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VPLYV POVYRCHOVE AKTIVNYCH LATOK A POUZITIE 1-CYSTEINU
AKO STANDARDU PRI POLAROGRAFICKOM STANOVENI SH-LATOK
V RASTLINNOM MATERIALI*

JOZEF SEDLAK
Endokrinologicky ustav Slovenskej akadémie vied v Bratislave

Kvantitativnemu stanoveniu SH-latok v biologickom materidli sa v po-
slednom ¢&ase venuje velkd pozornost. Pod SH-latkami rozumieme zlddeniny
s volncu tiolovou skupinou. V rastlinnom materidli sa spomedzi SH-1dtok
najcastejsie vyskytuje SH-glutation (GSH), L-cystein, kyselina tioglykolova,
pripadne jej estery. Podla Zumana [1] SH-latky davaja anodickd vinu pri
potencidli o 300 mV negativnejSom, ako je vlna kyseliny L-askorbovej. Uhrnné
mnozstvo SH-latok pri polarografickom stanoveni, ale aj pri stanoveniach
titraénych, kolorimetrickych a potenciometrickych sa najcastejsie vyjadruje
v mg % SH-glutatiénu, pretoze podla udajov z literatiry GSH takmer vzdy
tvori hlavny podiel SH-latok v biologickom materiali.

Ulohou tejto prace je zistit, do akej miery je spravne pomocou kalibraénej
krivky GSH v zakladnom elektrolyte hodnotit polarografické viny SH-latok
v rastlinnej $tave, kde st povrchove aktivne latky pritomné v znaénom mnoz-
stve. KedZe sa spozorovalo, Ze aj L-cystein ddva jednu anodickd vlnu za pri-
tomnosti rastlinnej stavy, vyskusSal sa ako Standard pre SH-latky namiesto
SH-glutatiénu, ktory je latkou tazsie dostupnou.

Experimentalna ¢ast

Zariadenie

Pracovalo sa na Heyrovského polarografe, typ V 301 v obvyklom polarografickom za-
pojeni, s Kalouskovou nddobkou a referentnou merkurosulfiatovou elektrédou. Vyska
rezervoara h = 72 cm, doba kvapky merand pri potencidli —700 mV v zdkladnom elek-
trolyte t = 1,6 sek., prietokovéa rychlost ortuti 5,75.10-2 g sek.”%, akum. 4 V.

Reagencie

Ako standardné latky sa pouZivali L-cysteinhydrochlorid BLB Pariz a SH-glutatién
Light Colbrook. Obidve sa prechovéavali nad P,0; a analyzovali sa jodometrickou titraciou
podla Kuhna [2] v prostredi 80—90 9, kyseliny octovej. Vysledok jodometrickej ana-

* Prednesené na sjazde chemikov v Banskej Stiavnici v juli 1954.



lyzy pri L-cysteinhydrochloride bol 98,9 %, pri SH-glutatiéne 98,2 9%,. Roztoky Stan-
dardnych latok sa pripravovali vidy Gerstvé rozpustenim névazku v acetdtovom tlmivom
roztoku o pH 4,7, zbavenom kyslika. Na polarometrické titrécie sa pouZival 10~2 M roz-
tok p-chlérmerkuribenzoanu sodného v Britton—Robinsonovom tlmivom roztoku
o pH. 9,8. Koncentracia tohto roztoku sa stanovila polarometrickou titrdciou 4.10~4 M
roztokmi L-cysteinhydrochloridu a SH-glutatiénu v acetdtovom tlmivom roztoku.
Oboma titrdciami sa dostali rovnaké vysledky. Jeden ml 10-3 M roztoku p-chlérmerku-
ribenzoanu sodného odpovedé 26,3 ug SH. alebo 0,246 mg GSH.. Na pripravu vzoriek pre
polarografické stanovenie i ako zékladny elektrolyt sa pouZival acetdtovy tlmivy roztok
o pH. 4,7. Vzdusny kyslik z roztokov a §tiav sa odstratioval vybublanim s medicindlnym
dusikom.
Metdda

Vsetky polarografické analyzy sa robili Zumanovou polarografickou metédou sta-
novenia SH-ldtok v rastlinnom materidli [1] so zmenami vyplyvajicimi pouZitim tejto
metédy na nové druhy rastlinného materialu.

Vzorkovanie rastlinného materidlu

Pre polarografické stanovenie SH-14tok v zelenine a ovoci s velkym obsahom Stavy
(napr. v morusi, malindch, ribezliach, egresi, uhorke, rajéine, vo vnutri meléna a pod.)
moZno rastlinnu $tavu pripravit jednoduchym vytlaéenim z 10 alebo 20 g vzorky cez
gézu, ako navrhol Zuman [1]. Ziskané Stava sa potom polarografuje alebo priamo, alebo
a% po zriedeni acetdtovym tlmivym roztokom. V pripade vys§ieho obsahu SH.-latok,
ktory v samom druhu zeleniny a ovocia velmi koliSe podla jednotlivych vzoriek (tab. 1),
urobi sa pri-niektorych druhoch takymto spésobom pripravy vzorky chyba v polarogra-
fickom stanoveni. Preto aj pri tychto §tavnatych druhoch sa v pripade vysSieho obsahu

. SH-latok pripravila vzorka rozotieranim nédvaZku s pieskom a s acetdtovym tlmivym
roztokom.

