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A fulvésavak mindségi €s mennyiségi
meghatdrozisa a molibdénk ék reakceidé alapjin

BERES TIBOR és KIRALY ILONA

Buduapesti Orvostudominyi Egytem Gydgyszerismereti Intézete, Budapesi

A tézeg-fulvésav frakeié terdpids hatasanak felismerése az emésztdszervek
meghetegedéseinél [3], tovabbd az eddigi mez8gazdasagi jellegii kisérletek ered-
ményei szitkségessé tették, hogy a huminsavak elGfokon (,,Vorstufe”) 4ll6 anyagai-
val behatébban foglalkozzunk.

A teradpias hatds vizsgéalataval kapesolatban a bioldgiai mddszerek mellett
a fulvésav jellegli vegyiiletek kimutatasara olyan kémiai reakciét kellett keres-
niink, amely alkalmas a vegyiiletesoport mindségi és mennyiségi kimutatéasara,

Ezért vizsgaltuk az tn. molibdénkék szinreakeiét.

Azt tapasztaltuk, hogy nemcsak a foszforsav (arzénsav, kovasav) képes
amméniummolibdenattal savanyti kézegben oly komplex vegyiiletek képzésére,
melyeket a legkiilonbszdbb redukéalészerek, mint én(II)klorid [7, 8, 38], 1-2-4-
aminonaftolszulfonsav [13, 27], hidrokinon [2], hidrazin [35, 12], fenilhidrazin
[37], natriumhidrogénszulfit [10], natriumtioszulfat [28], aszkorbinsav [1, 11]
molibdénkékké redukéalnak, hanem egyes, a huminsavak csoportjaba tartozé szerves
vegyiiletek is képesek megfelel§ redukalészerekkel a VI értéki molibdént V érté-
kitvé redukalni.

Masrészt tgy taldltuk, hogy ezek a fulvésav jellegii anyagok megfelel am-
méniummolibdenat téoménység és pH érték mellett minden redukalészer hozza-
adasa nélkiil is kék szinreakciét adnak. A foszfatok ezt a reakciét nem adjik és
ilyen kisérleti koriilmények kozott a fulvésav-amméniummolibdenatos elegyhez
hozzaadva a kék szinezddést nem fokozzak.

[oy kétféle reakeiét vizsgiltunk :

I. A fulvésavakkal redukdlészer alkalmazisdval kapott molibdénkék reakei6t.
Erre a célra a kis foszfatmennyiségek meghatarozasdra szolgdls Erdey, Fleps
és Bodor altal kidolgozott aszkorbinsavas mddszert [11] haszniltuk.

II. A fulvésavaknak ammoéniummolibdenattal redukdlészer nélkiil adott kék
szinreakcigjat. Kisérleteket végeztimk a reakcié legjobb kériilményeinek meg-
allapitasara, hogy alkalmassa tegyiilk a fulvésavaknak foszfatok jelenlétében tor-
tén§ meghatarozasara.

Kisérleteink soran vizsgaltuk a reakecié optimalis kifejlédéséhez sziikséges
savnormalitist, ammaéniummolibdenat-toménységet, id6t és hdmérsékletet, Tovabbi
célunk az volt, hogy a szinreakcidkat a fulvésavak mennyiségi meghatarozaséira
felhasznaljuk. Itt elsésorban az esetleg jelenlevd foszfatok kimutatasira és meg-
hatarozasara voltunk kiilonos figyelemmel.

Miutan a kisérleteink targyat elsésorban képezd t8zeg-fulvésav frakeié kiilon-
bozé foszfatokat, illetve foszfatnyomokat tartalmazhat, sziikséges volt biztosan
foszfatmentes fulvosavakkal is elvégezni a kisérleteket. Erre a célra olyan modell-
kisérletet kerestiink szintetikus fulvésavak el6allitasdra, mely az emésztérendszer-
ben élettani koriilmények koézott is végbemehet,
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Maillard [29] még 1912-ben leirmtg az egyszerd cukrok és az amino-
savak szabad aminocsoportjai kbzétt végh emend huminsav-képzédési, un. mela-
noidin reakeiét. Az Gjabb irodalomban ezzes] a kérdéssel Lea és Hannan [26],
tovibbda Gottschalk és Partrid g = [15], valamint masok is foglalkoztak,

Glukézhél és glikokollbdl nyert szinwtetikus fulvasav jellegti készitményiin-
ket a fenti irodalmi adatok alapjén bizon~0s médositissal allitottuk el§. Ezt a
készitményt hasznaltuk fel a t(')'zeg-fulv()sav:ﬁ-akciévaL a foszfattal és az aszkorbin-
savval felvett grafikonok #sszehasonlitisdma, ] y

Az altalunk alkalmazott kisérleti kéralmények kozott az tapasztaliuk, hogy
az aszkorbinsav maga is ad megfeleld mennyuségli amméniummolibdenattal savanyd
kbzeghen intenziv molibdénkék reakciét. E= a reakeis bizonyos koncentricié hata-
rok kézott az aszkorbinsav mennyiségi me ghatérozasara is megfelelének latszik.
- Az irodalomban foszformolibdénsavval [G 1 és szilikomolibdénsavval ismeretes
aszkorbinsav meghatdrozis a molibdénkék szinreakeid alapjan. =

