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Adatok a fulvosavak redukcios reakeidéihoz
és kromatografias vizsgalatahoz

BERES TIBOR és KIRALY ILONA

Orvostudomdnyi Egyetem Gyodgyszerismereld Intézete, Budapest

A fulvosavak kémiai és bioldgial kutatdsa folyamsn elsésorban olyirdnyd kémiai
vizsgdlatokkal foglalkozunk, melyek kizelebb vezetnek élettani hatdsuk felderitéséhes is.

Az ircdalomban a bioldgiai természetii kutatisok kézil mezdgazdasigl és névény-
élettani vonatkozdsban jelent meg t8bb kézlemény, melyek szerint a huminsavaknak
és fulvosavaknak killonosen a gyokérképzddésre kifejtett serkent hatdsa felting
(Niklewsky é munkatirsai [23]). Kuthy é Pecznik [19] szerint a
huminsavak névényeknél hormonjellegti hatdst fejtenek ki. A névényi anyageserére
és elssorban a légzdsi enzimek aktivildsira kifejtett hatdsdnak felismerése a legutobbi
évek eredménye (Hrisztéva [17, 18], Biber és Magazinov [6]). Ezek a
névényi szervezetre kifejtett bioldgiai hatdsok is indokoltdk, hogy az dllati szervezetre
gyakorolt hatdsokkal is foglalkozzunk, anndl is inkdbb, mivel ilyen szemponthdl
még nem vizsgiltdk e kérdést. A mez6gazdasigi irodalomban féleg az istallGtrigya
humusz-anyagaival foglalkoztak és tobben rimutattak arra, hogy ezek az anyagok
nyilvinvaléan az dllatok béltraktusdbil szdrmaznak [29].

Egy mésik munkdinkban beszdmoltunk arrdl (2], hogy az emberi fécesz sziraz-
anyaginak mintegy 15—20%.-a tin. fécesz-huminsav. A fécesz-huminsavak olédllitdsa
és izoldldsa hizonyitja, hogy az emésztés folyamdn a béltraktushan valéban keletkeznek
huminsavak. Az emberi és dllati béltraktusban lezajlé huminsav képzédési folyamatot
nem ismerjik és csak in vitro modellkisérletben valésziniisithetjiik annak egyes f4zisait.
A fehérje és szénhidrat lebontisi termékek : az aminosavak és egyszerfi cukrok egymdsra
hatdsabol tagabb értelemben a huminsavak csoportjiba tartozd vegyiiletek keletkez-
nek [14, 20, 21]. PL gliikoll és glakéz gyengén ligos elegyében 37 fokon mér 24 dra alatt
fulvosav jellegli redukdl6 anyagok mutathaték ki. Ezek vizben még oldhaték és igy
felszivodisuk — ennek kovetkeztében élettani hatdsuk — kénnyebben lehetséges.
Ennek alapjén meril fel a huminsavak elSanyagainak, a fulvosavaknak terdpids fel-
haszndlési lehet6sige egyes emésztészervi meghetegedések gydgyitdsiban. Bzt a fel-
tevést igazoltdk azok az eredmények, amelyeket a t8zeghél el6dllitott fulvosavval
terdpids kisérletekben, emészt6szervi megbetegedésekndl részben egyikiink sajit
beteganyagdn, részben pedig klinikikkal és kérhdzakkal egyiittmiikddve, az ottani
beteganyagon tapasztaltunk.

A kémiai irodalomban a fulvosavak alatt o huminsavaknak vizben, alkoholban
sirga szinnel oldédo. hig dsvényi savval le nem csaphaté csoportjit értjiik, melyet s
német irodalom egyrésze ,.Huminsiure Vorstufe” névvel jelil. Molekulagtlyuk a
régebbi irodalmi adatok szerint 800 kériill van, de feltételezik sokkal kisebb molokula-
stlyt fulvosavak létezését is. A fulvosavakat elszor Berzelius [5] sllitotta el
a Porla-forrds vizében sirga szinll szerves savakat taldlt; rézsGjuknak ecetsavban
oldédé részét krénsavnak, a csapadékban maradé részt apokrénsavnak neveste el
(Gordgil krén = forrds).
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A kémiai irodalomban a huminsavak ¢s fulvosavak cevmadshoz vald viszonyat
illetden hdaromfdle felfogds ismerctes :

I a fulvosavak a huminsavak oxiddcids terméked,

2. a fulvosavak a huminsavak alapvegyiiletei,

3. a fulvesavak vizben oldddd huminsaval.

