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A névényi nitrdt asszimildcié egyik kozbens§ termékénelk, a hidroxilaminnak a Blom-
reakeié alapjin valé meghatdrozdsit tanulminyozva, el§z8 kézleményiinkben megallapitottuk
a kvantitativ eredményt biztosité kisérleti feltételeket tiszta oldatban valé meghatirozds ese-
tén [2]. Ennek keretében kiilénosen a Py és a fény dintd szerepét mutattuk ki a reakcié menetére.
A médszert névényi anyagra kiprébélva azonban 0—1009, veszteség lépett fel az eredményben.
Felmeriilt tehdt a sziiksége annak, hogy megéllapitsuk a veszteség okait és elkeriilésiik médjat.
E végh@l bevontuk vizsgdlatunk korébe a hidroxilamint a névényben levy zavaré anyagoktdl
elvilasztani hivatott Lemoigne médszert is [4]. g

Kisérleti rész

A haszndlt oldatok, késziilékek tekintetében altalaban az elgzd kizleményiink.
ben [2] leirtak alapjan jartunk el, az eltérésekre a megfelels helyen rdmutatunk,

A javitott Blom-médszer tanulmdnyozisa névényi anyag esetében
a) A p,, hatisa az eldirzsiléskor

A tovébbiakban a névényi anyagban kézvetleniil valé meghatirozast zavaré
ismeretlen tényez8k hatdsinak mikéntjét kivantuk megallapitani. Két lehetdségre
kellett gondolnunk : El§szér a névényben levs egyes vegyiiletek az eldérzsolés
utdn reakcidba lépnek a hidroxilaminnal és igy annak egy részét eltiintetik : ma-
sodszor a novényben lev§ egyes vegyiiletek a Blom-reakcié soran a keletkezd
termékek vagy az alkalmazott reagensek egyikével-masikaval reakeigba lépve
okoznak zavart. '

Az els§ lehetség kérdését azzal kivantuk tisztazni, hogy a vizsgalandé nové-
vénynek mér az eldérzsslését is kiilonboz6 p,, értékekre beallitott oldat hozza-
adasa utdn végezziik, majd a p,,-értéket 2,5-re allitva végezziik el a javitott Blom-
reakeidt, ugyanis, ha kiilonbézd py mellett végezve az eldérzsslést,a meghatarozis
eredménye valtozik, ez arra vall, hogy a hidroxilaminnak az eldérzsslés és a tulaj-
donképpeni Blom-reakeié elvégzése kozotti idsben lezajlott valamely reakeidjat
befolyasoltuk a p -val. Tovéabbi kisérleteinkben az eldorzsolés és Blom-reakecié
kozotti idStartamot egységesen 15 perchen szabtuk meg.

Az 1. dbra els§ gorbéjén 1 g Capsicum annuum termésfalhoz eldsrzsolés elgtt
kiilonb6z8 py-ji oldat jelenlétében adott 8 y NH,OH-nitrogénbél negyed érai
allas utén javitott Blom médszerrel meghatarozott. N H,0H-nitrogén mennyiséget
mutatja a p,, fiiggvényében, Amint latjuk lényeges hidroxilamin veszteség Piii=nl
¢és 5 kozott észlelhets, vagyis a Blom-reakcié optimalis p . értéke és a ngvényi
levek szokasos p,, értéke e hatirok kozé esik. Az is lathaté az dbran, hogy leg-
kisebb a veszteség ha az eldorzsilés Py = Omellett térténik. Capsicum annuumrdl
lévén szé, snként adédott a gondolat, hogy annak ascorbinsav tartalma okozhatja
a hidroxilamin veszteséget. Ezt alatamasztja Lem oigne é munkatirsainak
azon megallapitésa [5], hogy a hidroxilamin és C-vitamin oximképzédés kozben
reagal, Feltételezésiink helyességét két kisérlettel tamasztottuk ali :
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b) A C-vitamin hatdsa

Az 1. dbra mésodik gorbéje az elsé mirbéhez hasonlan késziilt azzal a kiilonb-
séggel, hogy a megfelels Py -J@! puffer és hidroxilamin hozzdadasa el§tt dorzssltitk
el a Capsicum annuum termésfalat és a= ascorbinsav elroncsoldsa céljabél hozza-
adtuk Cucurbita pepo termésnek néhans- ml-nyi levét és addig hagytuk igy allni
mig a jodos titrdldssal ellenfrzott ascorbinsav tartalom eltdnt. Ezutin adtuk
hozzi a hidroxilamint és a megfelel§ puffert és hagytuk igy 15 percig allni. Az igy
elGkezelt Capsicum annuum 16 mint az 1., abran lathaté, hidroxilamin veszteséget
gyakorlatilag mar nem okozott,

A masik kisérlet az volt, hogy a Capsicum ennuum 1é helyett megfelel§ meny-

- nyiségii tiszta ascorbinsav oldatot hasznaltunk és az eléz8 kisérlettel azonos madon
jartunk el; a 2. abra gorbéje teljesen analég az 1. dbra els§ gorbéjével.

1T GHIERT B G 7234 567 69pH 67 880K
1. dbra : 2. dbra 3. dbra
1. @bra. 1 g paprika termésfal levéhez adott 8 y(NH,0H) —N-b#l a javitott Blom-médszerrel
meghatdrozott mennyiségek a hozzdadott memnnyiségek % -iban a meghatarozds elétt negyed
érdig kiilinb6z6 pp-érték mellett dllva. 1. az ascorbinsav elroncsoldsa nélkiil, 2. Az ascorbin-
savat Cucurbita pepo lével elroncsolva. 2. @bra. v(NH,0H)—N-bsl kiilonbizs py-érték mellett,
2 mg C-vitaminnal 15 percig valé dllis utin meghatdrozott hidroxilamin mennyisége a hoz-
zdadott mennyiség Y-dban. 3. dbra. y(NH,0H)—N-bsl kiilénbozs pH-érték mellett, kiilonbozo
nigvényi levek 11 ml-jével 15 percig valé 4114s utdn meghatdrozott hidroxilamin mennyisége
a hozzdadott menynyiség 9-dban. 1. retekgy&kér. 2. toktermés. 3. bah gyokér. 4. retek levél.
5. petrezselyem gyiokér. 6. bab levél,

Megallapithatd a fentiekbél, hogy az altalunk vizsgilt Capsicum annuum
esetében annak C-vitamin tartalma volt a legfontosabb zavaré tényezd. Ami a
zavaré hatds mechanizmusat illeti, igen valészintinek latszik az oximképzddés.
Ennek Pi; optimuma az 1. és 2. dbra s=zerint hirom koril van. Az igen alacsony
pynak a zavart kikiisz6bol6 hatésa igy azzal magyavirzhaté, hogy az oximképzd-
dés egyensiilyat a hidrolizis irdnyaba tolja el.