Biér cljardsunk kidolgozdsanal az emberi és allati szervezetre kifejtett hatasok
vezettek, azonban ezeknek a munkéknak alapjat azok a mezbgazdasigi szem-
ponthdl jelentds névényélettani hatasok képezik, melyeket a huminsavak,
illetve a fulvésavak a névények fejlédésére kifejtenek. Nikle wski és munka-
tarsa [30] kimutattdk, hogy a huminsavalke nagy higitashan kiilonésen a gytkér-
fejlédésre hatnak serkentéleg. Tovibbi kutatasok felderitették, hogy a névények
huminsavas sék hatdsara tébb nitrogént, kaliumot és foszfort vesznek fel [5, 33].
Niklewski a sejt permeabilitisinak a sékkal szemben valé megvaltozdsat tételezi
fel a huminsavak hatasanak okaul, Kut h y és Pecznik [23] permeabilitas-
fokozdst nem tapasztaltak, a gyskérfejlédés serkentését hormonhatassal magya-
razzdk, Hriszteva szerint [17, 16] viszont a huminsavak iondiszperz alla-
potban a névényi szervezetbe juiva a novény anyageseréjére fejtenek ki kozvetlen
hatést [9]. A névényben az enzimrendszerre, kiilsnosen a Iégzési enzimekre kifej-
tett aktivald hatdst tbb szerzé is bizonyitja [4, 17, 23, 26]. Abbél a ténybél, hogy
az élettani kisérletekben a huminsavak killsnbézé eredetiick voltak, és mégis vala-
mennyi ugyanazt a hatdst mutatta, Kononova azt kisvetkezteti, hogy a huminsavak
polifenolvaziban kell az élettani hatast keresni. A hidrokinon, guajakol, tannin
szintén a natrium-humathoz hasonlé, de soklkal gyengébb hatast mutatnak, Ugyan-
erre az eredményre jut Otto [31] kiilsnboz6 szintetikus kinonoknak a gyokér-
fejlédésre megfigyelt pozitiv hatasanal is. A mikrooroganizmusok huminsav-
termel§ folyamatainak a talajképzidésnél van nagy jelent8sége. Ujabban tébb,
féként német szerzé foglalkozott ezzel a kérdéssel [14, 24, 25, 32, 34, 36].

Kraszilnyikov [19, 20, 21, 22] a humuszanyagok kedvezs hatasit a
magasabbrendti névények novekedésére a mikroorganizmusok élettevékenységi
termékeinek hatasaval magyarizza.

Dragunov 1949-ben megjelent kizleménye szerint a huminanyagok kiilonbozé
molsilyd heteropolikondenzaiumok, és ennek kovetkeztében oldhatésaguk szerint
tobb frakeiéra kiilonithetsk., Ennek megfeleléen a fulvésavakat vizben oldéds
huminsavaknak tekinti. Szerinte a csernozjom-huminsav polifenol vazan sok a
kinoid elhelyezésii kett&skotés, a tézeghuminsav molekulaban pedig az oxiflavo-
nokhoz hasonlé gyiirli, és ortokinon-csoportok talalhatok.

Réviden gsszefoglaltuk azokat a munkakat, melyek mezégazdasagi szempont-
b6l fontossa teszik a kérdést. Megemlitjilk még az élelmiszerek barnulasat okozé
huminsavak és reduktonok képzédési folyamatainak felderitésére irdnyuls kutaté-
sokat is, mert dgy véljitk, mind ezekhez, mind a fent felsoroltakhoz hathatés segit-
séget, megfelels és hasznalhatd 4j médszert nydjtunk, '
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Kisérleti rész

A szinreakeié és a mennyiségi meghatarozis optimalis kiriilményeinek meg-
allapitasara végzett kisérleteink eredményét a kévetkezs pontokban rendszerezziik :

I. A pH helyes megvalasztasa.

II. Az amméniummolibdenat koncentracié helyes megvalasztasa.

III. Az id6 és hdmérséklet szerepe a szinrealecis kifejl§désében.

IV. Kiilsnboz6 toménységli fulvisav- és foszfatoldatok pH gorbéinek sssze-
hasonlitasa.

V. A szintetikus- és tézegfulvésav, a foszfat és az aszkorbinsav megfelels
koncentraciéji oldataival kapott pH girbhék dsszehasonlitasa.

VI. A szinreakeiok hasznilhatésaga mennyiségi meghatarozasokra.

A két médszer részletes targyalasa eléit meg kivanjuk jegyezni, hogy méré-
seinket dsszes kisérleteinkben Pulfrich-féle fotométerrel, S T2-es szinszlirGvel,
2,5 mm-es kiivettdkban végeztitk. A megadott extinkeiék tehat 2,5 mm-es kiivet-
tara értenddk,

A. Amméniummolibdendt-aszkorbinsavas médszer

I. 4 pH helyes megvilasztdsa.

A reakeid feltételeit ezeknél a kisérleteknél Erdey és munkatarsai [11]
altal kis foszfat-mennyiségek meghatarozasira kidolgozott médszer alapjan va-
lasztottuk. A vizsgilt anyagok :

Tézeg-fulvésav. 5 ml hisszorosra higitott, natriumhidroxid oldattal fenol-
ftalein jelenlétében kézombositett Fulvatinhoz (igy nevezziik a tézeghél eldallitott
és gyoégyszerként alkalmazott, kb. 19, szerves szarazanyagot tartalmazé vizes
fulvésav oldatot, amely még kb. 29 konyhasét és 0,16—0,22 9 sésavat tartalmaz)
0,5, 1, 1,5, 2, 3, 5, 10 ml n kénsavat adtunk, majd 1 ml 59 -0s amméniummolib-
denat- és 5 ml 0,1 n aszkorbinsav oldatot (0,88 9,-0s), majd desztillalt vizzel 25 ml-re
kiegészitettiik. Szobah8mérsékleten valé 15 perces varakozas utan mértiik az oldat
fényelnyelését. _

Szintetikus fulvésav. Elgallitasa : Porcelinmozsarba 2,25 g glikokollt (Glav-
himreaksiv 8z.5z.5z.R.) eldorzséltink 5,4 g glukézéval és 0,7 g natriumkarbonattal
(siccum), majd f8z8pohédrba téve 6 ml vizzel elegyitettiik és lefedtiik. A reakcidele-
gvet 37 fok hfmérsékleten tartottuk termosztatban 5 napon keresztiil. A reakeids-
elegy néhany éra mulva atlatszé, homogén oldatot adott, sirgulni kezdett és az
otodik napon sététbarnasviros szirup-siri anyagot kaptunk.

Az igy nyert anyag 5 : 100 aranyd vizes oldatanak 5-5 ml-ét haszniltuk a
kisérlethez, melyet az el6bbi pontban leirt médon végeztiink el.

Foszfdt. A sorozatvizsgalatokhoz 5-5 ml 4 > 10-% mélos natriumdihidro-
foszfat oldatot hasznaltunk.

Aszkorbinsav. Mivel az el6bbi mérések soran megfigyelhetd volt, hogy a foto-
metralasnil hasznalt 6sszehasonlité oldatok killonésen kisebb savnormalitasnal
szintén adnak extinkcids értéket,szitkségesnek tartottuk az adott feltételek mellett
az aszkorbinsav fotometrids vizsgélatat is. 5 ml 0,1 n aszkorbinsavhoz adtuk az
amméniummolibdenat oldatot és a kiilonbozd kénsav mennyiségeket az emlitett
médszer szerint.