A hazai szerzék kozill Sarkadi [24] bizonyitotta be a fulvosavaknak lhumin-
savakbol oxiddcid dtjani keletkezndsét, -

A fulvosavak ¢és hasonld jellegli vegyiiletek a természetben eléfordulnak a talaj-
han. a tézeghen, azonkivil egyes élelmiszerckhen, pl. sor, melasz, malita, kakao,
kave sthy 11,0 100 13, 16, 22, 387,

Kémiai szerkezetitkre vonatkozélag Dragunov szerint [8] a csernozjom-
huminsavak polifenol-vizin sok kinoid clhelyerkedésti kettéskstés van. A tdzeg-
huminsav molekuliban pedig az oxiflavonokhoz hasonld gviriik és ortokinen csoportok
talilhatok,
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A csernozjom-luminsavalk Téplts Dragunce szoring

A fulvosavakban aktiiv kémiai esoportként karboxil, fenolos hidroxil és karbonil
esoportok szerepelnek.

Munkdnk ecclja az, hogy az egyes fulvosavak alapvetd és jellemz6 kémiai s
hiologiai tulajdonsdgait meghatdrozzuk. Ezért elsésorban olyan reakcidkat kerestiink,
melyek az egyes fulvosavakra jellemzk és igy minéségi és mennyiségi meghatdrozis
céljaira is felhaszndlhatdlk,

Eléz6 munkinkban [4] a molibdénkék szinreakeiot vettik ilyen szemponthol
vizsgilat ald ¢és dolgozatunkban két reakeit és meghatdrozdsi médszert kozolbinls :

1. A fulvosavak a foszfdtokhoz [7] hasonléan ammdniummolihdendttal savas
kézegben olyan komplex vegyiileteket képeznek, melyek kiilonbozd redukdlészerelklkel
molibdénkékké redukdlhaték. Az ezen a reakeién alapulé foszfét meghatdrozasokat [11]
a fulvosav jelenléte csak akkor nem zavarja, ha a kozeg erésebben savas (0,4 n kén-
savas oldat). Ez a mddszer alkalmas ugyan a fulvosavak mennyiségi meghatdrozdsara
a kidolgozott kisérleti feltételek kozdtt, azonban sem minimdlis foszfat, sem nagyohh
mennyiségll aszkorbinsav jelenlétéhen nem hasznilhatd.
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2. Mdsik médszeriink alapja az, hogy a fulvosavak nagyobb ammdniummolih-
dendt- Os sav-koncentricid alkalmazdsival redukdlészer hozzaaddsa nélkil is adnalk
szinreakeiot, Ez a mddszerink a kidolgozott feltételel kézott alkalmas a fulvosavak
meghatdrozdsira nagyobb mennyiségli foszfit jelenlétében is, viszont kismennyiség (i
aszkorhinsav jelenléte zavarja o meghatdrozdst.

LEbbél a ténvhdl kiindulva vizsgiltuk a fulvosavak redukild tulajdonsdgait az
irodalomban az aszkorbinsay meghatirozisdra ismeretes reakeidk s médszerek segit-
siodvel.

Ezek a vizsgdlatok azért is sziikségesnek Litszottal, mivel ismeretes, hogy az
clelmiszerekben, kiléndsen azok barnuldsi folyamatai sordn fulvosav Jjellegti, vagy
Jegaldbb is a fulvesavakhos kizeldlld anyagok (redukionok) keletkeznek. s a7 elvégzett
C-vitamin meghatdrozdsok az irodalmi adatok szerint sem adnak redlis értéket [30, 31.
35, 96, 37).

Kutatdsaink tovidbhi sordn vizsgilat targvivd tettilk kromatogrifidsan olvi-
Insziott egyes fulvosav-frakeidknak a fenti reakeidk segitségével vald jellemzésénels
Iehetdségét is.

Az egyes fulvosavak kromatogrifids szétvalasstdsdra az irodalomban t&hb
mdadszer ismeretes. Forsg yth [12] aktiv szenet alkalmaz a talajfulvosavak adszor-
bedldsdra ¢s kilonbdz6 olddszerekkel eludlja az egyes frakeidkat ; ezenkiviil t6bb szerzd,
igv Dragunov, Schliehting, Han, Drozdova [8, 9, 15, 25] is foglal-
kozott czzel a kérdéssel. Kisérleteink sordn U] és egyszeriibb médszert igyekestiink
xidolgozni a fulvosavak kromatogrifids szétvilasztasira,

Kisérleti rész

I. A tozegfulvosavak és az aszhorbinsay molibdénkékes, o-o’-dipiridiles bromatometrids
< dilldrfenolindofenclos realkeidinal deszehasonlitisa

Kisérleteink elsé részében az cléz6 I«:ézleményiinkben[ti] ismertetett fotometrids,
molibdénkékes aszkorbinsav meghatdrozisi moédszer eredményeit, hasonlitottuk &ssze
Schulek ¢és munkatdrsai [26, 28]
dltal kidolgozott ¢-¢’-dipiridiles méd- 1. tdbldzay
szet eredményeivel. Ez utéhbi eljards  o-p aszkorbinsay oldatlal végzett meghatirozdsok
sordn a szerzék dltal megadott 40-250y  -———— -

