardziej
specyficzna od metod stosujagcych do
redukciji siarkowodoér gazowy.

Z opisanych badan wynika, ze w metodzie Pijanowskiego oznaczania
sumy KA i KD czynnikiem okreslajgcym warunki analityczne metody
jest wlasnie KD. Jak wida¢ z tab. I, najwiekszy odzysk KD jest mozli-
wy wtedy, gdy pH roztworu redukowanego powoduje zmniejszenie %o
odzysku KA. Znaczy to, ze podstawowym kryterium okreslajagcym opti-
mum warunkow redukcjl jest nie czas jej trwania, lecz procent odzysku
KD. Przyjmujac to kryterium mnalezy stwierdzi¢, ze redukcja w meto-
" dzie Pijanowskiego powinna by¢ prowadzona w warunkach metodyki
oryginalnej, tzn. ponizej pH 2. W wielu przeprowadzonych przez nas
probach okazalo, ze do zupelnego zredukowania KD wystarczy 10
min. Przedluzanie czasu redikcji nie ma wplywu na wielkosci otrzy-
mywanych wynikéw. Ustalenie wielkosei odzyskéw KD z roztworow
badanych, tzn. odniesienie ich do wielkoSci rzeczywidcie znajdujgcych -
sie przed oznaczeniem w roztworach badanych jest niemozliwe, ponie-
waz KD oznacza sie w wielkoéciach odniesienia dopiero po redukcji,
a nie w wielkosciach bezwzglednych i bezposérednio, tak jak to ma miej-
sce przy oznaczaniu KA. Wynika to stad, ze nie opracowano dotych-
czas metody bezposredniego oznaczania czystosei preparatu KD, tak jak
postepuje sie np. przy ustalaniu czystoéci preparatu KA.

Resumujac nalezy stwierdzi¢, ze bardzo trudno jest wyznaczyc blad
systematyczny dang metodg przy oznaczaniu KD. Wielu autoréow przy
ocenie wartosci poréwnywanych metod przyjmuje zasade, ze metoda za
pomocy ktérej otrzymuje sie wyniki najwyzsze, jest metodg najlepsza.
Na tej zasadzie oparli swoje prace np. Fellenberg (17), Gubarewski (18)
i Rozental (19). W niniejszej pracy skianiam sie réwniez przy interpre-
tacji uzyskanych wynikéw do przyjecia tej zasady. Nalezy jednak pod-
kredli¢, ze postepowanie takie nie zawsze jest sluszne. Wykazali to Krau-
ze i in. (1) poréwnujgc trzy metody oznaczania sumy KA i KD w nie-
ktérych wyciggach warzyw i owocéw. Mimo, ze metoda Pijanowskiego
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nie dawala najwyzszych >Wyn1kow wymienieni autorzy przyjeli, ze jest
ona najdokladniejsza.

Nalezy podkresli¢ jeszcze jedna ceche metody Pijanowskiego, a mia-
nowicie jej uniwersalno$é. Oto6z znalazla ona zastosowanie do oznacza-
nia sumy KA i KD w mleku (6), w warzywach i owocach (1, 6, 20),
a ostatnio w posil"kach gotoWanych (21) Mozna przypuszczat, ze ekspe-
rymentatorzy zajmujacy sig oznaczaniem Wltammy C we krwi i moczu
zainteresujg sie t3 metods, przystosowujqc ja do badania i tych materia-
6w biologicznych.

WNIOSKI

1. Kwas dehydroaskorbinowy redukuje s1e ilosciowo w warunkach
opisanych przez Pijanowskiego.
. 2. Stwierdzono podobienstwo przebiegu krzywych ilustrujacych zmia-
ny wielkosci pH w zaleznosci od czasu oraz krzywych przedstawiajacych
Szybkosc redukeji kwasu dehydroaskorbinowego przy tym samym pH,
réwniez w zaleznosci od czasu.