Az egves oldatokat a fényelnyelés mérése el§tt szobahfmérsékleten 15 percig
allni hagytuk.
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A mérések eredményét az 1. abra tinteti fel. Léthaté, hogy a t6zeg-fu]_v6sav..
nal (,,a” gorbe) és a szintetikus fulvésavnal (,,b” giérbe) 0,08 n kénsavas oldat ad
maximdlis extinkeiés értéket, a foszfatoknalk 0,06 n (,,¢”” gérbe) az aszkorbinsavnal
0,04 n (,,d” girbe). A foszfatok pH gorbéje Rényegesen eltér a tbzeg- és szintetikus
fulvisavétdl, mert 0,2—0,4 n kénsavkoncentricis kézoit egyenletes, és igy jol
mérhetd fényabszorpciét ad.

I1. & 111. Az amméniummolibdendt-koncerztrdcic a mérési idé és hémérséklet opti-
mdlis megvdlasztdsa.

Mivel a médszert csak §sszchasonlitisra hasznaltuk fel a szintetikus- &s tézeg-
fulvésav, az aszkorbinsav és a foszfitok fényelenyelése kizott, a mar emlitett
Erdey cikkben [11] kézslt optimalis amméniummolibdenat-koncentricigt és
mérési korilményeket alkalmaztuk. Megjegvyezziik, hogy igen gyorsan és pontosan
kell dolgozni, mert a fulvésavaknal egy-két perces eltérés bizonyos pH értékeknél
jelentds kiillonbséget okozhat a szin intenzitisaban.
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A fényelnyelés valtozisa a pH fiiggvényében. Kiilonbszs szintetikus fulvésav mintdk pH
a) tizeg-fulvésav, b) szintetikus fulvésav, gorbéi. a) 5 nap milva, b} 6 nap milva, ¢) 8 nap
¢) foszfatok, d) aszkorbinsav miilva mérve

IV. A killonbizé toménységii fulvésav- és foszfatoldatok pH girbéinek: osszehason-
litdsa.

Az I, pontban egy-egy adott koncentricidval vizsgaltuk az extinkciés érték
¢s a pH osszefiiggéseit. Az igy nyert gorbékrdl feltételestiik, hogy ezek az egyes
fulvésavakra, illetve foszfatokra és aszkorbinsavra jellemzéek, tehat alkalmasak
a fulvésavak mindségi kimutatdsira. Ennek bizonyitasira kiilonbozs tomeény-
ségi oldatokkal vettiink fel pH gérbéket. (Vizsgalati médszer az I. pont szerint.)

Szintetikus fulvésavhél az dsszedntés utini otodik, hatodik és nyolcadik
napon vettiink mintat (2, abra a, b, ¢ girbe). A kapott girbék hasonlsak, azonos -
pH mellett érik el a maximumot, és 0,02 n kénsavkoncentricié alatt és 0.4 n kén-
savkoncentracional extinkciéjuk zérus.
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Kiilonb6zd koncentriciéja foszfat oldatoknal (4 5104 4 e 1047104,
4 % 10~ 3 moélosak voltak) a felvett gorbékhél megillapithat6, hogy a foszfat
oldatok fényelnyelése az dltalunk vizsgalt koncentracigban 0,06 n kénsavas oldat-
ban maximalis és 0.2—0,4 n kénsavkoncentricié esetében még jol mérhets. A 4 x
% 10—3 mélos oldat gyenge szint ad, csak 0,06 n kénsavban mérhets, a 4 x 10-2
mélos oldattal kapott szin annyira sétét, hogy mérésre alkalmatlan.,

V. A szintetikus- és tézegfulvésav, a foszfdt és aszkorbinsay megfeleld koncentrdacidjii
oldataival kapott pH girbék osszehasonlitdsa.

A t8zeg-fulvésavak és a szintetikus fulvésavak hasonld pH gorbét ered-
ményeztek : azonos pH-nil van a gérbe maximuma (0,08 n kénsavas oldatban)
és azonos pH-nal (0,2 n savkoncentréciénal) valnak alig mérhet6vé az extinckiés
értékek,

Ezzel szemben a foszfatok — 0,2-0,4 n kénsavas oldatban — fulvésavak-
hoz hasonlé maximalis extinkeié eseténisa foszfatmeghatarozas céljaira alkalmas,
jol mérhetd extinkeciés értéket adnak.

A foszfatok tehat j6l meghatarozhaték fulvésavak jelenlétében is (1. abra,
d gérbe) az Erdey és munkatarsai 4ltal megadott médszer szerint. Ezzel a mod-
szerrel 0,08 n kénsavas oldatban a fulvésavak meghatarozisa is lehetségesnek
latszik, azonban foszfitnyomok és 0,29 -nil nagyobb mennyiséghen jelenlevd
aszkorbinsav zavarhatja a pontos méréscket. A médszer igy is nagy elérehaladast
jelent, mivel eddig a fulvésavak kimutatisira eljirast nem ismertek.

VI. A médszer mennyiségi meghatirozdsra valé felhaszndldsa.

A kérdés eldontésére a mar ismert médon vizsgiltuk a meghatarozandé
anyagok kiilonb6z6 mennyiségeit. 1-10 ml semlegesitett, hiszszorosra higitott
Fulvatint, tovabba 1-10 ml semlegesitett, higitott (1 : 100) szintetikus fulvésavat
mértiink be és hataroztunk meg. A kapott grafikonok (4. abra ,,a” és ,,b”
gorbéi) azt mutatjak, hogy az extinkcié a koncentraiciéval lineirisan valtozik,
tehat a mddszer mennyiségi meghatarozisra alkalmas.

Fentiek alapjan tehat az amméniummolibdenat-aszkorbinsavas médszerrel
a kovetkezbképpen hatarozhatunk meg fulvisavakat :

25 ml-es mérélombikba 5 ml pontosan semlegesitett vizsgalandé fulvésay-
oldatot mériink, majd 2 ml n kénsavat, 1 ml 5%,-0s amméniummolibdenat-, és
5 ml 10~ n (0,88%-0s) aszkorbinsavoldatot adunk hozza, desztillalt vizzel 25
ml-re kiegészitjiik, 15 perces szobahémérsékleten valé varakozas utin mérjitk az
oldat fényelnyelését.