26z0tt aszkorbinsav mennyiség meg- ost | Shmitath | oAt ssskorhinuay ()
hatdrozdsdihoz eldirt kérilmények ké- ml aszkorbinsav | molibdenditos | dipiridiles
zott 30 mm-es kiivettdt, nagyobb : v B
mennyiségek  vizssgdlatakor pedig 20 - - — I R
mme-es kitvettit haszndltunk. 0,5 44 42 46
Az dlalunk kidolgozott molib- Lo 88 86 91
dénkékes meghatarozdst  kisérleteink é’ i‘;é {?g 11227)
sordn a kovetkezdképpen végeztiik : 2,5 | 220 914 ‘ I1%
25 ml-es mérélombikba 5.1074 n, 2o 264 258 .332
illetve 1073 naszkorbinsav oldat 1—10 ;’ ggg 3;(;(1) I 3‘2:}
ml-ét, tovdbbd 5 ml n kénsavat és 6 5 440 141 118
ml 5%;-0s ammdniummolibdenit olda- G 528 539 498
tot mértiink be. Desztillilt vizzel 25 7 616 539 ’ A78
ml-re kiegészitve 13 pereen 4t 60 fokos :; ;gg Zgg 34
vizfiirdében melegitettiilk, ezutdn fo- 10 880 947 | _
Iv6vizzel azonmal szobahdmérsékletre , ;
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hitottik. Az oldat extinkcids értékeit Pulfrich-féle fotométerrel S T2-es szinsziirdl
és 2.5, ill. 5 mm-es kiivettdt alkalmazva olvastuk le.

Az eredményeket az 1. tdbldzatban foglaltuk 6ssze, melybdl megdllapithatd,
hogy az a.-o’-dipiridiles médszerrel 350 y-ndl nagyobb aszkorbinsav mennyiség esetében
az eredmények a szdmitottndl valamivel magasabbak. Médszeriink 50—500 v kozotti
aszkorbinsav mennyiség meghatdrozdsira alkalmas a megadott kisérleti koralmények
kozott. Tekintve, hogy a mérést 2,5, ill. 5 mm-es kiivettaban vigeztilk, amihez 1—2
ml vizsgélandd oldat elégséges, a végtérfogat szikség esetén tizedére csokkenthetd
a vegyszerek mennyiségének ardnyos alkalmazdsival. A meghatirozas tehit 5 v aszkor-
binsavval is elvégezhetd.

Tovabbi kisérleteinkben a tézegfulvosavval végestiik el az aszkorbinsav néhdnv
ismert meghatdrozdsi mddszerst.

1. a) Az a-o’-dipiridiles meg-

19/4,-es tézeglulvosayv oldat molibdénkékes és hatdrozdst az V. Magyar Gy6gyszer-
dipiridiles moédszerrel meghatirozott redukild creje kényv (I kotet, 135. 0.) eldirdsa sze-
s - rint végeztilk.

2. tabldzat

i MO]ngéldés;t{rskeg g @ | Dibidies | Sy b) Az dltalunk kidolgozott molsl-
ml | SSEKOIBWSY [ mejmi . aszkorbinsav | maml  géngekes fotometrids meghatirozdst oz
»-ban | ing/ml | ' alibbiak szerint végeztik :

: | 23 | 0,230 ‘ 57 ' 25 ml-es mérélombikba bemér-
| | - | tik a vizsgdlt t8zegfulvosav-oldat

3 bY | vz s 1—10 ml-ét majd 0,5 ml n kénsavat
" 115 | 0’230\ i wr | adtunk hozzd, jol dsszerdztuk, ezutén
| ; 5 | a torzsoldat eredeti savassdginak sem-

6 147 © 0,245 0,233 221 | 0,37 legesitésére szikséges 0,1 n nétronli-
Lo ‘ 3 got ¢és 6 ml 59%,-0s ammoéniummolibde-

7 165 | 0,235 251 | . . S

; : ! nét-oldatot adtunk hozzi. A reakcids

8 183 ‘ 0,228 | \ 278 elegyet 30 percen it szobah&mérsékle-

‘ ‘ | ten dllni hagytuk, majd az el6hbiekben

10| 235 ! Dt | ¥ leirt médon mértik az oldat fényel-

‘ : nyelését.
3. tabldeat Az @) és b) pontban leirt meg-

hatérozdsokat 10/ -es t6zegfulvosav-

6 iklé : 00
1Y o-es tozeglulvosav-oldat dikiorienolindofenolos " by s
madszerrel meghatirozott redukalé ereje aszkorhin - oldat 1—10 ml-ével t&bb, jol egyez6

savhan kifejezve parallel kisérletben (+459%;) végeztiik

S — —————— —— el. A kapott értékeket a 2. tiblazat-

Bemért | Fogyott . . ..o o Taldle oo han foglaltuk Ossze és a mérések ered-

ir;l &h%’g;-ul t:;gﬁo%(lﬁ\(z.l aszkorhin- | sav y/ml i m.ﬁ,'fltlil ményeit, tehat az oldat I'Edllké;léel‘ejét
oldat ml mi sG] e aszkorbinsavban fejeztik ki.