Felmeriilhet az a gondolat is, hogy a C-vitamin nemesak az cximképzédés
révén okoz zavart, hanem tgy is, hogy a diazéniumsét redukalja fenilhidrazin
szarmazékka. Fzzel azonban a Blom-reakcisban, tehat jéd jelenlétében csak
annyiban kell szamolnunk, hogy sok C-vitamin jelenléte esetében esetleg elfogyasztja
a jodot. Igy egyrészt a jédhiany masrészt a folésleghen maradt C-vitamin okozhat
zavart. A C-vitamin redukalé hatdsin alapuls zavart egyébként csak a nitrit
" meghatérozasinal tapasztalunk ahol jéd nem szerepel. Itt nem kozolt vizsga-
lataink szerint, az Ilosvay —Griess-reakcié soran mar létrejott diazéniumsshoz
1—2 mg C-vitamint adva, a-naftilamin hozzdadésa utdn szinezddést egyaltalan
nem kaptunk ; ha a C-vitamint csak az azofesték képzddése utdn adjuk hozza,
gy azt észrevehetSen nem befolyasolja.

A kovetkezbkben Capsicum annuum helyett kiilonbozd més nsvényekkel
ismételtiik meg a kisérletet s az eredményeket a 3. dbra mutatja. E kisérleteket
fentiekhez hasonléan Cucurbita pepo terméslé-kezeléssel is megismételtiik, azonban
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annak a Capsicam annuumhoz hasonlé hatasat nem észleltiik, hanem a veszteségek
csaknem valtozatlanul megmaradtak a legtébb esetben. S6t ezen tiillmenégleg azt
is megvizsgaltuk, hogy van-e valamilyen korrelicié a hidroxilamin veszteség és
a vizsgilt novényi anyagok C-vitamin tartalma kézott . Ilyen korrelacist egyal-
talan nem talaltunk, a C-vitamin tehat nem az egyediili zavart okozd tényezd.

¢) A fenolok hatdsa

E masik zavard tényezd mibenlétének felderitése céljabél arra gondoltunk,
hogy ennek hatdsa nem a hidroxilamin eltiintetésén, hanem a Blom-reakcié vala.
mely lépésének megzavardsan alapszik. Mivel a névények sok fenol jellegti vegyii-
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T (Vi 0H) N
4. dbra 5. dbra 6. dbra
4. dbra, Kilonboz8 nivényi anyagok 1—1 g-jahoz adott 8 ~/(NH,0H)—N-bél eltiint meny-
nyiségek a jelenlevd fenol tartalom fiiggvényében. (A fenoltartalom helyett a p-nitro anilines
re akciéval kapott extinkcié-értékek szerepelnek.) 5. d@bra. A 4. abran kozolt kisérlet azon val-
tozata, hogy NH,OH helyett nitritet hasznéltunk, a javitott Blom meghatdzordsi médszert pedig
jod nélkil végeztik. 6. abra. 1 g kiilsnboz6 novényi anyaghoz py = 0 mellett valé eldér-
zs6lés eldtt adott kiilonbizé mennyiségi (NH,O0H)—N extinkeié értéke a javitott Blom médszer
alapjdn meghatirozva. 1. Novénymentes tiszta oldat. 2. retek gyokér. 3. paprika termésfal..
4. retek levél. 5. muskatli levél, 6. muskatli gyokér.

letet tartalmaznak, els§ sorban ezekre gondoltunk, mar csak azért is, mert ezek
a Blom-reakcié II. lépésében az a-naftilamin helyett a diazéniumséhoz kapesold-
hatnak, halvanyabb szinii, esetleg szintelen vegyiileteket képezve.

A legkiilonb6z6bb novényi anyagokkal paralel meghatarozasokat ¢égeztiink
a kovetkez§ médon: 1—1 g névényi anyagnak megfelels levet joddal ,,megtit-
raltunk” az ascorbinsav eltiintetésére, majd hozzaadtunk 8 y NH,OH-nitrogént
és elvégeztitk a javitott Blom elfirds szerinti meghatérozast. A névényi anyag
mésik részletének fenol tartalméra utalé extinkeié értéket p-nitro-anilinnal végzett
szinreakciéval [7] allapitottuk meg, az Gsszetartozé érték parokat a 4. abran
megjeloltitk. Az értékparok nagy szérdsa ellenére, szembestls a hidroxilamin
veszteség és a fenol reakeié extinkcié értéke kizotti egyenes aranyossag.

Erdekességként megemlitjitk, hogy hidroxilamin helyett nitrittel végezve
a kisérletet (s a meghatérozashoz természetesen jédot nem hasznalva) a keletkezd
veszteség sokkal kisebb mértékd, s a fenol extinkciéval valé aranyossig sem alla-
pithaté meg hatarozottan (5. dbra).

A fenolok ezen hatasat névényi anyagtdl mentes tiszta oldatban, ismert feno-
lok hozzdadasaval is tanulmanyoztuk és az eredményeket az 1. tablazat mutatja.

Léathaté a tablazat adataibél, hogy a tiszta oldatban alkalmazott ismert
fenolok ugyanolyan értelemben hatnak a Blom, ill. Ilosvay—Griess reakciora.

Visszatérve a 3. abrin kozolt eredményekre lathatjuk, hogy a kézeg p;-
értéke a nagyjabél C-vitamin mentes névényi anyagok zavaré hatasit is befolya-
solja. EbbGl arra lehet kivetkeztetni, hogy a fenolok nemecsak az a-naftilaminnal
valé konkurencia révén, hanem a hidroxilaminnal valé reakeié révén is zavarnak.
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E kérdés részleteire vizsgilatunk nem terjedt ki. Ennek oka az volt, hogy az el-
doérzstlést p; = 0 mellett végezve is a legtsbb névénynél igen nagy hidroxilamin
veszteséget tapasztaltunk. T ‘
A kézvetlen médszerrel jaré nagy veszteségekrdl tdjékoztat a 3. dbran kiviil
a 6.4bra is, melyen a kiilonb6z8 névényelkhez adott kiilsnbz6 mennyiségf hidroxil-
aminbél meghatdrozott mennyiségek lat hatsk, A meghatirozdsokat igy végeztiik,
hogy a javitott Blom-médszer alkalmazisa eltt p,y — 0 mellett dorzsoltik el
s a novényeket a hozzdadott hidroxila-
1. tabldzat. 5 : i S
il (NOD)-N-bil s iavisott B min jelenlétében. Ezen elharithatat-
37 (NHLOH) — I, (NO',)-N-bila javirott Blom, _ §neidds ssams nagy veszteségek miatt
ill. annak jédmentes viltozataval meghatirozott , e ey 5
mennyiségek a bemérés °/;-iban, kiilsnbhozé fe- CEIISZCruuek litszott a PH“nak megfeleld
nolok 10-10 mg-nyi mennyiségének jelenlétében  beallitdsaval kapcsolatos, egyszeriibb-
nek igérkez§ modszer helyett a sokkal