Tab. 1. Kolisanie obsahu SH-ldtok v jednom druhu zeleniny alebo ovocia

druh mg SH-ldtok v 100 g ndvazku priemer
Spenit 9,1 | 158,4| 32,2 | 30,4 | 95,9 | 13,2 | 18,9 | 33,6 3g.9
jarny 26,4 16,5/ 6,0 | 79,2 | 11,0 | 12,7 | 12,5 | 15,9 =
melén 1,5 3,3 27,9 2,5 1,1 0,7 | 13,2 1,3 6.2
Zlty 2,7 25,6; 2,9 4,0 2,5 6,9 — 2,5 ’
rajéiny 5,9 58 17,2 6,9 5,2 | 18,8 5,9 8,8 7
6,7 7,8/ 6,6 8,4 4,4 5,5 4,9 6,8 d
egres 1 L3 9,5 3,6 | 14,1 2,4 1,5 2,0 1,6 43
8,7 2,3| 1,9 1,5 3,7 7,4 5,4 1,5 ?

Z rastlinného materidlu, ako je $penat, kapusta, $tavel, petrzlen, mrkva, kel, redkovka
a pod., $tava sa tazko vytlada. Vzorky na polarografické stanovenie SH-latok v tychto
druhoch sa pripravovali takto: Najprv sa 20 g vzorky rozotrelo v porceldnovej trecej
miske s Sistym kremennym pieskom ,,na sucho‘‘ a potom sa vzorka opét rozotierala po
pridani 10 ml acetdtového tlmivého roztoku. Stava sa ziskala vytlafenim cez gézu.
ZvySok po vytladeni sa znova rozotieral v trecej miske s 10 ml acetétového tlmivého roz-
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toku a Stava sa opét vytlacdila cez tu ista gdzu ako po prvykrit a pripojila sa k prvému
podielu. Vyznam tohto extraktivneho spdsobu pripravy vzorky na polarografické sta-
novenie SH-latok vidiet na polarograme 1, kde st zaznamenané viny SH-latok v kazdom
jednotlivom extrakte z viiati petrzlenu s 10 ml acetdtového tlmivého roztoku.
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Polarogram 1. Anodické viny SH-latok v §tave vilate petrilenu. Krivky: 1. acetatovy

tlmivy roztok o pH. 4,7; 2. prva extrakecia 10 g vilate s 10 ml tlmivého roztoku; 3—4.

dalsie extrakcie zvySku vZdy s 10 ml acetdtového tlmivého roztoku. Krivky od 10. drotu
spét; merkurosulfatova elektrdéda; citl. 1 : 20; 200 mV abs.

Z polarogramu 1 vidiet, %e a% vo $tvrtom extrakte je obsah SH-latok bezvyznamny.
Podobny polarogram sa ziskal pri redkovke, kapuste, kalerdbe a podobnych druhoch.
Standardny postup pripravy vzorky pre zidznam vin SH-l4tok tazko predpisat pre vietky
druhy zeleniny a ovocia. Kym niektoré druhy (napr. Spendt, petrzlen) pri navazku 20 g
treba trikrat extrahovat s 10 ml acetdtového tlmivého roztoku, iné druhy (napr. kapustu,
kalerab a pod.) stadi dvakrat extrahovat s 10 ml acetdtového tlmivého roztoku. Vsetky
operécie pri priprave vzoriek na polarografické stanovenie SH-ldtok v rastlinnom mate-
ridli vzhladom na ich citlivost vodi vzdu$nému kysliku sa musia robit v atmosfére CO,
a polarograficky zdznam vin SH-latok treba vZdy urobit ihned po ziskani §tavy. Otvore-
nym problémom ostdva vplyv statia zeleniny a ovocia na obsah SH-latok po zbere, ktory
tazko sledovat pre velké kolisanie SH-ldtok v tom istom druhu rastlinného materidlu
podla vzoriek, ako aj v tom istom plode podla anatomickych &éasti, ako to pozoroval
Zuman [1]v rajéine, R6hling, Jirousek a Petradkové [3]v kfmnej repe a kapuste.

Vyhodnotenie polarografickych vin SH-ldtok

Metoda $tandardného pridania je jednym z najpresnejsich spoésobov vyhod-
notenia vin pri polarografickych analyzach. Jej nevyhodou pri viésom podte
stanoveni je asta priprava Standardného roztoku a strata éasu dvojndsobnym
zdznamom kriviek na polarograme a pri vypodtoch. Preto dastejsie sa pouziva
spdsob vyhodnotenia polarografickych vin pomocou kalibragnej krivky. Aby
sa zistila pripadna chyba pri vyhodnoteni polarografickych vin SH-1atok v rast-
linnom materidli pomocou kalibra¢énej krivky GSH v acetdtovom tlmivom
roztoku, SH-latky sa v desiatich druhoch zeleniny a ovocia stanovovali
oboma metédami a vysledky sa porovnali s polarometrickou titraciou rozto-
kom p-chlérmerkuribenzoanu sodného. Stéasne sa pri stanoveni SH-latok me-
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todou Standardného pridania pouzil ako Standardni litka L-cysteinhydro-
chlorid, pri¢om ziskané hodnoty sa prepocitali na mg 9% GSH (tab. 2). Z kaz-
dého drahu zeleniny a ovocia sa pripravilo najmenej 40 ml $tavy na polaro-
graficky zédznam vin SH-ldtok v poradi podla polarogramu 2.
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Polarogram 2. Anodické viny SH-latok v Stave redkovky po pridani L-cystzinu
a SH.-glutatiénu. Krivky: 1. 10 ml acetatového tlmivého roztoku; 2. 10 ml acetatového
tlmivéhoroztoku + 9,5 ml 10~ M L-cysteinhydrochloridu; 3. 10 ml acetdtového tlmivého
roztoku + 0,5 ml 10-2 m SH-glutatiénu; 4. 10 ml $tavy redkovky; 5. ako pri 4 + 0,5
ml 10~2 M L-cysteinhydrochloridu; 6. ako pri § + 0,5 ml 10~2 M L-cysteinhydrochloridu;
7. 10 ml stavy redkovky + 0,5 ml 102 m GSH; 8. ako pri 7 4+ 0,5 ml 102 M GSH.
Krivky od 10. drétu spit; merkurosulfatovs elektréda; citl. 1:20; 200 mV abs.