B. Amméniummolibdendtos médszer redukdlészer nélkiil

Amennyiben a reakcichoz redukilészert nem alkalmazunk, mas kisérleti
kériilményeket kell teremteniink, hogy a jellemz8 kék szin kifejlédjék. Egyrésat
cmelni kell az amméniummolibdenat koncentrciéjat, masrészt a szinreakeis kifej-
[6dését melegitéssel kell gyorsitani és mérésre alkalmassé tenni, Az optimalis kériil-
ményeket ugyanigy vizsgalat targyava tettilk, mint az amméniummolibdenit-
aszkorbinsavas médszer esctében.

7
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I. A pH helyes megvdlasztisa.

Szintetikus fulvésav 1:100 ardnyd -térzsoldatanak semlegesitett 5 ml-éhez

0,5, 1, 3, 6,9, 12, 15 ml n kénsavat és 6 =ml 59,-0s amméniummolibdenat-oldatot

adtunk, majd 25 ml-re kiegészitettitk, A= oldatot 15 percig 60 C° h&mérsékletii

£ vizfiird6ben tartottuk, 1 percen belil

A szobah¢mérsékletre hitsttiik és leolvas-
tuk a fényabszorpcidt.

Az aszkorbinsavoldator is azonos
médon vizsgaltuk. Kiindulasi oldatnak
10— 2 n aszkorbinsav oldat 5 ml-t hasz-
naltuk, mert a 10-1 és 10~ 2 n oldatok
olyan siotét szint adnak, hogy extink-
ciGjuk nem mérhetd.

A tézeg-fulvésav-oldat viszont ez-
zel a médszerrel csak zbldeskék, vagy
z6ld szinezGdést adott, amely melegi-
téssel inkabb halvinyodott. Kékes szi-
nezddést ilyen korilmények kozott csak
0,004-0,04 n kénsavas oldatban, szoba-
hémérsékleten valé. varakozissal sike-
riilt elérni. A fenti eljarast azért a ko-
vetkezdképpen médositottuk :

5 ml] semlegesitett Fulvatin-hoz 1,
2, 5, 10 ml 0,1 n kénsavat és 5 ml 59,-o0s

. amméniummolbidenat-oldatot adtunk,
majd 25 ml-re kiegészitettiik, A vizs-
galandé oldatot az extinkei6 mérése eltt
30 percig szobah§mérsékleten allni hagy-

7 234667 8 gmm sz tuk :
N R B :?/ molibdenct A fent kozolt kisérleti koriilmények
; kozott a foszfitok nem adnak szinreak-
3. dbra oo ey . Py .
I . il ; ciét. Ez a kiilonbség lehet6vé teszi a

Az extinkciés értékek és az ammoniummolib- . g 5 o .

denét oldat mennyiségének Osszefiiggése a szin- foszfatok és fulvésavak egymis melletti
tetikus fulvésav (a), az aszkorbinsav (b) & a  kimutatdsdt és meghatérozdsat,

téueg-fulvésav (c) esetében Méréseink grafikus dbrizolasanal

‘ azt tapasztaltuk, hogy a szintetikus ful-

vésav 0,12 n kénsavas oldatban ad maximalis extinkeciés értéket. A kénsav-koncent-

riciét emelve az értékek lassan csokkennek és még 0,6 n kénsavas oldatban is jelentds

extinkci6ét kapunk. Az aszkorbinsav extinkeiés maximuma 0,2 n kénsavas oldatban

van; a gorbe lassan emelkedik a maximum utén lassan csokkenve még a 0,5 n

kénsavas oldatban is j6l mérhetd a fényelnyelés. A t6zeg-fulvésav esetében a maxi-
malis extinkeié 0,02 n kénsavas oldatban mérhets. Savanytbb kozegben az eltéré
zildes szinezfdés miatt a girbe nem értékelhetd.
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I1I. Az amméniummolibdendt koncentrdcié helyes megvdlasztdsa.

A szintetikus fulvésav és az aszkorbinsav vizsgalatakor az elébbi pontban
leirt torzsoldatbél indultunk ki. Az oldatok 5-5 ml-éhez a szintetikus fulvésav
esetében 6, a tézeg-fulvésav esetében 5 ml n kénsavat és 0,5-10 ml-ig kiilsnbozd
mennyiségl 5%-0s amméniummolibdenat-oldatot adtunk, majd desztillalt vizzel



AGROKEMIA ES TALAJTAN Tom. 5. (1956) No. 9. 251

25 ml-re kiegészitettiik, 15 percig 60°-0s vizfiirdében melegitettiik az oldatot, majd
szobah§mérsékletre hiitve mértiik a fényabszorpcist, :

A tézeg-fulvésav vizsgilatakor 5 ml semlegesitett Fulvatin-hoz 5 ml 0,1 n
kénsavat és 3-10 ml 59,-0s amméniummolibdenit oldatot adtunk, majd 25 nil-re
kiegészitettiik. 30 perces szobahGmérsékleten valé varakozds utan mértiik a fény-
elnyelést.

Méréseinknél azt tapasztaltuk (3. abra), hogy az amméniummolibdenat-oldat
mennyiségét 5 ml-ig névelve, mindharom vizsgalt oldat extinkeigs értékei emel-
kednek. 5 ml-nél a tézeg-fulvésavnak éles maximuma van (ss¢” gorbe), az ammé-
niummolibdenét oldat mennyiségének tovabbi névelésével a girbe meredeken le-
felé tart. A szintetikus fulvésav (,,a” gorbe) és az aszkorbinsav (-»b”* girbe) esetében
az emelkedés 6-8 ml-ig tart, a két gorbe lényegében hasonls egyvmashoz.