Meghatarozott . -
i o — hosmad’almasa._bh Lemoigne médszert
- : o ¢’ tanulmanyozni.
CH,0H fenol ....... 80 | 97 A Lemoigne médszer tanulmdnyozisa
C,H,(OH), pirokatechin |- 0 55 a) Az eredeti Lemoigne médszer
rezorcin ..., 0 48 7 : o :
hidrokinon .., | 15 | 10 Lemoigne médszer alapjin né-
. vényi anyaghan és tiszta oldatban
C;Hy(OH), pirogallol .. 0 af da végzett hidroxilamin meghatarozasaink
floroglucin .. 0 90 . Thr e
eredménye az elméleti értéknek csak
CsH,(OH),CO0H gallussav .. 0 85 mintegy 109,-at érte el, még akkor is,
: ha a desztillitumban valé meghatéro-

zast az eddig optimalisnak vélt javitott Blom médszerrel végeztiik. Ezért részle-
tes vizsglatnak kellett alavetnink a Lemoi gne modszer egyes mozza-
natait. Célszertiség kedvéért gy jartunk el, hogy az egyes mozzanatokat fordi-
tott sorrendben tanulmanyoztuk, hogy ezzel tsbb zavaré tényezs egyideji fellé-
pését megakadalyozzuk, :

b) A desztillatum vizsgdlata

Fenti elv alapjan el§szér a Lemoigne médszer utolsé mozzanatiat, a desztil-
latummal valé Blom-reakciét tanulmany oztuk, az altalunk megallapitott optimalis
kisérleti feltételeket betartva. El8kisérleteink azt mutattik, hogy az acetonos
hidroxilamin oldat Lemoigne szerint késziilt desztillitumahoz adott ismert mennyi-
ségli tovabbi hidroxilaminnak is esak tort részét sikeriilt megkapnunk. Ez nsvény-
mentes, tiszta acetonos hidroxilamin oldat desztillistuma esetén is igy tortént.
Elsé gondolatunk az volt, hogy az acetoximmal egyiitt atdesztillalt aceton okozza
a zavart. Fennillt azonban annak a lehetésége is, hogy az aceton hidrolizalasara
(a hidroxilamin felszabaditdsira) nem megfelels a Lemoigne altal leirt eljaras.
- Ez utébbi feltételezés azonban csakhamar melldzhetsvé lett, mert kiillonbdzd
oximokat kiilsnb6z§ médon hidrolizilva kideriilt, hogy nem is szitkséges az erds
savval valé f6zés, hanem a Blom-reakeié els§ lépése (diazotalas Py = 2,5 mellett)
sordn is mar felszabadult az acetoximbél a hidroxilamin j6 része. A teljes hidro-
lizishez ilyen feltételek mellett a diazotaldsi idének kb. egy érara valg novelése
szitkséges (7. abra). A Lemoigne médszerrel kapott desztillitumbél azonban még
egyoras diazotéldsi id§t alkalmazva is csak mintegy 109,-4t kaptuk meg a bemért
hidroxilamin mennyiségnek. Ez alitamasztotta a fenti elképzelést, hogy azacetoxim-
mal egyiitt dtdesztilldlt aceton okozza a zavart. Bar Lemoigne [4] is ramutat
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az aceton eltivolitisdnak sziikségességére, azonban az eltavolitis médjat nem kizli
pontosan. Megallapitottuk, hogy a sésavval valé félperces forralas egyrészt nem
tavolitja el az acetont, mésrészt az igen illékony acetoxim egy részének elillanasat
okozhatja, : '
_Arranézve, hogy az aceton a Blom-reakeid, melyik mozzanatat zavaria
azt a kisérletet végeztiik, hogy a reakcié killsnboz8 mozzanatai elstt adtunk az
addig aceton mentes oldathoz 1 ml acetont. Kisérletiinket dgy is megismételtiik,
hogy a kiindul4si anyag hidroxilamin helyett nitrit volt. (2. tablazat.)
A nitrites sorozatot azért iktattuk :

be, mert ennél az NH,OH — NO;reak- : 2, tabldzat,
cié elmarad és igy az acetonnak erre a 1 ml aceton hatisa a Blom-reakciéra. (A ka-
rekaciéra valé hatasardl is valaszt kap- ~ Pott értékek a bemérés 9/j-dban kifejezve.)
hatunk. Ebben a sorozatban nem lett i

, s » . . f A kiinduldsi anyag
volna szitkség jod hozzdadasara, mivel Az aceton hozzdadisa /TT
nem kell nitritté oxidalni. Mégis hoz- |(NH,OH)—N| (N0g)—N

A il jodot itt is, h a masik 1 ‘

zatettik a JOdO”klt] is, c]'ggy v feik g iftlea b o
soroza'ttfll egyez0k legyenek a feltéte- T . gulfanilsav utan . | 85 3
lek, kivéve az NH,OH — NO; reakeié  naftilamin utdn ... | 100 90
létrejittét, .

- A 2. tablazat adataibél lathat6, hogy a j6d és aceton egyiittes jelenléte a
diazotalasi reakciot is zavarja, de féleg az NH,OH — NO; reakciét, Osszevetve
ezt az itt nem részletezett kisérleti adatainkkal, melyek szerint kiilén az aceton
és kiilon a j6d a diazotélasi reakeiét nem zavarjak, megallapithats, hogy az aceton-
bol jod hatdsédra keletkez§ vegyiilet okozza a zavart, mely fﬁ'leg a hidroxilamin
oxid4cidjat zavarja. A tovébbiak szempontjabél azt a konzekvenciat vontuk le
ebbél, hogy a Blom-reakeié eltt az acetont el kell tavolitani.

Céltalannak littuk a zavardhatds mibenlétét vizsgalni, mivel egyszerfibbnek latszott a kér
dést az aceton eltdvolitdsival megoldani. Ami egyébként azavaréhatds mibenlétét, illeti arra-
nézve a jodaceton vegyiilet specifikus hatdsdin kivil valészinlinek ldtszik, hogy az aceton ismét
lekéti a hidroxilamint és fgy kivonja a meghatdrozds alél. {

‘ Az aceton eltavolitdsa kapcs‘én a k&ivetkez‘fi ‘ellentétes kivetelményeket kellett kielégitenie
a keresett elje’u:ésnak:‘ az acetont gy eltz?volitam, hogy sem az acetoxim, sem az aceton fogyasa-
val szabaddd vélé hidroxilamin ne illanjon el. 7