B S — S T A tdblizatbdl megillapithald,

5 10 s | 2EF | hogy mig a molibdénkékes mddsze-

b bk | rimkkel a tézegfulvosav szélesebb

L S L B koncentricidhatdrok kozstt(23—235+)

15 5,60 150 26,8 | 27,7 is jol egyezd eredményeket ad, addig

. | a dipiridiles mddszer aszkorbinsav

20 GHE 4 WU § RES meghatérozisira 40—250~ kozott al-

o5 | s75 | 280 086 kalmazhaté — a kisérletek eredménye

‘ ; szerint a tézegfulvosav esetében csu-
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pdn 100—250 v kozsit ad 8sszevigd 4. tablizal
eredményeket mg/ml aszkorbinsav ér-  1%-0s (6zeglulvosav-oldat bromatometrids mGd-
tékben kifejezve. Ezen koncentricids Szerrel meghatdrozott redukaldereje aszkorbinsav

hatirolk k6z6tt kapott értékek is lénye- . meban kifejeave
gesen magasabbak a molibdénkékes St
mddszerrel kapott értékekndl. Ez o liemins 001 n k 6. [ Asshorbin-| 4
tény azzal magyardzhato, hogy a t6zeg ml g gfenl mg el
feltirisakor a felteheten komplex - — 0+ | |
alakban levé vasat a fulvosavak ferro- 1 .60 5.5
ionnd redukdltik, amely kozvetleniil ’ o
ferrodipiridil komplexet képez. Ezzel 2 1,25 1,100
a kérdéssel tovibbi kisérleteink sordn . L 5
behatébban foglalkozunk. ’ 2 has

2. A Tillmans-féle [32 4 2,45 2,156
33, 34] diklérfenolindofenclos méd- 5 3.00 3 640
srerrel gy végeztiik a meghatdrozist. ’ ’
hogy kb. 19/,,-es tézegfulvosav oldat- L 3,55 0,603 3,124 | 0,532
tal titrdltuk a Hoffmann La Roche- -

] 4,18 3,674

féle lészilmény oldatdt. melynek |
ml-e 10 - aszkorbinsavat jelez. A vizs- 8 4,80 4,924
galt oldatok sdrga szine miatt a szin-
dtesapds igy is igen nehezen volt
észlelhetd. 10 5,95 5,236

A kapott eredmények szerint a
diklorfenolindofenolos médszer s mo-
libdénkékes mdédszerrel nagyjaban meg-
egyez6, de ennél valamivel nagyobb

. tabldza
1Y%-0s tozegiulvosav- olﬂat mohbdenkekcs, o-o’-
dipiridiles, hromatometrids & diklérfenolindofenolos

értékeket ad. midszerrel meghatirozott redukdlé ereje aszkor-
3. Schulek ¢ Kovices binsav mg -han klIe]ez‘e

[27] dltal kidolgozott bromatometrids ! Molibdend- | pipicianes Bromato- | Diklorfenol-

moédszert a  kovetkezdképpen alkal- I‘ﬁigiftt o metrids | indofenolos

maztuk : ml médszerrel taldalt

. ,, %Zk()l‘blnha" mg-ban
Az eredeti 1%-0s tézegfulvosav- - ——— — TEOESVMERam o

oldat 1-—10 ml-éhez 100 ml-es Erlen- 1 0,230 0.570 558 9
meyer-lombikban 5 mlR-s6savat (2 mol) ’ ’ !

és 10 ml vizet adtunk, majd 0.5 g ki- 2 = — 1,100 0,534
liumbromidot oldunk fel benne. Az ol- . - ) - _
datot 0,01 n kdliumbromat-oldattal. ' B It Lbe2 0831
1—2 csepp p-ctoxikrizoidin oldatot 4 =3 — 2,156 I,10%

haszndlva indikdtorul, halvinysdrga
szinig titraltuk. A kapott eredményeket
a 4, tdbla,zatba,n foglaltuk &ssze. G 1,470 2,910 3,124 1 s

Az eredmények szerint tehdt az
dltalunk vizsgdlt moddszerek koziil o
bromatometrids mddszerrel kaptuk a 8 1,830 2,980 | 4424 | we
legmagasabb értékeket. ’ ’

Az 5. tiblizatban a kildnbozd
modszerekkel kapott 1%,-o0s tézegfulvo- 10 2350 3,340 5,236 sty
sav oldatra dtsmmltott ¢ aszkorbinsav T