III. Az idé és a hémérséklet szerepe a szinreakcigk kifejlodésében.

A szintetikus fulvésav szinreakeidjanak kifejlédése szobahémérsékleten na-
gyon lassi. 15-30 perc mulva alig észlelhetd, 1-3 6ra utan jol mérhetd, 20 ora
mulva majdnem teljes a kék szin. A hosszii varakozas elkeriilése végett megprébale
. tunk kiilonb6z6 idétartami melegitést alkalmazni. A vizsgilandé oldatokat
ugyanigy- allitottuk Gssze, mint az elézé pontbhan és 5ill. 7Tml 5§ 9,-08 amménium-
molibdenat-oldattal 5, 10, 15, 20 percen at melegitettik 60°-os vizfiird6ben, majd
a lehiitstt oldatok fényelnyelését mértiik. Megallapitottuk, hogy a szin kifejlsdéséhez
gyakorlatilag 15 perces melegités elegend§. A lehiitstt oldatok extinkeiéja szoba-
hémérsékleten féléra mulva sem valtozik.

Mivel feltételezhetd volt, hogy a kék szin erfsségének fokozédasa magasabb
hémérsékleten, ilyen kisérleti kérilmények kézott az amméniummeolibdenit
felesleg redukeidjara vezethetd vissza, vizsgalatokat végeztiink kiilonboz6 tomény-
ségi oldatokkal. Ebbél a ¢élbél 5 ml n kénsavhoz és 6 ml 5%,-0s amméniummolib-
denat oldathoz 1-10 ml-ig valtozé mennyiségii, semlegesitett, 1:100 aranyi
higitasi szintetikus fulvésav térzsoldatot adtunk. A desztillal vizzel 25 mli-re
kiegészitett oldatok extinkcidjat szobahdmérsékleten masfél gras varakozis utan,
szobahémérsékleten 3 éra mulva, és 60 fokon, vizfiirdében 15 perces melegités utéan
leolvastuk.

Azt tapasztaltuk, hogy az amméniummolibdenat oldat feleslege nines befo-
lyassal a keletkezett kék szin intenzitasara.

Az aszkorbinsav-oldat vizsgalatahoz 10~ n tdménységli oldat 5 ml-ét hasz-
naltuk és 5ill. 7ml 59,-0s amméniummolibdenatoldatot adtunk hozza. 5, 10, 15, 20
percen 4t 60 fokos vizfiirdében melegitve azt allapitottuk meg, hogy 15 perces me-
legités utén az extinkciés értékek emelkednek ugyan, de elhanyagolhaté mértékben,

V. A szintetikus-, a tézeg-fulvésav és a Soszfar meg felels koncentrdcisjii oldataival
kapott pH gérbék észehasonlitdsa.

A médszer jelentdségét noveli az a koriilmény, hogy segitségével a fulvé-
savak foszfitok jelenlétében is kimutathatok.

Ennek az allitdsnak igazolasara fulvésavakat vizsgaltunk a fent kozolt
optimalis feltételek mellett dgy, hogy az egyes vizsgalandé oldatok 5 ml-éhez szin-
tetikus fulvésav esetében 4 10—% mélos natriumdihidrofoszfat oldathél adtunk
0—8 ml-ig kiilsnbb26 mennyiségeket, tézeg-fulvgsay vizsgilatakor pedig 0-5
ml 4 x 10~ * mélos natriumdihidrofoszfat oldatot adtunk.

T*
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Méréseinkbsl megallapitottuk, hogy az adott kisérleti kériilmények koézott
a foszfat nem befolyasolja a fulvésav extimkeiés értékeit. A felvett gorbék kisebb-
fokd eltolédasa talan annak tulajdonithaté, hogy a dihidrofoszfat az oldat pH-jat
kismértékben megvéltoztatja. Feltiing eredmény-’ hogy a tazeg.fulvésav értékeit
a 4 x 10~ * molos foszfat-oldat sem befolyasolta, holott E rd ey médszere [11]
szerint az ilyen toménységi foszfit oldat ok tdltomények és ezért még nem hata-
rozhaték meg.

VI. A médszer mennyiségi meghatdrozdsrex valé felhaszndldsa.

A fényelnyelés és koncentracid dsszefiiggésének vizsgalatdhoz olyan oldatokat
készitettiink, amelyekben a mar targyalt optimélis kénsav és amméniummolib-
denat mennyiség jelenlétében a vizsgilamdé oldat mennyiségét 1-10 ml-ig foko-
zatosan noveltik, 25 ml 8ssztérfogathban. Szintetikus fulvésavbél a szokésos

1:100 higitasi oldatot, aszkorbinsav

£ esetében 10— % n oldatot t8zegfulvosav

a9 vizsgalatkor pedig az eredeti Fulvatint
o8 hasznaltuk a vizsgalathoz.

. 7\ Az dltalunk megallapitott legmeg-

’ felelGbb id8 és hémérsékleti feltételeket

s betartva mértilk az extinkeiot és ered-
25 ményeinket a 4. dbran kézoljik.

. A ,.¢” grafikon a szintetikus ful-
] vésav, a ,,d”’ grafikon az aszkorbinsav,
o az ,,e” grafikon a tézeg-fulvésav vizs-
92! galatakor kapott eredményeket tiinteti
2 fel. A ,,¢” és ,,d” linearisan halad, az

,»e" pedig csak kismértékben tér el a li-
nearistél. lgy a redukéldészer nélkili
amménium molibdenatos médszerrel

57 7 3 £ 5 6 7 ¢ & wml

4. dbra
Koncentricids grafikonok. Redukild szer alkal-
mazdsdval: a) t8zegfulvésav, b) szintetikus
fulvésav. Redukiloszer alkalmazdsa nélkiil:
¢) szintetikus fulvésav, d) aszkorbinsav, e)
tézeg-fulvisav

mindhirom anyag mennyiségileg is

meghatarozhaté. Az aszkorbinsav ki-

mutatis érzékenységére jellemzd, hogy
a vizsgilando oldat végtérfogatanak 1
ml-e

1-10 y aszkorbinsavat tartal-
mazott.