Mivel az aceton is s az acetoxim is egyardnt nagyon illékony. elGszir vala-
milyen lecsapé szerre gondoltunk, mely vagy az acetont, vagy a hidroxilamint
lecsapja. Ilyent azonban nem taldltunk. Maradt a legkézenfekvébb méd : meg-
feleld koriilmények kozott melegitéssel eltavolitani az acetont, Minthogy azonban
az acetoxim tapasztalatunk szerint még az acetonnal is illékonyabb, gondoskodnunk
kellett a melegités el6tti elbontasarél. Az acetoxim elbontasat kénsavval végeztiik.
Az optimalis sav koncentraciét olymédon allapftottuk meg, hogy 8y (NH,0H)—N-
hez 1 ml acetont és kiilonb6z6é normalitisi kénsavat adtunk és a késébb ismer-
tetendd feltételek mellett melegitettitk : 70 C°-on 20 percig. Ezutan az oldatokat
lehiitsttiik, majd hiités kézben a p,;-jat 2,5-re allitottuk be és elvégeztiik a javitott
Blom-meghatarozast masféloras diazotalasi id6vel. A kiilésnb6z8 kénsav koncen-
tracié hatdsat a 8. abra mutatja. Lathaté az abran, hogy 1n a kénsav optimalis
koncentraciéja. Higabb oldatban nem biztositja a teljes hidrolizist és az acetoxim
egy része elillan, toményebb oldat esetében viszont a semlegesitéskor keletkezd
sok néatriumszulfat kicsapja az azofesték egy részét megfigyelésiink szerint,

Az oxim alakjaban kététt hidroxilamin meghatarozasara eléirt [1, 3] méd-
:szerben a vizsgilandé anyag 3n kénsavval hat ordig valé fézése fentiek szerint
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nem a hidrolizis miatt sziikséges, hiszen ay egy-két perc alatt lezajlik. A kénsav
szerepe inkabb az, hogy a hosszii mele gités alatt megakadalyozza a hidroxilamin.
elillandsét. A hatéras melegités pedig a=ért bizonyult hasznosnak, mert a 3n kénsav
ezalatt bizonyara elroncsolja a Blomre akciét zavaré anyagokat, vagy azok egy
részét. Nem publikalt kisérleteink szerin t tiszta oximok (piroszdlésav-, oxalecetsav-,
acet-, dimetilglioxim) meghatarozasdho z zavaré anyagtél mentes oldatban egyal-
talaban nines szitkség a kénsavval valé hatérai melegitésre : a javitott Blom
médszerrel, kb. mésféloras diazotdlasi dgt alkalmazva, ezek kvantitativan meg-
hatarozhatdk.

A melegités idejének és hdfokdnals hatasat a 9., ill. 10. 4bra mutatja. Mindkét
gbrbe egycsiicsi optimumot mutat, A melegitési idének, tovabba a héfoknak az
optimum fslé emelésekor bekovetkezd hidroxilamin veszteség arra latszik utalni,

% 2 :

700 ] e 0 700 /,v—n-—- ==
v = (4

J‘J 50
|
1
f——— Sy

75 30 45 60 75 80 105 720 e 7 23 S0, w28 30 M
1. dbra 8. dbra 9. dbra

7. dbra. 8 +yN-t tartalmazé acetoximbél (1) ill. NH,0H-bél (2) a javitott Blom-médszerrel
meghatdrozott hidroxilamin mennyisége killomaboz6 hosszi diazotdldsi 1d6 esetében. 8. dbra. A
kénsav koncentrdcidjinak hatdsa a desztillitumbél valé NH,0H-meghatarozasra. (1 ml ace-
ton + 8 Y(NH,OH) —N + killonbozs toménységii H,80,, 70 °C-on 20 percig petricsészében
valé melegités utdn lehiitve semlegesités és a javitott Blom-médszer alkalmazisa). 9. dbra. A 8.
dbran kozolt kisérlet, kilonboz8 ideig 70 °C-on valé melegitéssel
hogy a hidroxilamin — bar kis mértékkben, — de mégis illékony. Az utébbi két
kisérlet alapjdn az aceton ellizésére szolgdlé melegités optimalis idejéiil 20 percet
héfokaul 70 C°-t allapitottunk meg.

Mivel feltételezésiink szerint a fent lefrt melegités utdn az aceton kis része
még mindig az oldatban marad, szdmolni kell azzal, hogy az a meghatarozis folya-
man egyrész jodot fogyaszt, masrészt oxim alakjaban djra lekoti az elézéleg fel-
szabaditott hidroxilamint. Erre az esetre nézve is meg kellett vizsgalnunk a jéd-
mennyiség, valamint a diazotédlasi id6 valtoztatdsinak hatasat az eredményre.
A 11. abra szerint a 1009%,-0s eredmény eléréséhez aceton nyomok jelenlétében
nem elegendd a tiszta oldatnil megallapitott 0,2, ml hanem kb. 1 ml sziikséges.
Tekintve, hogy a 11. dbran kozolt kisérlet 15 perc diazotéalasi id6 mellett, a 12. abra
kisérlete pedig 0,5 ml jéd alkalmazdsa mellett tortént, e két kisérlet osszevetésével
megéllapithaté, hogy az 1 ml jéd csak 15 perces diazotalas esetén sziikséges, masfél-
oras diazotdlds esetén a 0,5 ml is béven elég. Miutdn a f6lés jodmennyiséget a
Sandmeyer-reakecié miatt aggalyosnak lattuk, a tovabbiakban inkabb az amigy
is megszokott 0,5 ml jéd alkalmazisinal maradtunk s a diazotilasi id6t hosszab-
bitottuk meg. A 12. dbra pedig a varakozasnak megfelelgen azt mutatja, hogy a
diazotalasi id6t is lényegesen meg kell hosszabbitani, hogy az tjra képzddstt
acetoxim ezalatt teljesen hidrolizalédhasson. Kz kb. masféléras diazotilassal
érhetd el. A til sok jéd alkalmzasa a 11. abra szerint szintén veszteséget okoz.
Ez szintén a mér emlitett Sandmeyer reakciéval magyarazhats.

Ezek alapjan tehat acetont tartalmazé desztillatumban a hidroxilamint a
javitott Blom-médszer aldbbi médositasaval hatarozzuk meg: Az oldatot kén-
savval 1 n-ra hozzuk, majd lapos nyitott edényben 70 C°-os vizfiirdén 20 percig
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melegitjitk, ezutdn hideg vizzel lehiitjik és 2n NaOM-val hiités kozben fenol-
ftalein jelenlétében semlegesitjiik. Ezutédn hozzdadunk 1 ml szulfanilsavat, 0,5 ml
jodot és sbtétben masfélordig allni hagyjuk. A jédnak tioszulfittal valé elszin-
telenitése utdn az oldatot kb. 48 ml-re deszt. vizzel felhigitjuk, hozzdadunk 1 ml
a-naftilamint, 50 ml-re feltsltjiilk és negyedéra milva fotometraljuk.