5 1,150 1,910 2,640 1,385

7 1,650 2,510 3,674 1,939

0 - s 4,708 2,493
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mg-ban kifejezett értékeket timtettiik fel, dsszehasonlitds céljabdl. A tabldzathdl lit-
hato. hogy a molibdénkékes ¢és diklorfenolindlofenolos médszerrel lényegében hasonld
‘rtékeket kaptunk, mig az c-o’-dipiridiles  ¢s hromatometriss modszer eredményei
az clébbicknek mintegy kétszeresei voltak. Izekbél az tsszehasonlitd dértékekbél a
szerkezetre (esctleg enol-csoportra) nem lehet kovetkeztetni, mert a vizsgilt tézeg-
fulvosav redukdld ereje kiilinhtzé komponensekhél tevédik dssze, mint azt a tovib-
biakban ismertctendd kromatogrifids mddszertinkkel elvilasztott frakeidk vizsgala-
takor kapott eredményck mutatjik.

A szintetikus jellegii fulvosavakkal (glikokoll + glitkoz) is elvégeztitk a fenti
meghatirozdsokat &s pozitiv redukild értékeket kaptunk., T kisérlet eredményeinck
ismertetése meghaladja jelen munkink kereteit.

2. A thzegfulvosavalk bromatogrifids szftedlusztdse és vizsgdlata

A tézegfulvosavak kromatogrifids elvdlasstidsakor az volt as elgondoldsunk.
hogy a fulvosavakat mint sirga anyagokat szerves oldészerben vigyiik megfelel
adszorbens oszlopra ¢s a karotinoidok kromatografilisihoz hasonléan az egyes gy -
viikbe széthtzott frakeidkat az oszlop kitoldsa utdn szétvigva kilon-kilén eludljuk.

Olddszeril a 96%-o0s etanolt taliltuk a legjobbnak. Kisérleteink eredményeként
azt tapasztaltuk, hogy a killénbizd eredet{i fulvosavak, mint a tézegfulvosav, szinte-
tikus fulvosav (glikokoll + glitkdz) és a kiilonbszd reduktonok kitéinden oldddnalk
6% -0s etilalkoholban, ha megfeleld mennyiségii sésavat is adunk a feloldandé anyag-
hoz. Ha a sziraz maradék nem elég savanyii kémhatdsi, az anyag nem oldédik és az
alkohol szintelen marad. Ha azonban témény sdsavat adunk az alholos oldathoz.
w fulvosavak sdrga szinnel azonnal oldddnalk.

A kromatografalishoz adszorbensill Brockmann-féle aluminiumoxidot hasznil-
tunk. A vizsgdlathoz sésavas 19-o0s tézegfulvosav-oldat 200 ml-ét hasznaltulk, melyet
pH dere allitottunk be. Az oldat vikuumban szirazra pirolt maradékdnak G0 ml
alkohollal és 2,5 ml kone. sdsavval készilt oldatit kromatografiltuk. (A jelenlevé;
natriumklorid alkoholban nem oldd-
dik.)

A kromatografilist 14 cm hosz-
sz, 3 em dtmérdjii csdben, elfzdlec
96%.-0s  alkohollal  megnedvesitelit
Brockmann-féle almuminiumoxid osz-

. Libldzat

Kromatogeafiaval elvalaszlott tozegTulvisay Trakeidk
redukild ercje aszkorbinsav mg-han kilejesve,
“1%-08 oldaira szamitva

Redukadlo erd aszkorbinsav mg-han

i Kitejezve lopon végeztik. A vizsgilt oldatot az
oy lh;r;ié;'ti molib- | bromato- | diklirfe- oszlopra. dntéttik, majd kh. 240 ml
g FAte 1 iniridi a i " » ,
U | len jdipidiles | egrigs - molindo- o/ _og alkohollal utdnamostuk.
‘ | modszerrel A kromatogrifids oszlopon hi-
: ]‘ T T T T 7T rom féfrakeidt tudtunk szétvélasztani:
L A 2 0,021 Lofs 40,364 I, Vérosesharna szint, kb. 4 em
. i & tonn | 1760 | 0728 széles réteg, mely analitikai kvare-
' ’ ’ ldmpa alatt sziirkésfehér fluoreszeen-
1. 3 @ 0,993 0,317 0,750 ciat mutat.
- 0 & 1343 | 1320 | o000 I1. Sziirkésharna szind, kb, 7 em
. i FadEe 9t £ ’ - » i
' sztles réteg, mely UV fényhen sziw-
L 300,828 1,003 1,383 0,325 kén fluoreszkal.
Hi. | i 1,875 | 1,893 2,860 1,050 IIT. Zéldessziirke szint, kb, 3 em
| s#cles réteg, mely nem fluoreszkal.
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Az oszlop dtmosdsakor gyengén sirga szind fralicid ment 4, mely az oszlopon
nem adszorbedlédott,

A kromatogrifids oszlopot a fenti frakeick szerint szétvagtuk és az egyes frakeid-
kat sziritészekrényben. 60 fokon a jelenlevd allohol eliizéso céljdbol kiszdritottuk.
Mindhdrom frakeidt 75—75 ml n s0savval kénnyen elugltuk.