Osszegezve a B. pontban targyaltakat, két 1j, kvalitative és kvantitative
egyarant alkalmazhaté médszert dolgoztunk ki. A redukalészer nélkiili amménium-
molibdenatos médszert melegitéssel egybekapcesolva szintetikus fulvésavat és asz-
korbinsavat mutathatunk ki és mérhetiink. Az eljaras a kovetkezd :

25 ml-es mérflombikba bemérink a megfeleld toménységl fulvisav, ill.
aszkorbinsav torzsoldatabél 5 ml-t, tovabba 5 ml n kénsavat és 6 ml 59,-0s ammo-
niummolbidenat-oldatot. Desztilldlt vizzel 25 ml-re kiegészitve az oldatot 15 per-
cen at 60 fokos vizfiirdben melegitjiik és szobahdmérsékletre hiitve mérjiik a fény-
abszorpeiét. '

Melegités nélkiil a médszer a tézeg-fulvisavak kimutatiasara és meghataroza-
séra is alkalmas, Az eljaras a kivetkezd :

25 ml-es mérglombikba bemérjiik a vizsgilandd tézegfulvisav-oldat 5 ml-ét és
0,5 ml n kénsavat. Ezutan hozzdadjuk a vizsgilandé oldat eredeti savassagénak
semlegesitéséhez szitkséges n ligot, majd 6 ml 59 -0s amméninmmolibdenét-
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oldatot. A lombikot jelig toltjitk és szobahSmérsékleten 30 percig varunk, majd
leolvassuk az extinkciés értéket. :

Médszereink alapjan lehet6vé valt a fulvésavak kimutatisa és meghatérozasa,
melyre eddig reakcié nem volt ismeretes. A médszerek tovaibbi kutatésainkhoz,
pl. a tdzeg-fulvésav egyes frakcidinak elvilasztisahogz és eldallitasdhoz, tovabba
meghatdrozdsihoz is jelentds segitséget nytnjtanak.

Osszefoglalas

A névényélettani és gydgyaszati szempontbgl nagyjelentfségli fulvésavak
mindségi és mennyiségi meghatirozdsira eddig médszer nem volt ismeretes. Fel-
ismerve azt, hogy a fulvésavak redukalészer jelenlétében, sét megfeleld koriil-
mények kozott redukilészer nélkiil is adjak az un. molibdénkék szinreakeiét, két
fotometrids médszert dolgoztunk ki meghatarozasukra, Az ammdéniummolibdendt-
asskorbinsavas médszer akkor alkalmas kismennyiségii fulvésavak mindségi és
mennyiségi meghatdrozésara, ha foszfitok vagy nagyobb mennyiségli aszkorbin-
sav nines jelen. — A masik, redukdlészer nélkiili amméniummolibdendtos méd-
szeriinkkel viszont nagyobb mennyiségii foszfatok jelenlétében is kimutathatsk és
meghatérozhaték a fulvésavak, csak az aszkorbinsav jelenléte zavarjaitt a megha-
tarozdst. Ez a moédszer nemesak a fulvésavak, hanem az aszkorbinsav mennyi-
ségének meghatarozdsara is alkalmas.

Erkezett : 1955, Jjulius 21.
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KOJTMUYECTBEHHOE W KAUECTBEHHOE ONPEAENEHME ®YIbBOKUCIIOT
NPH TOMHIIKM PEAKLIMH C  MOJIMBAEHOBOHM CHMHBIO

T. Bepewr u V1. Kupaii
HIHCTUTYT MCrBITaHMA JieKaPCTB Bypanewrtckoroe MeguunHekoro Yuupercurera, Bynameir (BeHrpnsa)

Pesrome

1. Tlocne OTKPBITHA TEPATIHYECKOTO AeliCTEBMS dpakuuil dyisBoKucI0T Topda, CTAN0 HEol-
XOAMMBIM HAATH METO MPUT'OIHBIH IS KAYeCTBEHHOr0 M KOMMYCCTBEHHOTO ONpe/IeIeHH st hyno-
BOKMCIIOT.

2. B Xoje HAMMX OMBITOB BbISICHHIIOCh, IT0 (QYIBBOKHCIOTH HANoLoGHe tocdaros, paror
TAK HAa3plBAEMYH PearKuuio ¢ MoaubleH0BOH CHHbI.

3. YcraHoBHIIM AANIEE, YTO NPH MCNOJIb3OBAHHM KUCJIOT M MOJHOAEHATA AMMOHHS COOT-
BETCTBYIOHMX KOHHEHTPEHHﬁ, q}yﬂhBOKHCHOTH JarnT YYBCTBUTEILHYI0 CHHIOKW DEAKUMI0 0e3
100aBNEHUA BOCCTAHOBHTENS.

4. B Xoje ONBITOB YCTAHOBHNM, 4TO aCKOPOMHOBAs KHCJIOTA B OTpeen HHOI KOHLIEHTpa-~
LIMH TO-)Ke Ja€T IOA00HYI0 DPeaKLHio. : :

——— 5 Ha-ocHopaioRLITOR A APaBNIbHOT0-BEIf0papH-yCcTaHOBHIN; UTO KOHTEHTPAIHA
KHCI0TH CHIIPHO BIHSACT HA HMHTCHCHBHOCTE OKPAacKH (pHCYyHKM 1, 2),

DyAbBOKUCIOTA TOPhA M CHHTETHYECKAST ¢yJbBOKHCIOTA, IPH METOfe ¢ MOTHOIEHATOM
aMMOHHS ¥ acKOPOMHOBOH KMCJI0TOi, MAKCHMANBHbIE SKCTHHKIMOHHEIE BEIHYMHB JAKT B 0,08 1
PACTBOPE CEPHOH KHCIOTEHL a B pacTBopax HHme 0,02 H 1 Bhuue 0,4 4 IKCTUHKIMOAHAS BEIHYMHA
paesa O xpueas pH mexxay 0,04—0,12 ouenb KPyTa, NO3TOMY HPH KOJMYECTBEHHOM OLpPeIeCHIH
u3yyaemble PACTBPLl MPEIBAPUTENbHO HEOOXOAEIMO THTPORATL M HeHTpammaoBaThb. [lo aTomy
metofy Gocdatst (4 10— M pacTeopaauTuapodo chara HaTpus) Aam MaKCHMAJIBHY 0 OKCTHHKUH O
B 0,06 1 pacTBope ceproit kKnucnoTe, a 10— 1 pacTBop ackopOuHoBO# KicnoTel —B 0,04 H pacTRope
cepHOlt KUCIIOTHI.

HKpuseie dynbBokucnor Topda, cHHTETHYECKHX (yabBOKHCIOT, Gocdartor n pH acKopou-
HOBOH KHMCIOTbl XapakTepHbl JJIA OTACJNBHBIX COEOHHEHUH.