Nakoniec sa vykonala polarometrickd titracia’ SH-latok pomocou 102 w1 roztoku
p-chlérmerkuribenzoanu sodného postupom podla Matou$ka [4]. Do 6 alebo 10 ml
Stavy sa pridaval 0,5—1 ml 10-3 m roztok p-chlérmerkuribenzoanu sodného a sledovala
sa zdvislost vysky prvej viny p-chlérmerkuribenzoanu sodného od pridanych ml &inidla.
Z vysledkov jednotlivych analyz sa zostavila tab. 2.
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Graf 1. Priamka 1. Kalibraénd krivka
GSH. v acetitovom tlmivom roztoku;
dalsie priamky pre Stavu: 2. rajéiny; 3.
egresa; 4. uhorky; 4. malin (vzorka 10g +
+ 5 ml acetdtového tlmivého roztoku);
6. Spendtu (vzorka 10 g + 5 ml acetate-
vého tlmivého roztoku); 7. zeleného hras-
ku (vzorka 10 g 4+ 10 ml acetdtového
tlmivého roztoku).
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Graf 2. Priamka 1. Kalibratna krivka
GSH. v acetatovom tlmivom roztoku;
dalsie priamky pre Stavu Spendtu: 2.
vzorka 10 g Sp2natu + 40 ml acetdto-
vého tlmivého roztoku; 3. vzorka 10 g
Spendtu + 20 ml acetdtového tlmivého
roztoku; 4. vzorka 10 g Spendtu 4 5 ml
acetitového tlmivého roztoku.



Aby sa zistil vplyv povrchove aktivnych latok pritomnych v rastlinnej stave na vel-
kost diftzneho pradu GSH, zostrojila sa kalibra¢na krivka GSH. pre §tavu z kaZdého
skiimaného druhu zeleniny a ovocia (graf 1).

Tab. 2. Porovninie obsahu SH.-latok, stanoveného troma metédami hodnotenia
polarografickych analyz, s hodnotami ziskanymi polarom:trickou titraciou

mg SH-latok vyjadrené ako SH-glutatién v 100 g navazku, uréené metédou
- . T .|
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1 2 3 4 5 6 7 | 8 9

1 | Spenat jarny 47,9 | 50,4 | +5,2| 29,6 |—37,0| 12,3|—74,0
2 | Spendt jarny 32,0 | 31,8 | —0,6| 17,9 |—44,0; 22,8 —29,0
3 | redkovka 8ervend jesennd 8,2 8,4 | +2,4| 4,0 [—51,0 4,6|—44,0
4 redkovka ¢ervend jesennd 5,2 5,2 — 3,4 —35,0 4,0/—23,0
5 | Stavel jarny 13,0 | 14,3 |4+10,0| 6,2 |—52,0 8,3|—36,0
6 Stavel jarny 17,4 | 18,6 | +6,7| 10,1 [—42,0{ 11,2|—35,0
7 ribezle biele 2,6 28 | +7,71 1,6 |[—38,0 0,7(—73,0
8 | petrZlen viiat 25,8 | 24,7 | —4,2| 13,5 |—48,0| 20,0—22,0
| 9 | petrdlen koreR 14,2 | 14,3 | +0,7| 9,1 |—35,0] 11,2/—21,0
10 melén Zlty 1,5 1,4 | —6,5| 0,5 |—67,0 0,5|—67,0
11 maliny 20,6 { 20,0 | —2,9| 13,8 [—32,0| 15,6—24,0
12 maliny 8,2 8,0 | —2,4| 5,6 |-—32,5 6,2{-—24,2
13 jahody z&hradné 4.4 4,5 | +2,2| 3,4 |—22,0 4,9/ +11,0
14 | rajéiny 8,51 89| +4,7] 7,0 |—18,00 3,5|—59,0
15 | rajéiny 58 | 5,6 | —3,4 4,7 [—19,00 5,4/ —6,9
priemerny rozdiel I j:3,9| == [-38,1| — |—36,6

V snahe zistit, & vy§ku viny GSH, pridaného do rastlinnej $tavy, okrem povrchove
aktivnych ldtok neovplyviiuje i enzymaticky oxydaény dej alebo chemické viazanie
GSH tiolovymi jedmi, stanovovala sa koncentra¢né zavislost GSH. v troch vzorkach
Spenétu, pripravenych za pouZitia 5, 20 a 40 ml acetdtového tlmivého roztoku na rozo-
tieranie pri 10 g navazku (graf 2).