«¢) Desztilldcio Lisérleti feltételeinek vizsgdlata

Mivel a meghatérozas tobbi 1épésénck pontos kisérleti feltételeit mar meg-
allapitottuk, a desztillacié kisérleti feltételeit vizsgaltuk meg. Elsgsorban az
aceton optimilis mennyiségét kellett megillapitanunk. Ez oly médon tértént,
hogy 8 y (NH,OI)—N-t tartalmazé 8 ml oldatot mikrodesztillals késziilék lom-
bikjaba bemértiink, az oldatot 5 korili p  -értékre hoztuk, majd kiilénbézs

% % % 2
700 e ——— 700 00 ,o—’)’
: T e
A
7
50 30 307
50 70 .88 9ot L 7 2 3 mdoldor 75 50 45 60 75 90 705 /TR
10. dbra 11. dbra 12. abra

10. dbra. A 8. dbrdn koézolt kisérlet, 20 percig kiilonbozd h&fokon valé melegitéssel. 11. dbra-

A jédmennyiségnek hatdsa az aceton-nyomokat tartalmazé desztillitumban wvalé hidroxiamin

meghatirozdsra. 12, dbra. A diazotdldsi id6 hatdsa az aceton-nyomokat tartalmazé desztil-
litumban valé hidroxilamin-meghatdrozasra.

mennyiségl frissen desztillalt acetonnal atdesztillaltuk a hidroxilamint. A desztil-
latumot a mar emlitett mddon acetonmentesitettiik és az oldattal mAasféloras
diazotalasi iddvel elvégeztilk a javitott Blom-meghatarozast, A kisérlet sordn
azt tapasztaltuk, hogy ha egyszerre 1 —6 ml acetont adunk a desztilldlandé oldat-
hoz, elvégezve a meghatdrozast a bemért hidroxilaminnak csak maximum 95—96
o7 -at kapjuk vissza, mig tébb részletben adva az acetont, mar 4 ml-nél kapunk
ugyanilyen eredményt, amint az a 3. tablazatbél lathaté.

Megvizsgaltuk a desztillicié p,, optimumat is, és azt a Lemoigne édltal meg-

adott p,; = 5 értékkel megegyezének talaltuk. Az ettél a p,, értéktdl valg eltérés
meglehetdsen nagy hibat okoz. Két p,,-értékkel valé eltérés akar savas — akar

ligos irdnyba 20—309,-0s veszteséggel jar.
Ezek alapjan -a desztilliciét a kivetkezd modon kell elvégezni: a mintegy
10 ml térfogati vizsgalandé anyagot teljesen zart 2
mikrodesztillals késziilékbe helyezzitk (ajanlatos a £ 7
Schulek-féle [6] mikro-amménia desztillalé készii- 7
léket hasznilni, azzal a médositassal, hogy a beve-
zetd tolesér csove csak a lombik-nyak alsé hajlataig %9
ér). Az oldatot p,; = 5 értékre hozzuk, 2 ml frissen
desztillalt acetont és forrkdvet adunk hozza. Ledesz-

T

tillalljuk az acetont és még négvszer adunk hozza 1 3 OAH-0T)-
ml acetont kiilén-kiilén ledesztillalva, A desztillatu- 3 fies 0/7)/1’
mot 8—10 ml 2 n kénsavban fogjuk fel és a 3/b feje- 13. dbra

P ~ . i A é javi -
zetben emlitett mddon kezeljiik tovabb. A 13. dbran mﬁdi«czerisel akcf;:;:':'t}q]_ﬁ 10'“}111_

az ilyen modszerrel felvett standard-gérbe lathaté. standard gérbe.
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A desztillicival kapcsolatosan megvizsgaltuk tovabba azt, hogy bizo-
nyos nitrogén szarmazékok hogyan b efolyasoljdk a meghatarozés eredményét.
Azt tapasztaltuk, hogy NOy, NO7, NH,, HCN, és karbamid nem zavarjak a
meghatarozast tiszta oldatban. Oximaokkal toértént vizsgilatoknal azt tapasz-
taltuk, hogy a dimetilglioxim és a pirwsz§lgsav-oxim esetében, az acetonnal tor-
tént - desztillacié sordn, az &sszes hidroxilamin atdesztillil. Ez gyakorlatilag
azt jelenti, hogy az oxim-kétésit hidxroxilamin is meghatirozhaté e médszer-

3. sablizar, rel, azonban a tomeghatis tor-

A desztilliliskor alkalmazott aceton mennyiségének vénye értelr‘nébc?n tﬁibb acetonnal
hatisa a desziillitum hidroxilamin tartalmzra (A  kell a desztillacist végezni,

kapott értékek a bemérés 0/ y-aban kifcjezve.) A Lemoigne médszer legna_

R e gyobb remélt elénye az lett volna,

Az aceton mennyisige A meghatérozis sorin ~isszanyert h . . < =

ml-ben hidroxilamin %, ogy a hidroxilamint a zavaré

| - anyagoktdél elvilasztva hatiroz-

5 f 84 hatjuk meg vele. Amikor azonban

241 © 90 az Aaltalunk megéllapitott most

94141 95 mar optimalis ‘kisérleti feltétele-

24+ 141-+1 : ; 98 ket betartva, azt névényi anya-
B Lo Ll 1 100

. gokra is kiprébaltuk, azt kellett
tapasztalnunk, hogy veszteségek ekkor is fellépnek, bar sokkal kisebb mérték-
ben, mint a kézvetlen médszernél. Ezen vizsgalataink eredményét a 4. tablazat
mutatja, (A tdblizat adatai kettd, vagy tsbb parhuzamos meghatarozas kozép-
értékei.)

Arra gondoltunk tehat, hogy a zavart okozé anyagok (féleg fenolok) a desz-
tillicickor a vizgdzzel egyiitt a desztillatumba jutnak. Errdl meg is gybzodtiink
tigy, hogy kiilsnbszé névényi anyagok leirt médon' késziilt desztillitumahoz adtuk
csak a hidroxilamint és azt tapasztaltuk, hogy a meghatérozaskor a bemért hidroxil-
‘aminnak gyakran jelentds részét, altalaban a bemérés 0—30 %-at, de egyes esetek-
ben, kiilontsen nagy fenoltartalmi névényeknél 1ényegesen nagyobb %%-at nem
kaptuk vissza, ;

Mivel fentebb lattuk, hogy médszeriinkkel a desztillitumban a hidroxil-
amint kvantitativen meg tudjuk hatirozni, ha abban az acetonon kiviil mas zavaré
anyag nincsen, nyilvinvalé, hogy zavaré anyagok jutottak a névényi nedvbél
a desztillitumba. Ezek a mér ismertetett fenol reakciéval kimutathaték voltak
a desztillitumban. Azt is megallapitottuk, hogy a névényben levs eredeti fenol
tartalménak mintegy egytized része desztillalt at az adott feltételek mellett.
Az altaluk okozott veszteséget tehat a desztallacié egy kis tort részére csokkenti,
ugyanakkor azonban az atdesztillilt egytized rész megmagyardzza, hogy miért
nem megy a meghatdrozids névényi anyaghél kvantitativen.

Megkiséreltiik a fenolok visszatartdsira a desztillalandé oldat py-értékének
ligos irdnyba valé eltolasit, a fenolok séba vitele céljabél. Sajnos prébalkozasunk
nem vezetett eredményre, mert a fenolok egy része igy is atdesztillalt, sét a kozeg
higossdga az acetoxim képzddés szempontjabél kedvezétlennek bizonyult.