Az egyes eludlt frakeidk szarazanvag iartalma :

L 0,7%, 1L 067%, IIL. 14%,.

A t8zegtulvosay kromatografidsan szétvilasztott s eludlt frakeidival elvigeztitk
az el8bbi részben ismertetett, a tézegfulvosav-oldatra alkalmazott, annak redukdls
tulajdonsdgén alapulé reakecidkat.

A vizsgdlatokat az egyes frakeidk 5. 10, 15 ml-es részleteivel végestiik ds ant
taldltuk, hogy a molibdénkékes reakeiét az 1. és I1, frakeid nem adja, viszont a IIL
frakeié kifejezetten adta. Ezzel szemben redukildszer jelenlétében 0,08 n kénsavas
oldatban mindhdrom, a foszfitokhoz hasonldan redukdlja az ammoéniummolibdendtot.,

Az a-o’-dipiridiles, a bromatometrids ¢s a diklérfenolindofenolos médszerrel
mind a hdrom frakeid kifejezetten reduksld tulajdonsdgtinal mutatkozott.

A kapott mennyiségi értékek sszchasonlitdsa céljabdl az eredeti tézegfulvosav
oldatnak megfelelden 19%-0s oldatra szimftottuk ¢s g redukdléerét aszkorbinsav
mg-ban kifejezve a G. tiblizatban tiintettiik fel.

A tablizathdl megdllapithatd, hogy az ¢-o’-dipiridiles és bromatometrids méd-
. szerekkel kapott eredmények hasonléalk, mig a diklérfenolindofenolos médszerrel kapott
értékek ezeknél lényegesen kisebbek. Az egyes frakeiok 5 és 10 ml-ének bemérése esetién
kapott eredmények eltérésének magyardzatira tovdbb; kisérleteket végzimk.

Az eredeti t8zegfulvosav oldattal kapott eredményekkel @sszehasonlitya az
egyes frakcidk értckeit, az utébbiak lényegesen kisebbek. Egyedil a molibdénkékes
médszer eredményei — melyeket a kromatograféldssal nyert frakeick kozil esak a
ITIL. frakeid adott — egycznek meg az eredeti tozegfulvosavval nyert értékekkel.

Megdllapithato. hogy a t6zegtulvosav kromatogritids frakeidinak szinreakcidja
alapjén valé megktlonboztetésére a molibdénkék reakeid alkalmas. A reakeiét egyediil
az als6, III. frakeid adja az eredeti tézegfulvosav oldatial lényegében megegyens
intenzitigsal.

Feltiiné, hogy egyediil ez az alul adszorbedlédott TII. frakeid gyakorol biolégiai
(fungosztatikus) hatdst az Epidermoplyton Kaufmann—Wolf és g Candida albicans-ra,
az eredeti tézegfulvosavval megegyezden [3]. Fléridn vizsgdlatai szevint. Ezekhbil
a kisérletekbdl azonban még nem szabad kovetkestetéscket levonni a molibdénkékes
és biologiai reakeidk Gsszefiigpésére, mert mas vizsgilt anyagok kéziil pl. az aszkorhin-
sav, bdr adja o molibdénkékes reakeidt, még sem fejt ki kell) biolégiai hatdst, méy
1,88%,-0s oldathan sem,

Osszefoglalas

1. El62z8 munkdnkban [4] a fulvosavak meghatdrozisira a molibdénkék realeid
alapjdn kétfélo médszert dolgoztunk ki, Eljdrdsunkkal nem csak kilénbizd eredetil
fulvosavak — t6zegfulvosay, szintetikus fulvoest (glikokoll 4 glitkéz), redulton —
hanem az aszkorbinsav is meghatdrozhatok,

2. Jelen dolgozatunkban a tézegfulvosay meghatdrozdisira az aszkorbinsav
néhdny ismert meghatirozdsi médszerét — oz v-o’-dipiridiles. diklérfenolindo-
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fenolos, bromatometrids eljirdst — alkalmaztuk és a kapott éri¢keket — aszkorbinsav
mg-ban kifejezve — dsszehasonlitottulk molibdénkékes modszerink eredményeivel.

Kisérleteink sordn a molibdénkékes €s a diklérfenol-indofenclos mddszerrel a
tézegfulvosav meghatdrozdsakor Iényegében hasonld értékeket kaptunk, miy az a-o’-
dipiridiles és bromatometrids modszer mintegy kétszeres redukdld értékeket eredmé-
nyezett.