NanéSané hodnoty I; v mm pri zostrojeni grafu 1 a 2 sa vypoditali tak, Ze sa od celko-
vej vySky viny SH-latok, poskytovanej pridanym standardnym 10-2 M roztokom GSH,
odéitala vyska viny SH-latok v Cistej Stave po prislusnych korekecidch na abjem. V tab. 3
sa hodnoty SH-latok, vypoc¢itané pomocou kalibraénej krivky GSH. v §tave jednej vzorky
Spendtu alebo redkovky, porovnali s hodnotami, ziskanymi metédou Standardného pri-
dania GSH. pri spominanych druhoch, aby sa potvrdila spravnost hodnotenia polaro-
grafickych vin SH-latok v rastlinnom materiali pomocou kalibraénych kriviek GSH,
ziskanych priamo s rastlinnymi Stavami.
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Tab. 3. Porovnanie obsahu SH-létok, stanoveného odgitanim z kalibra¢nej krivky
GSH. v stave, s hodnotami ziskanymi metédou Standardného pridania

mg SH-14tok vyjadrené ako SH-glutation v 100 g navaXku uréené
v Spendte metédou v redkovke metédou
odtitanim | 4andard. _ odfitanim | standard.
¢\ krigley pridanim | rozdiel | . k;ivk : pridanim | rozdiel
- Ve GSH GSH do A - Ve GSHY GSH do v 9,
v Stave suavy v Stave Blavy
1 2 3 4 5 6 7 8
1 12,6 10,9 +15,0 1 5,8 5,5 +5,4
2 17,4 17,7 —1,7 2 8,9 9,4 —5,5
3 29,4 29,5 —0,3 3 6,3 5,9 +6,8
4 10,0 10,4 —8,2 4 12,6 14,3 —11,5
5 16,5 16,3 +1,2 5 5,2 5,4 —3,7
6 12,1 13,3 —9,0 6 11,2 10,1 +10,8
7 12,4 11,4 +8,7 7 5,2 5,2 =
8 14,8 16,3 —9,2 8 7,7 9,0 —14,4
9 13,4 14,5 —17,6 9 12,3 12,7 —3,1
10 20,4 19,6 +4,1 10 27,5 29,7 —1,7
priemerny rozdiel | +6,5 priemerny rozdiel +6,9
Diskusia

Zhodu alebo nezhodu jednotlivych metéd hodnotenia polarografickych vin
SH-latok s polarometrickou titraciou roztokom p-chlérmekuribenzoanu sod-
ného dobre vidiet na grafe, kde sa porovnévaju vysledky jednotlivych metod
(tab. 1, graf 3). Pri biologickom materiali sa metdda $tandardného pridania
GSH velmi dobre zhoduje s polarometrickou titriciou za pouzitia roztoku
p-chlérmerkuribenzoanu sodného, ktory viaceri autori, napr. Hata [5],
Donnell [6], Matou$ek [4], Pihar [7], oznadili ako velmi selektivne ¢inidlo
pre SH-latky. ' '

Nemozno viak hovorit o zhode vysledkov metédy Standardného pridania
L-cysteinu s polarometrickou titradciou roztokom p-chlérmerkuribenzoanu
sodného. L-cystein sa nemoéze pouzit ako Standardna latka pre SH-latky v Cis-
tom acetdtovom tlmivom roztoku, pretoze podla Grubnera [8] uz priblizne
pri koncentracii 3.10-% m zretelne poskytuje dve anodické viny v rozsahu
pH 1—8,5, z ktorych negativnejsia velmi zavéasu, uz pri koncentréacii 5. 10~ m
dosahuje limitnt hodnotu difdzneho pridu. Koncentricia L-cysteinu, pri
ktorej nastdva rozdelenie jeho anodickej vilny na dve viny a dosahuje sa li-
mitné hodnota difdzneho pradu negativnejSej viny, zavisi podla Grubnera
[8] od pH zakladného elektrolytu, dalej od konstént kvapkovej elektrody,
napr. od povrchu kvapky, prietokovej rychlosti ortuti atd. Preto koncentradna
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zavislost L-cysteinu sa stanovila v zdkladnom elektrolyte, pri kon$tantich
kapildry uvedenych v praci.

Anodickd vina wL-cysteinu v acetitovom tlmivom roztoku o pH 4,7 pri
konstantéch kapilary udanych na zaéiatku prace podla polarogramu 3 rozdelila
sa pri koncentracii 0,63.10~* M L-cysteinu; limitnd hodnota difazneho pridu
negativnejSej viny sa dosiahla pri koncentricii 3,59.10% M L-cysteinu.
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Graf 3. Grafické porovnanie metod
z tab. 1. Priamka 1. Standardné pridanie
GSH; krivka 2. Standardné pridanie
L-cysteinhydrochloridu; krivka 3. odéi-
tanie z kalibraénej krivky GSH v aceté-
tovom tlmivom roztoku; I—3. porov-
nané voéi polarometrickej titréciis roz-
tokom p-chlérmerkuribenzoanu sodného.