Ezen okok miatt kénytelenek voltunk a nitrit meghatarozéasaval kapesolatban
mar bevezetett veszteségi tényez6 hasznélatat igénybe venni: két paralel meg-
hatérozést végziink a leirt modszerrel Ggy, hogy a vizsgilandé anyag feléhexs ismert
mennyiségl hidroxilamint adunk, a masik felében csak az eredeti hidroxilamin
tartalmat hatarozzuk meg. Ha a veszteséget okozé tényezdk nem lépnek fel, akkor
az igy kapott két eredmény kiilonbsége éppen a minta egyik feléhez adott ismert
hidroxilamin mennyiséget adja meg. Ha veszteség fellép akkor a hozzamért ismert
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mennyiségnek és a két meghatirozis kiilsnbsége hanyadosaval (ez a"‘veszteségi
tényerl) beszorozzuk a hozzaadas nélkiili, tehat eredeti anyagra kapott eredményt.
Ha tehat veszteség nincs, a veszteségi tényezd értéke 1-el egyenld és igy az eredeti
anyagra kapott eredményt nem kell korrigalni. Itt nem kozslhetd vizsgalataink,
alapjan megallapitottuk, hogy a veszteségi tényezé 0—10 y NH,0H méréshata-
rok kozott ardnyos a hozzaadott hidroxilamin mennyiségével. :

Névényi anyagok és kinnyezési nedv vizsgilata
Mar a 4. tablazatban kozoltilk, kill6nbozé névényi anyagokban maximalis.
eredményt adé médszeriinkkel tallt hidroxilamin mennyiségek adatait. Léathatjuk,
hogy alegtsbb esetben nem volt hidroxilamin eredetileg a névényben, mert hidroxil-
4, tablazat.

Kiilénbtz6 ndvényi anyagokban végzett hidroxilamin meghatirozasok.
* (A talalt mennyiségek y-iban kifejezve.)

. Desztilldlas l Kénsavas oldat
3 Bemért i g =
% Novényi anyag f mennyiség Hozzidadott mennyiség
0y i 8y 1 0y I 8y
Phaseolus vulgaris gydkér .....oovvviviinnnnnnna.. 1 0 7 0 7
i e o Tevhlethuse b bl SO0 T 1 0 55 0 4
5 5 termés ..... SRR AR e 5 0 0,5 0 0
Calystegia tricolor levél........... Gme s e e 1 0 6 0 0
Ll pl it et ot Wi 5 0 4 0 0
Brassica oleracea v. cap. levél ...... AT T 5 0 3:2 0 0
g o e Mesaba s e ST 5 0 0,5 0 ]
Pelargonium zonale levél.............c.ooviiiuu.., 1 1! 4 0 0
ol Y et e e L i 5 9 6 0 | 0
Petroselinvm sativum gyiokér ............c.c ..., 1 0 5 0 4
: i NN 1 0 1 0| 0
e e R A G e T e : 5 0 2 0 0
Tradescantia virginica levél ... ..... S R e 1 0 1 0 0
Raphanus sativus levél ...oooiiiiiiiiininnianns.. 1 0. 6 0. 6
25 4% 5. R Fgn i ekt b 1 1,9 7 0 2
Spinacia oleracea levél .......................... 1 U 3 0 0
5 ;) e A iy & ¥ 5 0 1 g0
‘Cucurbita pepo levél.................. G binderen 1 1 TS 0 5
5 P - 111 S R PR ST IS 1 0 2,5 0 0
Cucumis sativis termeés .................. by e ok 5 0 0,5 0 0
Pelargonium zonale levél ................... b, 1 2 6.5,7 0 0
Capsicum annuum Termeés. .. ....oovvvvirrerenannn. 1 0,5 6 0 7,5
- GRS A 10 1 4,5 Ot gl
Cucumnis sativus termés (Mirelit) .................. 10 6.9 | 11, 14 0. 0
Cucurbita pepo termés PRI LA e e e T 10 1 6 0 7,5

amin hozzdadasa nélkiil mérhet§ mennyiséget nem talaltunk, viszont a hozzaadott:
hidroxilamin meghatdrozasi eredményébél szamitott veszteségi tényezdk a legtobb
esetben azt mutatjék, hogy a meghatarozds sordn a hidroxilamin kisebb-nagyobb.
hianyada meghatarozhaté, tehat nem tinik el teljesen. Csak azokban az esetekben
nem tudjuk ajanlott médszeriinket hasznalni, ha paralelként hozzaadott hidroxil-
amin 100 %-0s veszteséget szenved, ez azonban ritkan fordul el§ (4. tablazat).

Azok a névények, amelyek a 4. tablazat szerint sajat hidroxilamin tartalom-
mal is rendelkeztek, mind raktarozott (Mirelite),illetsleg télen begytjtott anyagok
voltak. Feltehetd, hogy a csokkent iitemii anyageserével kapcsolatos a hidroxil-
amin tovibb alakuldsdnak lassibbodasa.
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Médszeriinkkel szabadfsldén termmelt Zea mays és Cucurbita pepo névény
konnyezési nedvének hidroxilamin taxtalmat is vizsgaltuk a névény fejlsdése
sordn. Megallapitottuk, hogy sajit hidroxilamin tartalom egy esetben sem volt
kimutathaté, a paralelhez adott hidroxilamin pedig kisebb-nagyobb veszteséget
szenvedett, illet6leg a meghatarozas a wartnal kisebb eredményt adott. Ez a meg-
allapités azért érdekes, mert azt bizonyitja, hogy az dtmenetileg keletkezett hidroxil-
amin mir a gyokérben tovdbb alakul . A kénnyezési nedvhen ugyanis nitrat és

szerves nitrogén egyardnt taldlhato, teh 4t a felvett nitratnak jé része mar a gyokér-
ben szerves vegyiiletté alakul.

Ossze foglalas

Kritikai vizsgalat ala vettiik a hi droxilamin meghatarozdsira szolgalé Blom-
és Lemoigne médszert, és a kovetkez& megéllapitdsokra jutottunk :

1. Zavarja a Blom szerinti meghatarozast C-vitamin, fenolok, aceton, ill.
mis ketonok jelenléte. Ha ezeket a vizsgilt névény nagyobb mennyiségben tartal-
mazza, gy a hidroxilamin direkt megh atirozdsa csak nagy veszteséggel lehetséges.

2. Megallapitottuk a Lemoigne médszer optimalis kisérleti feltételeit, mely-
nek betartasidval, névénymentes oldat esetén, kvantitativ eredményt kapunk.

3. Novényi anyaggal végezve a Lemoigne-féle meghatirozist, a zavard
fenoloknak mintegy egytizede a hidroxilaminnal atdesztillalt s ezt ligositas wtjan
megakadalyozni nem tudtuk.