-3. Po wyjasnieniu zaleznosci podanej w II czesci pracy sprecyzowano
nastepujace definicje:

a) szybkos¢ redukcp kwasu dehydroaskox‘bmowego w metodzie Pija-
nowskiego jest rowna szybkosci przyrostu pH roztwordéw redukowanych,

b) proces redukecji kwasu dehydroaskorbinowego jest zakohczony po
ustabilizowaniu sie pH roztworéw redukowanych.

4, Udowodniono, ze kwas askorbinowy jest  stabilny w warunkach
redukcji prowadzonej metoda Pijanowskiego w szerokim zakresie pH od
1,8 do 6,8. Réznice Srednich uzyskanych szeregéw wynikéw byly nie-
istotne, co udowodniono za pomocg hipotezy zerowej Fishera.

5. Udowodniono, ze stabilno§¢ kwasu dehydroaskorbinowego w zakre-
sie pH do 6,8 w roztworach redukowanych metoda Pijanowskiego jest -
zalezna od pH. Stwierdzono, Ze $rednia odzysku- kwasu dehydroaskorbi-
nowego otrzymana przy redukcji prowadzonej w roztworze o pH 5,1
nie rézni sie istotnie od sredniej wynikéw uzyskanej z roztworu pH 1,8.
Dop1ero drednia otrzymana z roztworu o wielkosci pH 6,8 rézni sie istot-
nie zarowno od x, jak ix,. »

6. Stwierdzono na podstawie mter.pretacp wykonanych badan, ze Sro-
dowisko siarkowodoru nie - stabilizuje kwasu dehydroaskorbinowego
w catym zakresie pH od 1,8 do 6,8, jak to mylnie dotychczas twierdzilo
wielu autorow.

7. Wysunieto poglagd, ze poniewaz meboda redukeji kwasu dehydro-
askorbinowego za pomocg siarkowodoru gazowego jest obcigZona trud-
nym do ustalenia bledem systematycznym, jest obecnie niemozliwe po-
danie warunkéw redukeji siarkowodorem gazowym, ktore zapewnilyby
otrzymywanie prawdziwych wynikéw,

8. Najniekorzystniejg wielkoscig pH roztworu redukowanego jest
pH 3—4.

9. Na podstawie wykonanych badan sformulowano pewnik, ze przy
ustalaniu warunkéw oznaczania sumy kwasow askorbinowego i dehydro-
-askorbinowego w jakiejkolwiek metodzie nalezy ustali¢ optymalne wa-
runki oznaczania kwasu dehydroaskorbinowego, bowiem one okre$laja
warunki oznaczenia caltkowitego.
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10. Wyprowadzono wniosek, ze metoda Pijanowskiego jest najbardziej
specyficzna.

11. Redukcje metoda Pijanowskiego nalezy prowadzi¢ przy pH 1,8.
‘W tych warunkach KD nie ulega utlenieniu — otrzymuje sie maksymal-
ny odzysk kwasu askorbinowego.

12. Ustalono, ze po 10 min. kwas dehydroaskorbinowy jest zredukowa-
ny ilo§ciowo. Przedluzanie czasu trwania redukeji jest zbedne, poniewaz
nie ma wplywu na wielko$é otrzymywanych wynikéw.

13. W podsumowaniu wyprowadzono wniosek, ze metoda Pijanowskie-
go jest najlepsza wsrdd znanych metod oznaczania sumy kwaséw askor-
binowego i dehydroaskorbinowego, dlatego powinno sie ja uznac za obo-
wigzujgca.