Polarogram 3. Anodické viny r-cys-
teinu v acetdtovom tlmivom roztoku
o pH 4,7 — koncentraéna zivislost.
Krivky: 1. acetdtovy tlmivy roztok;
2—8. 10 ml acetdtového tlmivého roz-
toku za pridania po 0,1 ml 100 mg 9,
roztoku L-cysteinhydrochloridu. Krivky
od 10. drotu spét; merkurosulfatova

elektroda; citl. 1 :20; 200 mV abs.

L-cysteinhydrochlorid, ktory sa vyskusal ako Standardna latka pre SH-latky
v 10 druhoch zeleniny a ovocia metédou Standardného pridania, poskytoval
vZdy jednu pekne prekreslent anodicku vinu pri polarografickych zdznamoch
v rozsahu koncentricie 0,5—1,4.1073 M L-cysteinu. Rozdelenie anodicke;j
viny, limitnd hodnota difazneho pradu negativnejSej viny L-cysteinu sa pri
citlivosti 1 : 20 prakticky nepozorovala ani v jednom druhu rastlinnej §tavy
(polarogram 2 a 4). Pri citlivosti 1 : 70 rozdelenie anodickej viny nastalo pri
koncentracii 1,5.10-3 M L-cysteinu. Rovnako sa dosiahla limitnd hodnota
difdzneho pridu negativnejiej vlny pri koncentracii 2,5.10-% M L-cysteinu
aj za pritomnosti rastlinnych $tiav. Tento zaujimavy zjav spdsobuje obsadenie
rozhrania fiz na povrchu kvapkovej elektrédy povrchove aktivnymi latkami
pritomnymi v zna¢nom mnozstve v kazdom druhu rastlinnej $tavy. Povrchove
aktivne latky podla adajov z literattry [9] spomaluji vlastny elektrédovy
dej a maju znaény vplyv aj na velkost a priebeh difuzneho pridu (znizuja
ho). V rastlinnej stave pravdepodobne viacej vplyvaji na difazny prad tym,
ze stazuju vlastnu difaziu SH-latok k povrchu kvapky. Poskytovanie jednej
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anodickej viny vL-cysteinom v rastlinnej §tave je sposobené tym, Ze pri rov-
nakej koncentracii L-cysteinu v rastlinnej $tave a v acetdtovom tlmivom roz-
toku sa elektrédového deja v rastlinnej §tave ztdastni menej dastic L-cysteinu
nez v acetitovom tlmivom roztoku. Aby nastalo rozdelenie anodickej viny
a dosiahla sa limitnd hodnota difizneho pradu negativnejsej vlny L-cysteinu,
jeho koncentricia v rastlinnej §tave musi byt vicia nez v acetdtovom
tlmivom roztoku za inak rovnakych podmienok. Tento zjav nemozno analy-
ticky vyuzit, lebo koncentra¢nd zavislost L-cysteinu napr. v §tave hlavkového
Saldtu (polarogram 4) nie je linedrna. Pri grafickom zndzorneni dava krivku
tvaru adsorpénej izotermy.

Polarogram 4. Anodické vilny L-cysteinu v Stave Saldtu — koncentraéng zavislost.

Krivky: 1. acetatovy tlmivy roztok o pH. 4,7; 2. 10 ml Stavy Salatu; 3—1I14. 10 ml Stavy

Salatu za pridania po 0,2 ml 10=2 M roztoku L-cysteinhydrochloridu. Krivky od 10. drétu
spat; merkurosulfatova elektréda, citl. 1 : 205 200 mV abs.

Polarografické viny wr-cysteinu teda ani za pritomnosti rastlinnych Stiav
v rozsahu pH 3,5—6,8 nemaja rydzo difazny charakter. Preto hodnoty v tab.
2 a na grafe 3, ktoré sa ziskali §tandardnym pridanim wL-cysteinu, s ovela
niz8ie v porovnani s hodnotami ziskanymi polarometrickou titraciou za po-
uzitia p-chlérmerkuribenzoanu sodného.

Obsah SH-14tok, zisteny odéitanim z kalibrac¢nej krivky GSH v acetatovom
tlmivom roztoku, v porovnani s hodnotami najdenymi metédou standardného
pridania GSH a polarometrickou titraciou roztokom p-chlérmerkuribenzoanu
sodného je znaéne nizsi. Chyba stanovenia pri niektorych druhoch je vicsia
nez 60 9%,. Taktto velka chybu mozno jednoducho vysvetlit podstatne inym
prostredim pre zdznam vin GSH v rastlinnych §tavach v porovnani s &istym
zakladnym elektrolytom. Rozhranie fiz na povrchu ortutovej kvapky, po-
dobne ako sme uviedli pri L-cysteine, je obsadené povrchove aktivnymi lat-
kami pritomnymi v rastlinnej stave, ako su latky pektinové, dusikaté latky
nebielkovinovej povahy, rastlinné bielkoviny a farbiva. Vsetky tieto povr-
chove aktivne latky, ktorych obsah, zloZenie a povrchové aktivita v rastlinnej
$tave sa menia podla druhu zeleniny a ovocia, vytvaraja stvisla vrstvu na po-
vrchu ortutovej kvapky. Tato vrstva alebo adsorbovany film je podla druhu
rastlinnej §tavy menej alebo viacej priepustny pre difiziu SH-glutationu
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k povrchu kvapkovej elektrody. AvSak na rozdiel od L-cysteinu vSetky gra-
fické znazornenia koncentraénych zavislosti GSH v rastlinnych $tavich sa
linearne (graf 1 a 2). Tym je splnena najzakladnejsia podmienka ich vyuZitia
pre analytické ucely.