4. Az optimilis feltételeket be is tartva, a meghatarozds eredményének
kisebb-nagyobb csikkenése kivetkezile be, javasoljuk egy paralel mintihoz adott
ismert mennyiségii hidroxilamin meghatarozasival kapott eredmény alapjan, az
dgynevezett veszteségi tényezd hasznalatat.

5. Javasolt médszeriinkkel, hacsak a zavaré anyagok altal okozott veszteség
nem 1009-0s, a hidroxilamin tartalom reélis értéke kb, 109, -ra pontos reprodu-
kalhaté pontossaggal megéallapithaté.

6. Médszeriinkkel kiilsnb6z6 nowényeken és konnyezési nedvekben végzett
meghatarozasok altaldban negativ eredménnyel jartak, kivéve a csékkent anyag-
cseréji, (raktarozott, télen begylijtott) nivényeket.

FErkezett : 1955. mdrcius 1.
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MHMKPOOIIPEJIEJIEHWE TUOPOKCHJIAMMHA TIPU ITOMOIIA $OTOMETPA
II. OIMBITHEI C PACTUTEJIBHLIM MATEPHUAIIOM
simGop B. u Kum E.
Kamenpa duswonoruu pacrenuit Yuusepcurera um. JI. 9reewra, Byganewr " (Beurpus)
Pe3wome

ABTOBl KPUTUYECKH IPOBEPHJIM METOX OIPEfeNeHus THAPOKCHIAMAHA, paspaboraHHbI
Brnomom (Blom) u Jlemyanb (Lemoigne), 1 YCTAHOBH/IM CIEAVIOLIEE :

1. Peaxuuu Bnoma memraer npucyTcerBue Butamuda C;, $eHonoB, aneToHa 1 DPOUUX KETOHOB.

2, YeTanoBuM ONTHMAJIbHBIE JKCIE PUMEHTATBHBIE YCIOBUS peakuuum JleMyaub ; Tpu
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COOMIACHHA ATHX YCI0BUH B CTYYAL YHCTOTO (CBOGOAHOTO OT PACTHTEILHOTD MATEPHANA) PACTEODPA
MOAYy4aioTesT KOMHYECTBEHHBIE Pe3yAbTAThL

3. Ipu mposeieHun OHPeleneHns M0 JleMyaub B PaCTHTETBHOM MaTepHAie B ECTHILIAT G
TiIPOKCHAAMHHOM BMECTe NEPEX0/AT npumeprHo 1/10 4acTs Mewranmux geHonos. :

4. Tar KaK jame UPH COOMIOJCHHM ONTUMAABHEIX YCJIOBHIT PedyIbTATHl ONpPEIENEHHsT
Dosee-MeHeE 3HAUMTELHO THOHUMECHBI, T09TOMY ABTOPL HNPE[STATAWT NOAL30BATHCSA T. H. (aK-
TOPOM IOTEPk, TOJYYCHHBIM B PE3Y/IBTATE ONPEALICHNS M3BECTHOT'O KOMHUECTBA THAPOKCHIAMIHA,
J00aBJIEHHOT0 K TapajuiensHoit npobe.

5, [Npyu NOMOLIM - TIPEATIOYKEHHOI0 ABTOPAMH METOAA CONEPIKaHNe rHAPOKCUIAMIHA OIpe-
JenuMo HpuMepHo ¢ 10%,-0H TOUHOCTBIO, €C/TH TONBKO NOTEPs, OOYCNOB/IeHHAS MEIUAKIMMH Be-
wecreamu, He jgocruraer 1009%. !

6. JaHHEIM METOAOM ABTOPEI NPOBEAM PSAN ONPElESCHUH THIPOKCHIAMHHA B DPA3TMUHBIX
pacTeHusX ¥ B NacoKe. OTH ompefeneHnsi pooline NPUBETH K OTPULATETLHEIM Pe3y/bTaTaM, 3a
MCKIIIYEHHEM PACTEHHIT ¢ TOHM)KEHHEIM 00MeHOM BellecTs (AMOADHbIe M yOpaHHbie 3uMOil pac-
TEHHsE). DTOT (AKT YKA3BIBAET HA TO, YTO APK HOPMAALHLIX YCIIOBUAX THAPOKCHIAMAH HE HAKAI-
JIMBAETCST B PACTEHUSIX B ONPENEIMMBIX KOMMYECTBAX. A

Puc. 1. Konuuecrso (NH,OH)—N, onpegeneHsoe BMAOM3MEHEHHLIM. METOIOM bBiaoma. B
coKe HannoAHHKa Capsicum annuum nocne gobasnenus 8y (NHL,OH)—N (B %-ax or noGasien-
Horo xoanuectsa), [lepes onpenenennem HaBecka BbIepyKMBaNach B Tevenue 1/4 uaca mpu pas-
JIMYHBIX 3HAYCHHSX PH. 1. Be3 OKucIeHMA ACKOPOMHOBOM KUCTIOTHL. 2, AcKOpOMHOBAS KHCTOTA
orucnena cokom Cucurbita pepo. . G

Puc. 2. Honuuecrso- THAPOKCUNAMEHA, oTpefenenHoe B 8y (NH,0H)—N npy pasmuunbix
3HAYEHHAX PR TI0C/IE BBIIEPIKUBAHUS HABECKN B TeweHne. 1/4 yaca ¢ 2 mr-mu Butamuna C (B %-ax
0T HCXOMHOI'0 KOJHYECTBAa).

Puc. 3. KonuuecTBo ruApOKCHITAMUHA, OTpenesenHoe B 8y (NH,0H)—N npu pasnuunbix
3HAYEHMSIX DH T0C/Ie BEIAED KHBAHMST HABECOK B TedeHye 1/4 9aca ¢ 1 MI'-OM COKA PASTMUHBIX pac-
TeHuii (B %-aX HCXOQHOro KomudecTsa), 1. Kopens Raphanus sativus, 2. ITmop Cucurbita pepo.
3. Kopenb Phaseolus vulg. 4. Jluctesi Raphanus sativus. 5. Kopens Petroselium sativum. 6,
Jluctbsi Phaseolus vulg. :

Puc. 4. KonnuectBo THAPOKCHIAMUHA, MCHESHYDBIIEE M3 TOOABIEHHOro K | r-My pasmnu-
HOTO0 PACTHTEBHOr0 Marepuana (B 3aBHCHMOCTH OT COAEPYKAHMS NPHCYTCTBYIOLETO (EHONA ;
BMECTO COACPIKaHM (PEHO/IA N300 PAYKEHbI BETMYMHBI IKCTHHKIMM ,, TIOJYUYEHHOM B Pe3yILTaTE PeaK-
MK C M-HUTPO-aHUJIMHOM). ‘ &

Puc. 5. BapuanT 0lbiTa, 10Ka3aHHOIO Ha pucyHKe 4., Ho BMecro NH,OH no6asien HUTPHT,
a BUIOM3MEHEHHBIH MeTold Broma mposefeH Ge3 Hoja,

Pue. 6. BesuuuHa SKCTHHKUMH PasnuuHore xommuecrsa (INH,OH)—N (onpeseneHsas Ha
OCHOBaHHM BHIOM3MEHEHHOr0 MeTofa Bsoma), H00aBieHHOT0 K 1 T pasmuuHoro pactTHTENBHOro
MaTepuana fepef u3MenbYeHuem Tocaefnero npu pH = O. 1. Uuerwif pacrsop, cBoGOAHBIN
OT pacrtutenbHoro Matepuana. 2. Hopens Raphanus sativus. 3. Hannogmuk Capsicum
annuum. 4. JliucTbst Raphanus sativus. b. Jlnctba Pelargonium zonale. u 6. Kopesb.