B npmcyrcroHi ciaefos (ochara ¥ 3HAUMTENEHBIX KOJNMYECTB ACKOPOUHOBOH KHCJIOTHI
STOT METOM JUIsT ONpeeneHusi GynbBOKMCIIOT IPUMEHATE Heabast. Ho gocdars: moskio onpenenuts
1 B IpucyTcTsiH (yJNBBOKHCIOT M acKOPOMHOBOM KHCIOTH 1o MeTofy Jprem, dnenc u Boaop
(B pactBope 0,4 # cepuolf KucaoTHI).

[pu Meroie ¢ MonnbaeHaToM aMMonus (De3 100aBneHnsT BOCCTAHOBHTENA NP HAIDEBAHHE
Ha 60°C B Teuenuu 15 MUHYT) cUHTeTHUECKAs By IBBOKMCIOTA Jaér sKcTuHImio & 0,12 B pacTBope
CEePHOH KHCNOTHI 11 CPABHHTENBHO ME/TIEHHO CHUYKaercs, Tax emé B 0,6 H cepHoN KACIOTH NMoKa-
3pIBAST 3HAUTENBHYH) BEJIMYNHY 3KCTIHKLMH.

Pacrsop 10— 1 ackopOuHOBOi KNCIOTH JIAET MeHee KpyTyio Kpusywo pH, xotopas B 0,2 n
pacTBOPE CEPHOH KUCJIOTLI MOKA3LIBACT MAKCHMAJIBHYI0 BENMUMHY SKCTHHKIEM,

PyaLBOKHCIOTA TOP(A B TAKMX ONBITAX HE 48T XapaKTepHYI Peaxuuio ¢ MoauGaeHoBoil
cuibio. OKpacKa MMEeT 3CJCHOBATHIH OTTEHOK M IPH HATPEBAHHM WHTEHCHBHOCTH OKDACKH CHH-
skaercA. TloaTomy B ciiyuae onpefeneHnst (yTbBOKMCHOT Topda, BMECTO HATPEBAHMA PACTBOP
BrifiepuBaetcst 30 MUHYT Py KOMHATHOH TEMIIEDATYPE H IOCIIE 3TOC0 ONPELENseTCsl CBETONONI0-
uenne pacteopa. [lpm Taxkux ycnosusx QynbBoKHenoTa Topda AaéT 0UEHB KPYTO NOAHHMA-
1Ly 0cs KpHBYI0 pH 1 NoKasbiBacT MAKCHMaJIbHYO BenuuuHy aKcTHKWm B 0,02 H pactBope cepHoii
KHCJOTBL
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6. B onbitax MeToioM MonuOOeHATA AMMOHHS — ACKOPOHHOBOW KHCHIOTBL HE OBITO H3-
Y4eHO GJIaronpHATHOE KOMMYECTBO MOMHOICHATA AMMOHHS, P OJIEL BpemMeHu u TemnepaTypbi apaboia
BEnach B OIITHMAJJIbHBIX YCI0BHSX, ONpPEdeNneHHbIX 3]}1‘91’[ ¥ ero COTPYAHUKAMMU. J:[J'Jﬂ H[;JIY‘-IBHI/IH
MAKCHMAILHBIX BEJIHYKMH 3KCTHHKIHK TIpyd MeTome MOHHG}IeHaTa aMMOHHS 0e3 BOCCTAHOBHTETS
HeodXoa Mo HarpeBaHue, NIPH OMPEJEIEHIH CHHTETHUCCKUX cpy,nbgo}(u(mg'r u aCKopﬁl/IHOBOI‘«'I KHC-
IOTHL B CJIYHAE €c/M B 25 MM OKOHYATENLHOT0 00BEMA CONCP>KuTCs 6 8 M 5% pacTeopa Momuo-
JAeHaTa aMMOHIS TPOM3BOAAT HATPEBAHKE HA BOJSIHOIM Oane Tipu 60°C B Teuenue 15 MHHYT. DyNb-
BOKMcO0Ta TOpda ¢ 5 M pacTBopa MoNMOAEHATA AMMOHHS na T MAKCUMATBHY 0 3KCTUHKIIHIO TIPH
KOMHATHOl TE€MIIEPATYPE TIPH BBIIEPYCHBAHMH B TeueHue 30 MHHYT (CM. PHCYHOK 3.).

1. Pasp’aﬁoranial ABa METOAA JUTA ompejeneHnsi Qynbroxucior, Meron MOIHOEHATA aMMO-
HUS — ACKOPOMHOBOM KHCTOTHl NPHIOACH ONST ONpPEfe/eHH 51 (GyIBBOKHCIIOT, HO B HPHCYTCTBHY
DoabLUAX KOIM4YeCTB (ochatoB u acKoPOMHOBOH KHCIOTHL 3TqT METOJ NIPUMEHSITh HEeJb3s.

BTopoit HAIl METOX, 3TO METOA MOJMOAECHATA AMMOHMST HE3 BOCCTAHORHTENS. Hust onpene-
JIEHHSA PYNbBOKHMCIOT OH NPHTOACH H B MPUCYTCTBHH GOMBLION0 KOJIMYECTEA toctaro, HO HEGOTB-
H10¢ KOJWUYECTBO acxopﬁnnoeoﬁ KHCJIOTBL yIKE MELIAET ONPeIeneHnin. SToT MeTOJ IIPUTOAEH JUIs
KOMWYECTBCHHOI'O OIPEAENEHUS HE TOJIbKO quJ'IbBOKI«ICHOT, HO M aCKOPOMHOBOH KMCJIOTHI, l'lony-
YEHHBIH rpadnuc [IOKA3BIBACT, YTO METOJ MOXKHO NPUMEHSITEH Jaxke eciad B 1 M OKOHYATENBHOI'O
00béma pacreopa cofepyxutcea 1—10 ¢ aAcKopOHHOBOH KuCNOTH (pucyHor 4.).