Zavislost diftznych pridov SH-glutatiénu od jednotlivych druhov zeleniny
a ovocia vidiet na grafe 1. V stavnatych druhoch, ako v rajéindch, egresi,
smernice prian:ok 2 a 3 na grafe 1 sa velmi neliSia od smernice priamky 1 v gis-
tom acetatovom tlmivom roztoku. V tejto oblasti sa nachddzaju i priamky
pre zlty a Gerveny melén, pre ribezle a hrozno. Chyba polarografického stano-
venia SH-ldtok v §tavdch tychto druhov nie je velkd, aj keby sa hodnotili
viny SH-ldtok odéitanim z kalibrac¢nej krivky v acetdtovom tlmivom roztoku.
Priamky 4, 5 a 6 strednej Gasti grafu 1 predstavujt oblast menej stavnatych
druhov, ako je $penét, petrzlen, mrkva, kalerdb, redkovka, §tavel a pod. Stavy
tychto druhov, aj ked sa pripravia na polarografické stanovenie rozotieranim
s acetdtovym tlmivym roztokom, ddvaja kalibracué krivky, ktorych smernice
(napr. priamky 5 a 6 na grafe 1) st zna¢ne mensie v porovrani s éistym systé-
mom. Preto pri tychto druhoch nemozno vlny SH-latok hodnotit pomocou
kalibra¢nej krivky v ¢istom acetdtovom tlmivom roztoku bez znaénej chyby
v stanoveri. Dal$iu oblast tvoria druhy podobné zelenej fazuli (priamka 7 na
grafe 1). Sem patria zeleny hrasok a zeleny béb. Smernice kalibra¢nych kriviek
tychto druhov st niekolkokrat menSie v porovnani so smernicou kalibradénej
krivky GSH v acetatovom tlmivom roztoku (priamka 1 na grafe 1). Zrejmy
je tu vplyv rastlinnych bielkovin, ktoré tieto druhy spomedzi rastlinného ma-
teridlu obsahujit v najviaésom mnozstve (aZz 11 %,). Chyba polarografického
stanovenia SH-ldtok vyhodnotenim vln SH-latok pri uvedenych druhoch
pomocou kalibracnej krivky GSH v ¢istom acetatovom tlmivom roztoku dosa-
huje az 80 %,. Vysledkami v tab. 3 sa dokdzala vhodnost pouzitia kalibraénych
kriviek GSH, zostrojenych priamo v rastlinnych Stavach. Smernica kalibraé-
nej krivky GSH v rastlinnej 8tave zavisi pri kazdom druhu aj od mnozstva
acetatového tlmivého roztoku pouzitého na pripravu vzorky pre polarogra-
fické stanovenie. Cim viac acetdtového tlmivého roztoku sa pouije na pripravu
vzorky, tym viac sa smernica kalibraénej krivky GSH v rastlinnej §tave blizi
k pomerom v &istom systéme (graf 2). Avsak riedenim rastlinunej tavy acetd-
tovym tlmivym roztokom sa stcasne znizuje aj vlastna vina SH-ldtok. Najdoé-
lezitejsou tlohou je najst najlepsi sposob pripravy vzorky pre polarografické
stanovenie a pouzit najvhodnejsi pomer acetdatového tlmivého roztoku pre
navazok vzorky, ¢o sa musi osobitne vyskasat pre kazdy druh zeleniny a ovo-
cia. Tymto §tandardnym sposobom vyskdsanym pre jeden druh sa potom vy-
kon4 celd séria polarografickych analyz.

Autor dakuje RNDr. Zumanovi za poskytnutie SH-glutationu, prof. RNDr. Kras-
necovi a RNDr. Jirouskovi za kyselinu p-chlérmerkuribenzoovi.
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Stihrn

Z menej Stavnatych druhov zeleniny a ovocia, ako Spenatu, redkovky,
petrzlenu a pod., treba $tavu na polarografické stanovenie ziskat rozotieranim
20 g névazku s pieskom 2 a7 3-krat vidy za stéasne] extrakeie SH-ldtok s 10 ml
acetdtového tlmivého roztoku.

Celkovy diftzny prad SH-latok v rastlinnych $tavach je vyhodné vyhodnotit
pomocou osobitne zhotovenej kalibra¢nej krivky SH-glutatiénu (GSH) pre
kazdy druh zeleniny a ovocia priamo v $tave. Smernica takejto kalibraénej
krivky sa meni podla druhu rastlinného materialu vplyvom povrchove aktiv-
nych latok na celkovy difizny prad GSH; pri tom istom druhu sa meni podla
zriedenia rastlinnej $tavy acetitovym tlmivym roztokom o pH 4,7. Naproti
tomu vyhodnotenie celkového diftzneho priidu SH-ldtok v rastlinnej stave
pomocou kalibraénej krivky GSH v acetatovom tlmivom roztoku nie je sprav-
ne. Tymto spésobom ziskané obsahy SH-latok v skimanych 10 druhoch zele-
niny a ovocia v porovnani s vysledkami ziskanymi metédou standardného
pridania GSH a polarometrickou titraciou SH-ldtok roztokom p-chlérmerku-
ribenzoanu sodného mali chybu v stanoveni podla druhu zeleniny a ovocia
18—67 9.