Pyuc. 7. KOnuuecTBO THIPOKCUMIAMHHA, ONMPENeNeHHOe BHAOH3MEHEHHBIM MeTodoM Baoma
TIPY_ PasiAMYHOM BPeMEHHM [Has0TupoBanus B aueroxcume (1) u NH,0H (2), comeprammx
8y N. i

Puc. 8. Bausnue KOHUEHTPANHM CepHOIT KucaoTul Ha onpeneresue NH,OH B nectumnare
(1 mn anerona + 8§ ¢ (NH,O0H)—N + H,530, pasanuHof KOHUEHTPALMH, TI0CAE HATPEBAHMS B
teyenne 20 munyT rnpu 70°C B wamke [lerpu oXmarwieHue u HEHTpanu3anus, 3aTem OnpeieseHne
BHIOM3MEHEHHBIM MeTOZoM Biioma).

Pue. 9. Onwit, u300paseHHbli Ha pirc. 8., o Harpesanue npu T0°C B TeYEHH® PASAHYEIOTO
BPEMEHH. !

. Puac, 10. Onsir, n3odpasienuniit Ha puc. 8., H0 HaTPEBAHME IIPH PA3IHYHON TEMIEPATYpE B
TeucHue 20 MHHYT. y ‘

Puc. 11. Bausnue KomuauyecTBa HOJA HA ONPENENCHHE THJPOKCHIAMMHA B [AeCTH/IATe,
COIEPIKAIIEM CIENBI ALeTOHd. :

Puc. 12, Biusinue BPCMEHH 1HAS0THPOBAHIA HA ONpedesieHue HAPOKCUIAMUHA B [ECTH/I-
nate, coAepIKAILeM Clejibl AleTOHA. : 3

Puc, 13. Cranpaptanie  xpusbie NH,OH, roiiyuennble »MeTofoM 3/c M BHION3MEHEHHbIM
metonom Broma. g
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Microdetermination of Fllydroxylamine by Photometry
II. Studies made ~wvith Plant Substances

B. JAMBOR 4nd J. KISS

Institute for Plant Physiology, L. Eétvis University, Budapest (Hungary)
'Sllmmary

The method of Blom and that of Lemoigne for the determination of hydroxylamine have
been subjected to a critical study. The findings are as follows: — ;

1. The presence of vitamin C, phenols. acetone, or other ketones, interferes with Blom’s
reactions. If the plant contains them in appreciable amounts, direcct determination of the hydroxyl-
amine is not possible except at a great loss. ; ;

2. The optimal conditions for the application of Lemoigne’s method have been cstablished ;.
they yield a quantitative result provided the solutionis a pure one (i. e., {ree of plant substances).

3. Using plant substances in Lemoigne®s method of determination, ahout one tenth of the
interfering phenols is found to distill with the hydroxylamine.

4. In this manner, even though the optimal conditions are adhered to, a more or less sub-
stantial decrease is bound to take place. The proposition, therefore, is to add to a parallel sample
‘a known amount of hydroxylamine and to compute from the results of the two determinatons.
the so-called loss coefficient. :

5. Unless the loss due to the interfering substances is 100 per cent, the method proposed
allows of a reproducible determination of the actual hydroxylamine content, accurate to within
10 per cent,

6. Applied to different plants and bleedin g saps the method of determination generally yielded.
negative results, except for plants of reduced wnetabolism (i. e., stored plants, or plants harvested
in the winter). :

Fig. 1.'Amounts determined with Blom’s modified method from 8 y of (NH,0H)—N added
to 1 g of juice from the pod of Capsicum annuum and allowed to stand for 15 minutes at various
pHs ; expressed as percentages of the amounts added. (1) Without destroied the ascorbic acid.
(2) With the ascorbic acid destrojed with the juice of Cucurbita pepo.

Fig. 2. Amount of hydroxylamine determined from 8 vy of (NH,0H)—N after standing
at various pps with 2 mg of vitamin C for 15 mminutes ; expressed as the percentage of the amount
added. :

Fig. 3. Amount of hydroxylamine from 8 7y of (NH,OH)—N after standing at various pHs
with 1 mg of each of different plant juices for 15 minutes: expressed as the percentage of the
amount added. 1. Root of Raphanus sativus. 2. Fruit of Cucurbita pepo. 3. Root of Phaseolus
vulgaris. 4. Leaf of Raphanus sativus. 5. Root of Petroselinum sativam. 6. Leaf of Phaseolus
vulgaris. :

®" Fig. 4, Amounts,as functions of the phenol contents,which disappeared from 8 v of (NH,OH)—
N added to 1 mg of each of different, plant substances (extinction values with the p-nitro aniline
reaction figure in place of the phenol contemts).

Fig. 5. A variant of the experiment presented in Fig. 4 ; nitrite takes the place of NH,0H,
and no iodine is used in Blom’s modified method of determination.

Fig. 6. Extinction values of (NH,OH) —N, added in varying amounts to 1 g of each of
different plant substances prior to trituration at py — 0, as determined with Blom’s modified
method. (1) Plant-free pure solution. (2) Root of Raphanus sativas. (3) Pod of Capsicum annuum.
(4) Leaf of Raphanus sativus. (5) Leaf of Pelargonium zonale. (6) Root of Pelargonium zonaleea.

Fig. 7. Amount of hydroxylamine, diazotized for different periods of time, as determined
with Blom’s modified method from (1) acetoxime and (2) NH,OH each containing 8 v of N.

Fig. 8. Effect of sulphuric acid concentration on the determination of NH,OH from the
destillate (1 ml of acetone + 8 v of (NH,OH)—N + H,S0, in different concentration, heated
in a Petri dish for 20 minutes at 70 °C, thereafter cooled, neutralised, and subjected to the modi-
fied method of Blom). :

Fig. 9. 'The same experiment as in Fig. 8, but heated at 70° C for different periods of time.

Fig. 10. The same experiment as in Fig 8, but heated for 20 minutes at different tem-
peratures.

Fig. 11. Effect of amount of iodine upon the determination of hydroxylamine in distiilate
containing acetone in traces.

Fig. 12. Effect of duration of diazotization upon the determination of hydroxylamine in
distillate containing acetone in traces.

Fig. 13. Curve 3/c and the standard curve for NH,OH obtained with Blom’s modified
method.