3. Feltételeztiik, hogy a vizsgilt tézegfulvosav oldat redukdld ereje tobh dssze-
tevébél adddik, ezért kromatografids modszerrel vizsgaltuk. Az alkoholban, kevés
tomény soésav jelenlétéhen oldédé tézegfulvosavakat Brockmann-féle aluminiumoxid-
oszlopon hdrom frakeiéra és egy nem ads=zorbedlddott, dtmend résere sikeriilt swzét-
valasztani. Az adszorbedlédott frakeidk n sdsavval konnyen eludlhaték. A frakeiok
koziil killondsen az oszlop alsé részén adszorbedlédott frakeio keltette fel érdeklbdé-
siinket, mert az eredeti tézegfulvosav oldathoz hagsonléan esak ez adta mind a molibdén-
kék reakeidt, mind az epidermofitonokra kifejtett bioldgiai gdtlé hatdst. A két felsd
frakeid czeket a reakcidkat nem adta, viszont azo-a,- dipiridiles, diklorfenolindofenolos
¢s a bromatometrids mddszerrel kifejezett vedukaloerSt mutatott.

Kisérleti eredményeinkkel kdzelebb jutottunk munkdnk céljdhoz, az egyes fulvo-
sav frakeidk izoldldsdhoz és jellemz6 kémiai &g bioldgial tulajdonsdgaik megismeréséhez.

Erkezett: 1957. dprilis 23.
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O COEIUHEHUSA @VYJIbBOKHCIOT ¢ HKEJE30M
T. Bepewr u M. Knpaii

HHcTnTy T sienw ranna JeKApeTE Meguunsckoro Ynueepcurera, Byaanemwr (Benrpus)

Peswoume

L. ¥eranosuan, uto PA4CTBOPb! CRIPBIX DY IbBOKHCIOT TOP P, NOIYYCHIBIX B ICI09LOM
BuTAMKe Topa NOCIe OCAKSHHA TYMHHOBBIX KHCIOT COJIANON KHCAOTOH, cojepmaT
rvatHonu Ca, Ng, Al, Na i Fe. Hefitpanausya stor pactBop no PH—5 TMOAYUHJIH CCAl0K,
COAEPIKALH OPranHUeCKHe B HeOprannyeckne BELECTBA, B KOTOPHIX COMEDKATCH GOABMLIOE
KOJHYeCTBO eJesa.

2. llokasagu, uto COIAHOKHCIBIL PA2CTBOP CRIPHIX bvasBOKHCAOT TOpda coICPKHT
AHE€IC30 TIOUTH NOJHOCTHIO B (heppo-opue (puc. 1).

3. QVIbLBOKHC.IOTH TOp(a croco6HE K BOCCTANOBIeH HIO ZOTIOJIHHTEIbHO PHGaBIe)-
BOro geppu-xcaesa. Takaa BoccTamoBHTe bHasm CMOCOGHOCTE NPHOCTAHABANBAETCR B
IPHCYTCTBHE Qocdopiofi kucsoTh, Ho nake H30HTOYHOE KO.IHuecTBO GbyIbBOKHCIOT He
fB110 CTIOCOGHEIN KOTHUECTBEHHO BOCCTAHOBASAThE QeppH-meaesa g deppo-xeneso. 3gecs
MOTVT HIPATh PO.Tb KOMILIEKCHBIE PeaKIHH (puc. 2).

4. ®yapeokucToTH Topda B NIPHCYTCTBIE COMEH >kedesa B3aMMIO BHNALZIOT B
oca1ox npu PH 5—8.

5. B ocaike dyasBokncIor TOpha u Keaesa nocienmui HAXO0JHTCA B BHJAC KOMII-
JAEKCHOTO COCIHHENHS, H PACTBOPHETCS HE TOABKO B 0,1 1. coaanoi KHeJoTe, Ho ¥ B 0,1 .
NaQH.

~

5. B cayuae GpICTPOro onpejejenns COACPpKAHHA (eppokenesa p 0Cajfike (yab-
BOKICIOT Topda 11 xerae3a noce PACTBOPEHHSA €T0 B KHCJOTE, TTONYUHIH HH3KHE BEAHYLHEH,
HO nocte 24 uacoBoro cTOSHLA y&e oGHADVIKENO 3HAYHTE. bl Oe cojepkanue deppo-xenesa.
(pac. 3. I1.).

Takoe ke sBaense 6b10 3ameueno nocje pacTBopenns ocagka 8 MaOH y nocue-
AYIOUIETC €ro NOAKHCJCHAS. 3HAYHT, B KHCIOH cpefle Y. 1bBOKHCIOTEL Topda comepmar
AEIE30 B JICTKO HONI3HPOBALHON (opMe n 00pa3ayloT € NHM OYeHk NOABHIKIibe CoejlMHenHts,

7. Tloc.ae XpoMaTorpadHueckoro pacnpenenenss GvabBoKuCcaOT Topda Guno vera-
OBJCHO, UTO Ta Qpaxnis, KoTopas Gblia 4jcop6upoBana na nixHeld YacTH TPyOGKH HMeeT
HanGOIbIN V0 BOCCTAHOBITRABNYKY COOCOGHOCTL B GHOJOIHueCKOR BAHAHHE, OJHOBPEMEHHO
COABPAKHT #€71230 B HanObO.1bIIeM KOJHYeCTRe, Conepxanue (beppo-xkenesa Bo Beex Tpex
GpARIHAX GBIO OTHOCHTEIBNO HH3KHM,

Tadauya 1. On CEJICHUSA, TIPOBCIEHHBIE PACTBODOM ACKOPOHHOBOH KuCIOTH [0~ 4,
4 p p

Tabauye 2. Bocerawonnteasmas cnocobnocts 19Y%-uoro pacTBopa dyabBOKHCAOT
Topdd, OnNpeIeatHian MeToI0M MOJHGACHOBOH CHHHM X AHTHPHAHILHBIM MEeTOAOM.