L-cysteinhydrochlorid pridany do rastlinnych stiav sa na rozdiel od aceta-
tového tlmivého roztoku vplyvom povrchove aktivnych latok prejavil jednou
anodickou vlnou v rozsahu koncentracii 0,5—1,4.10% M L-cysteinu a pri
pH 3,3—86,8. Analytické vyuzitie L-cysteinu ako Standardu pre polarogra-
fické stanovenie SH-ldtok v rastlinnom materidli v8ak neviedlo k uspechu,
pretoze viny wL-cysteinu aj za pritomnosti rastlinnych Stiav v rozsahu pH
3,3—6,8 nemaju rydzo diftzny charakter.

BJUAHUE INOBEPXHOCTHO-AKTHUBHBIX BELLIECTB
1 YIIOTPEBJIEHUE I-UIMCTEVHA KAK CTAH/IAPTA I1PU I1OJISIPOTPA-
®UYECKOM OIIPEJIEJEHUU SH-BELECTB B PACTUTEJIbHOM
MATEPUAJIE

HUOCUP CENJIAK
dupoxpuHonornueckuit nHcTTyT CnoBankoit Akagemnu Hayx B BpaTucnase

BriBogbl

[MonyyeHue COKa M KONNYECTBEHHYIO SKCTPaKuuio SH-BELEeCTB U3 Pa3In4HbIX MeHee COYHBIX
OBOLEH 1 )PYKTOB KaK LUMNHAT, MOPKOBb, PEAUCKA, IETPYIUKA M. T. .I.. IPH NONSIPOrpaduuecKom
onpeyeneHu, HEO6XOAUMO NPOBOANTH pacTupaHuem 20 rp. HaBecku ¢ neckom 2—3 pasa Bceraa
C OIHOBpEMEHHON aKcTpaKuuei SH-sewects ¢ 10 MJ1. aeTaTOBOrO pacTBOpPa-peryasaropa.

O6wua auddy3noHHbIn TOK SH-BEIECTB B PACTHUTENbHBIX COKAX BBIFOAHO OLEHMBATH NPH
noMou 0co60 MOCTPOEHHOM KannGpauvoHHON kpuBoW SH-rmroraTnoHa (GSH) Ans KaKAoro
copra oBOwWER u GpyxTOB mpsiMo B coke. HanpasneHue Taxoi xaanGpanyuOHHOH KPUBOH IIOA
BIISIHHEM [OBEPXHOCTHO-aKTHBHBLIX BELUECTB, NPUCYCTCTBYIOLIMX B KAXIOM PaCTUTENBHOM COKE
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Ha o6umid Tox GSH MeHsieTCs B 3aBUCMMOCTH OT COPTA PACTUTENLHOIO MaTepuasia U B TOM e
CamoM COpTE B 3aBMCUMOCTH OT Pad)KIKeHHsI COKa aleT. PACTBOPOM-PEryasaTopom o pH 4,7. Ha-
060poT oueHka obuiero audipysronHoro Toxa SH-BELIECTB B PACTUTENLHOM COKE NIPH IIOMOLIU
KanuOpaLyMOHHON KpuBO# GSH M aleT. pacTBOpPa-peryasTopa He siBASeTcsl NpaBWIbHOH. Takum
06pazoM noayueHHoe coaepykanue SH-BeuecTs B npo6upkax 10 cCopToB oBoLIeH ¥ PPyKTOB IpK
CPAaBHEHUH C Pe3y/bTATaMH, NOJyYeHHbIMH METOJOM CTaHJAPTHOH npupaun GsH u monsipome-
TPUYECKOR THTpauued SH-BelecTs pacTBOPOM N-XJIOPMEPKYPUOEH30aHa HATPHUS JABAIN OG-
KU TIpY ONpPEENEHNH B 3aBUCHMOCTH OT COpPTA OBowiel U (hpykToB 18—67 %,.

[pupauHslit [-uucTenH ruApOXIOPUA K PACTUTENIbHBLIM COKAM IO BIMSHUEM IIOBEPXHOCTHO-
AKTUBHLIX BELUECTB IPOSIBISIETCS B OTIMYMM OT aleT. PACTBOPA-PEryasTOpa aHOJMYECKO BOJI-

3
HOW B rpaHuuax koHueHrpauun 0,5—1,4.10~ M l-nucrenna o pH 3,3—6,8. AHanutuueckoe
UCnoa630BaHue JI-nucTenHa KaxK CTaHAapTa sl NoasporpauuecKoro onpeaenenus SH-sewecTs
B PACTUTEILHOM MaTepuase He BeJO K yCIeXy IOTOMY YTO BOJHbI JI-LUCTENHA U B IPHCYTCTBUM
pacCTUTENBHBIX COKOB B npefenax pH 3,3—6,8 He umeroT 4uCTO AUdy3HOHHBIH XapaKTep.