Puc. 7. Vamenenne cBeTONOrNOMENHNS B 3aBHCHMOCTI OT pH. a) dyaesoxucaora Topda.
¢) CumTeTnueckasi QynbBokucnoTa. ¢) Pocoars d) ACKOPOuUHORAs KUCIOTA,

Puc. 2. Kpuprie pH 00pasioB pasnuunblX CHHTETHYE CKUX dyneBoiaicnor. a) SF 11, yepes
5 mueit. b) SF 11l uepes 6 aueit. ¢) SF VI, uepes 8 ameit. ;

Puc. 3. B3auMocBA3b BENMUMH SKCTHHIMH M KOJMYECTRA pPacTBopa monubaeHaTa aMMOHHST
B cg)yq?e) CHHTETUYECKOH (Y /IbBOKHCIOTH (&), acKOPOHHOBOR KHCIOTEL (b) 1 ¢ynbBOKHCROTHL
Topda (c).

Puc. 4. I'padguxn KonueHTpauuu. [IpH HCNONb30BAHMK BOCCTAHOBUTENA : «a» (y/ibBO-
KuC10Ta TOpda, «hy CHHTETHYECKAS (y/IbBOKMCIOTA. TIPH MeTONE €3 MCHOME30BAHMS BOCCTAHO-
BHTENS : TPaQUK KOHLEHTPALMH «C» CHHTETHYECKOI QYNbBORUCTOTH «dy ACKOPOMHOBOM KHCOTHL
Ker (yIBBOKMCTIOTH TOpda. &

Qualitative and Quantitative Determination of Fulvie Acids by Means of the Molyhdic-
blue Reaction

T. BERES and I. KIR ALY
Institute of Pharmacognosy, Medical Uuivorsity of Budapest (Hungary)
Summary

L. Their therapeutic actjon recognised, peat fulvic acids call for suitable methods of quali-
tative and quantitative determination.

2. It has been found that fulvic acids give the same molybdic-blue reaction as phosphates.

3. Even in the absence of a reductant, thcy vield a blue cu]_our, provided acid and ammo-
nium molybdate are applied in adequate concentrations.

4. At certain sulfuric-acid concentrations, ascorbic acid Tikewise sives these reactions.

5. Experiments to establich the right py revealed the sulfuric-acid concentration in the
solution to exert a marked influence on colour intensity (Figs. 1 and 2).

On applying the ammonium molybdate-ascorbic acid method peat fulvic acid and synthetie
fulvic acid give the highest extinction values in 0,08 N sulfuric-acid solution. With the concentration
of sulfuric acid less than 0,02 N or more than 0,4 N, the extinction values are zero. The PH curve
between 0,04 and 0,12 N concentrations being very steep, the solutions to be tested must first be
titrated and neutralized.

With the same method, phosphates (4 10—%*mole of sodium dihydrophosphate solution)
give an extinction maximum in a 0,06 N sulfuric-acid solution, and ascorbic acid (10—1 N solution)
in a 0,04 N sulfuric-acid solution. )

Peat and synthetic fulvic acids, ascorbic acid, and phosphates, being characterized by their
Tespective pH curves, the method permits of determining the fulvic acids, but should not be applied
in the presence of phosphates in traces, or ascorbic acid in substantial amounts. Phosphates, on the
other hand, can be readily determined in the presence of fulvic acids and ascorbic acid, using the
method of Erdey, Fleps, and Bodor.
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On applying the armnoni;lm molyhd‘ate mexthod, without the addition of a reducing agent
yet heating the compound at 60 °C for 15 minutes, synthetic fulvic acid gives the highest extinction

value in a 0,12 N sulfuric-acid solution ; the pHL curve then descends relatively slowly, and the
extinction value is still measurable in a 0,6 N sulfuric-acid solution.

The pp curve of the 10—3 N ascorbic acid is [ess steep and
in a 0,2 N sulfuric-acid solution. i

Peat fulvic acid, under these experimental co nditions, fails to give the characteristic molybdie-
blue reaction; instead, the discolouration is is of a greenish blue, and its intensity diminishes on
hcating. On this account, the extinction of peat fulvie acid was measured without heating the solu-
tion, merely allowing it to stand for 30 minutes at room temperature. The resulting pH curve ascends
very steeply, and indicated the highest extinction wvalue in a 0,02 N sulfuric acid solution.

6. The optimum amount of ammonium molyhdate to be used in our experiments with the
ammonium molybdate-ascorbic acid method, and the roles played by time and temperature were
not studied by us; instead, the experimental conditions deseribed by Erdey and collaborators
as the most favourable ones were accepted in makeing comparisons with the phosphates. Using the
ammonium molybdate method (in the absence of a reducing agent but heating the solution) for
the determination of synthetic fulvic acid and ascoxhic acid, a sample of 25 ml is required to contain
6 to 8 ml of 59%,-ammonium-molybdate solution znd to be heated for 15 minutes over the water
bath at 60°C, in order to yield the maximum extinction value. Peat fulvic acid gives this value
on the addition of 5 ml of ammonium molybdate solution after it had been allowed to stand for
30 mioutes at room temperature,

7. Ultimately, two methods have been elaborated for the determination of fulvie acids.
Omne is the ammonium molyhdate-ascorbic acid rnethod which is suitable for the estimation of
fulvic acids provided no phosphates or substantial amounts of ascorbic acid are present in the
solution. The other is the ammonium molybdate method, without employing a reducing agent,
which can be applied in the determination of fulvic acids irrespective of phosphates, but in which
ever lesser amounts of ascorbic acid interfere with the determination. This method lends itself not
only to an estimation of fulvic acids, but also to a quantitative determination of ascorbic acid.
The curves obtained show that with our method 1 to 10 ¢ of ascorbic acid can be determined in
a sample of 1 ml.
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Captions

Fig. 1. Changes in extinction in dependerice on pH; a) peat fulvic acid ; b) synthetic
fulvic acid ; ¢) phosphates ; d) ascorbic acid. '

Fig. 2. pH curves obtained for different synthetic fulvic acid samples when, a ) measured
after 5, b) after 6, and ¢) after 8 days.

Fig. 3. Interrelation of extinction values and amount of ammonjum molybdate solution
in, a) synthetic fulvic acid, b) ascorbic acid, and ¢) peat fulvic acid.

Fig. 4. Diagram of concentrations. In the presence of a reductant, a) peat fulvic acid, b)
synthetic fulvic acid ; in the absence of a reductant, ¢) synthetic fulvic acid, d) ascorbic acid,
¢} peat fulvic acid.