Tabauya 3. Boccranosnrterbhasn cnocobhoeTs 0,1 9%-noro PacTBOpa YYVIALBOKHCIOT
Topda, onpeseafruas AVXI0PBEHOT — HEAODEHOI0BHIM MCTOIOM i1 BHIPamEnnas B ackopGH-
HOBOI RilCaoTe.

Tabauya 4. BoccTanoBNMTeabuas cnocofinocth 19%-uoro pacTeopa ¢y.abBoxHCaAOT
Topda, onpeteéinas GpOMATOMETDHUECKHM MeTo 10W, BhIpaREénuan B ar, ACKODGHNOBOH
KiCI0 Thi.

Tabauya 5. BoccTanosnTelbnas enocobuocth 1%-1oro PacTBoOpa QyJNbBOKHCAQT
T0pda, OnpereaBHHAs METOIOM  MOJNGIeHOBO CHHHH, o-o-THNHPHAILIOBbIM, BpomarTo-
METDHUECKHM H AHXI0PPEHO] — HHAOGE!0T0BLIM METOLAMI, BHDAKEHHAT B MT. ackopGs-
HOBOH KHCJAOTEL

Tabauya 6. BoccTanosuTenbhan CoCo6HOCTL QPAKLIEE PYABBOKHCAOT Topda, pasge-
AEHNRIX APOMATOTPa(HYECKIIM MeTO 0M, BLIpasKEHHASA B MT. 2CKOPOHHOBOI KHCAOTH, B mepe-
Bone na 1%-ubi pacTsop.
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Reducing Reactions of Fulvo-Acids and their Chromatography

T. BERES and I. KTRALY
Institute of Pharmacognoscy, Medical University ot Budapest, (Hungary)

Summary

1. Two methods were established in a preceding study [4] for determination of fulvo-
acids based on the molybden-blue reaction.

The methods were applicable for assaying fulvo-acids of various origin, — i. ¢. fulvo
acids from turf, synthetic fulvo acids (glyveocoll 4 glycose), reducton, — and also for the
determination of ascorbic acid.

2. The results of some known methods for assaying ascorbic acid («-«'-dipyridyl,
dichlorophenol-indophenol and bromatometry) were compared in the present study with
the results of the molybden-blue method. The molybden-bluc and the dichlorophenol-
indophenol method gave essentially the same results for turf fulvo-acids, the results of the
-’ -dipyridyl method and bromatometry were about the double of the first two.

3. Assuming that the reducing capacity of the fulvo-acid solution is being made out
of more than one component chromatographic studies were conducted. The fulve acids,
soluble in alcohol in the presence of small amounts of cc. HCI solution then brought on a
Brockmann Al,O, eolumn, gave three layers and a non-absorbed fraction. The ahsorbed
fractions were readily cluable with hydrochloric acid. The lowest fraction in the column
was the most interesting, this alone of the fractions gave the molybden-blue reaction and
at the same time showed biological inhibitory action on epidermophytons.

The two upper fractions do not possess these properties, though they showed reducing
capacity assayed by the other methods, (e-o’-dipyridyl, dichlorophenol-indophenol and
hromatometry)-

The experiments resulted in isolating fractions of fulvo-zeids and they brought infor-
mation about their chemical and biological properties.

Table 1. Determinations made with 10~3 n ascorbic acid solution.

Table 2. Reducing power of a 1 per cent fulvo-acid solution determined by means of
the molybden blue- and dipyridil-method.

Table 3. Reducing power of a 0,1 per cent fulvo-acid solution determined by means
of the dichlorophenol-indophenol method and expressed in ascorbie acid.

Table 4. Reducing power of a 1 per cent fulvo-acid solution determined by the use of
a bromatometric method and expressed as ascorbic acid mg.

Table 5. Reducing power of a 1 per cent fulvo-acid solution determined by the use of
the molybden blue-, a-o’-dipyridil-, bromatometric- and dichlorophenol-indophenol
methods. The results are expressed as ascorbic acid mgs.

Table 6. Reducing power of fulvo-acid fractions separated by the use of chromato-
graphic methods, expressed as ascorbic acid mgs; basis of reference : 1 per cent solution.