EINFLUSS OBERFLACHENAKTIVER STOFFE UND VERWENDUNG
VON 1-CYSTEIN ALS STANDARDS BEI DER POLAROGRAPHISCHEN
BESTIMMUNG VON SH-STOFFEN IM PFLANZENMATERIALE

JOZEF SEDLAK
Endokrinologisches Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften in Bratislava

Zusammenfassung

Die Saftgewinnung und die quantitative Extraktion der SH-Stoffe aus weniger saft-
reichen Gemise- und Obstarten, wie Spinat, Radieschen, Petersilie u. dhnl. zum Zwecke
der polarographischen Bestimmung w.rd notwandigerweise so durchgefiithrt, dass eine
Einwaage von 20,-g zwei- bis dreimal mit Sand zerrieben wird, und zwar immer unter
gleichzeitiger Extraktion der SH-Stoffe mit 10 ml Azetatpuffer.

Der Gesamtdiffusionsstrom der SH-Stoffe in Pflanzenséften wird vorteilhaft mit Hilfe
einer besonders hergestellten Kalibrationskurve des SH. des Glutathions (GSH) fiir jede
Gemiise- und Obstart direkt im Saft ausgewertet. Die Richtung einer solchen Kalibra-
tionskurve durch den Einfluss der in jedem Pflanzensafte anwesenden oberflichenalktiver
Stoffe auf den Gesamtdiffusionsstrom des GSH. éndert sich nach Massgabe des jeweiligen
PAanzenmateriales und bei derselben Art nach der Verdunnung des Pflanzensaftes durch
den Azetatpuffer pH. 4,7. Damgegeniiber ist die Auswertung des Gesamtdiffusionsstromes
der SH.-Stoffe im Pflanzensafte mit Hilfe einer Kalibrationskurve des GSH. und des Aze-
tatpuffers nicht richtig. Die auf diese Weise gewonnenen Gehalte an SH.-Stoffen in 10
untersuchten Gemiise- und Obstarten enthielten, im Vergleich mit den Ergebnissen,
die durch die Methode des standardisierten Zufiigens von GSH. und durch polarimetrische
Titration der SH-Stoffe mit einer Losung von Natrium-p-chlormerkuribenzoat gewonnen
wurden, einen Fehler bei der Bestimmung je nach der Gemiise- und Obstart von 18—
67 %. '

Das den Pflanzensiiften beigefiigte L-Cysteinhydrochlorid driickt sich durch den Ein-
fluss oberfliichenaktiver Stoffe zum Unterschied vom Azetatpuffer durch eine anodische
Stufe im Gebiete der Konzentration 0,5—1,4.10% m des L-Cysteins pH 3,3—6,8 aus.
Die analytische B2niitzung des L-Cysteins als Standards fiir die polarographische Bestim-
mung von SH-Stoffen im Pflanzenmaterial fithrte jedoch nicht zum Erfolg, weil die Stu-
fen des L-Cysteins auch in Gegenwart von Pflanzenséften im pH-Bereiche 3,3—6,8 kei-
nen rein diffusen Charakter aufweisen.
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STANOVENIE METYLOLOVYCH SKUPIN
VO FENOLFORMALDEHYDOVYCH REZOLOCH*

VLADIMIR VOROBJOV
Vyskumny ustav kabelov a izolantov v Bratislave

Hoci st fenolformaldehydové rezoly jedny z najstarsich syntetickych zivic,
dosial sa hodnotia bud konvenénymi, alebo nedokonalymi chemicko-analy-
tickymi metédami. Chyba predovietkym chemicko-analytickd metéda na
hodnotenie jednej z najddlezitejsich vlastnosti rezolov — tvrditelnosti teplom
a kyselinami. Tvrditelnost rezolov sposobuji metylolové skupiny, pripaduve
dimetyléterické mostiky; dosial v literature uvadzané metédy na ich zisto-
vanie st vSak obvykle negpecifické, velmi zdlhavé a nepresné.

Sprung [1] sa pokusal najst metédu na stanovenie metylolovych skupin
sledovanim bromécie éistych fenolalkoholov. Avsak Ruderman [2] podrob-
nejdim vyskumom zistil, Ze sa rézne fenolalkoholy rézne chovaju pri bremaécii.
a preto nemozno vypracovat jednotny predpis na bromaéciu zivic, ktoré s
ich zmesami.

Lilley a Osmond{3]zistili, Ze §pecifickou reakciou pre metylolové skupiny
je oxydécia jédom v alkalickom prostredi. Zistili v&ak, Ze pri oxydacii prebieha
aj vedlajsia reakcia — substittcia jodu do jadra. Stiéasnym stanovenim kyse-
liny jodovodikovej a zlozitym vypoétom eliminuja vedlajsiu reakeiu, pricom
dostdvaji vysledky s chybou 0,5—3 9,, poé¢itané na ¢isté fenolalkoholy. Pri
ziviciach, ktoré maji nizsi obsah metylolovych skupin, je tato chyba znaéne
véicsia. Pre amoniakové rezoly dala metdda autorom prili§ nizke vysledky.
Metoda okrem toho mé rad dal$ich nedostatkov. Problematicky je uz vlastny
vzorec pre vypodet obsahu metylolovych skupin. Metéda dava vysoky cbsah
metylolovych skupin v novolakoch, takZe bola veobecne kritizovand aj v lite-

* Prednesené na sjazde chemikov v Banskej Stiavnici v juli 1954.
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