3. Doxuxk

UCCJAENOBAHUY METOOA NUAHOBCKOIO
1V, MMPOUECC PEAYKUHMU OETMIPOACKOPBHHOBOV KHCJ/IOTDI

Cogepxanue

[pegcrasien Merod nofydeHust pactBopoB o tpebvemoMm pIl peguuupoBaHHBIX MeTOLOM
IMusnosckoro. YcTaHoBaeHO OBICTPOTY PeAyKUHH JerdipoacKopGUHOBOH KHCJOTHL B 3a-
BucuMocte ot pH (8 rpamumax 1,8 — 6,8), B ,,uucTbix” pacTBOpax JerdJApoacKkopOGHHORON
KHCJOTH H B 3KCTpakrax Kaprodeas., Ha ocHoBanmu YOMyYeHHBIX pe3yNbTaTOB CHEJIIH
OCMOTD YCJIOBHE DPeLyKUHH, MPEACTaBIssA psijl, Npeatoxenuil. Mexay MHOTOMH YCTaHOBJIeHO
YTO caMbIM GOJBIIMM JOCTOHHCTBOM MeToja [IHSIHOBCKOrO SIBJISIETCH DEAYKIHS CepoBONO-
POAOM B DPACTBOPAX MPU OOJbIIOA KOHIEHTPALUH BOZOPOSHBIX HOHOB, KOTODbiE TapaHTH-
PYIOT  [OVIHOC MOJdydeHHe JeIHAPOacKOPGHHODOH KHCHOTH, a TakKke PeIyKUUW, Koropas
OPOTCKAET YXKe B Tposo/KeHuu 10 MuHYT.

Koncratuposano uro B pacrsopax o pH > 5 nmeruapoackopluuOBas KWCGJIOTa MO,
BepraeTcst B Cpele CepoBOAOPCAA Pacmamy.

KoucratHponaHno Takxe, 4YTO He BO3MOXHO BeCTH DeAYKIHH JerHApoacKoplHHOBOM
KUCJIOTH! NPH TNOMOMIM TAZ0BONO CEPOBOAOPORA Ge3 mnorep OOGIMeNPHHSITHIM METOZOM 10
Emmerie 1t Van Eckelen’y.

"Z. Bozyk

STUDIES OF PIJANOWSKI'S METHOD
iV. THE REACTION OF DEHYDROASCORBIC ACID REDUCTION

Summary

In the paper a method is given for pH fixing in the reductive solutions in Pi-
janowski’s method. The time of reduction of dehydroascorbic acid was established
for different pH values in pure solutions and in potato extracts. The quick and
complete reduction in Pijanowski’s method is due to high concentration of H
ions, when the reduction with H,S takes place. The reduction is completed after
10 miutes. If pH value is greater than 5.0, dehydroaccorbic acid is destroyed in
the presence of H,S. There are always ssome loses, if dehydroascorbic acid redu-
ction is done with H,S following the classical method of Emerie and van Eckelen.
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Autorzy w pracy podaja ponizszg metode fotometrycznego oznac,zahia'miedzi
w surowicy krwi za pomocg kwasu rubeanowodorowego- ‘

Do 2 ml surowicy krwi (o zawartosci 0—8 gamma Cu) wlewa sie 4 ml mie-
szaniny (1 obj. 72% HCIO, i 90 obj. stez. HNO;), ogrzewa sie w temperaturze
do 120° a nastepnie odparowuje do sucha w temperaturze 260 — 290°. Otrzy-
mang pozostalos¢ rozpuszeza si¢ w celu zwigzania zawartego (we krwi) zelaza
na gorgco w 1 ml roztworu kwasu malonowego (100 ml 10°» wodnego roztworu
tego kwasu zobojetnia sie stez. NH,OH i rozcieficza do 50 ml). Do tak otrzyma-
nego roztworu dodaje sie nastepnie 3 ml roztworu odezynnika tj. mieszaniny
skladajgcej sig z:

1) przesgczonego roztworu 300 g octanu sodu w 500 ml wody do ktorege do-
dano 280 ml lod. CH;COOH

2) roztworu 200 mg gumy arabskiej w 20 ml wody

3) roztworu 100 mg kwasu rubeanowodorowegoe w 20 ml alkoholu etylowego —
rozcienczonej wodg do 1 litra.

Py otrzymanego barwnego roztworu, powstalego wskutek reakeji jonow Cu-—

z kwasem rubeanowodorowym, winno wynosi¢ 4,2 — 4,3. Po uplywie 30 minut

dokonuje si¢ pomiaru fotometrycznego przy 385 myu. Czuloé¢ metody wynosi

0,75 gamma Cu.

H. Romanowski



