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Stanovenie p-erytro-2-pentulozy vedla n-arabindzy a p-ribozy
M. FEDOROXNKO, K. LINEK

Chemicky stav Slovenskej akadémie vied,
Bratislava

Rychlost vzniku furalu, resp. 5-hydroxymetylfuralu z pentéz, pripadne
hex6z vo vodnych roztokoch mineralnych kyselin zdvisi nielen od reakénych
podmienok, ale aj od typu monosacharidu. V pripade pentéz sa dokdzalo,
Ze D-erytro-2-pentuldéza sa dehydruje na fural vo vodnych roztokoch kyseliny
sirovej omnoho rychlejsie nez p-arabinéza a p-ribéza. Na zdklade kinetickych
tdajov vzniku furalu sa vypracovali podmienky spektrofotometrického
a polarografického stanovenia D-erytro-2-pentulézy vedla bp-arabindzy
a D-ribdzy.

Nepozndme metédy na priame stanovenie pentéz alebo hexéz, a preto
prevaznd védésina analytickych metdéd je zalozend na reaktivite degradaénych
produktov vzniknutych z monosacharidov predovsetkym v kyslom prostredi.
Napriklad uvedené monosacharidy nevykazuji v rozsahu 210—400 nm
vo vodnych roztokoch prakticky nijakdl absorpciu, avSak Gdinkom mineral-
nych kyselin vznikaji produkty so silne absorpénymi vlastnostami v ultra-
fialovej oblasti. Produkty monosacharidov, vzniknuté po6sobenim rézne
koncentrovanych roztokov kyseliny sirovej za laboratérnej teploty [1—3],
ako aj pri zvySenych teplotach [4, 5], m6zu byt podkladom pre ich. spektro-
fotometrické stanovenie. Je zname, Ze v mineralnych kyselinich za tepla
vznikd z pentéz predovsetkym fural a z hexéz 5-hydroxymetylfural, ktoré sa
mézu vyuzit na spektrofotometrické stanovenie tychto dvoch skupin mono-
sacharidov vedla seba [6]. Predpoklada sa, Ze v koncentrovanych roztokoch
kyseliny sirovej (napriklad 50 %,) za laboratérnej teploty nastava len otvorenie
poloacetalového kruhu monosacharidu a teda absorpcia prinalezi volnej
karbonylovej skupine prislusného monosacharidu [1]. L. L. Isenhour [7]
venoval pozornost kinetike a mechanizmu tvorby furalu z aldopentéz i keto-
pentéz vo vodnych roztokoch kyseliny solnej a kyseliny sirovej. Mnohé prace
st venované stanoveniu jednotlivych pentéz ich kvantitativnym prevedenim
na fural, oddestilovanim tohto s vodnou parou z reakéného prostredia [8]
a titraénym stanovenim furalu v kyslom prostredi za pouzitia bromiénanu
draselného ako titraéného ¢&inidla [9] alebo spektrofotometricky [10]. Fural,
resp. 5-hydroxymetylfural, vzniknuty z pentéz a hexdz, najdastejsie sa stano-
vuje kolorimetricky. Predovsetkym ide o kondenzaéné produkty tychto litok
s rozliénymi primarnymi aromatickymi aminmi [11, 12], polyfenolmi rezorci-
nového typu [13—15] a antrénom [16]. Vaésina z uvedenych prac sa zapodieva
stanovenim jednotlivych monosacharidov samotnych a len niektoré z nich
st vhodné pre stanovenie jednotlivych monosacharidov v ich zmesiach.
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Su vypracované fotometrické metéddy na stanovenie ketopentéz a ketohexoz
vedla seba za pouzitia rezorcinu [17] alebo cystein-karbazolu [18] v kyslom
prostredi. Metédy kvalitativneho a kvantitativneho stanovenia monosacha-
ridov a ich derivatov pomocou chromatografie na papieri st uvedené v pre-
hladnom referate [19].

Pre nase stidium vzdjomnej transformacie pentéz boli potrebné rychlejsie
a najmé Specifickejsie metédy na stanovenie ketéz vedla aldéz. KedZze do-
sial nebola vypracovana vhodna analytickd metéda na stanovenie keto-
pentéz vedla ich aldéz, venovali sme tomuto problému pozornost a vypracovali
sme metddu na stanovenie D-erytro-2-pentulézy vedla p-arabinézy a D-ribézy.

Experimentalna éast

Pristroje a chemikdlie

Spektrofotometrické merania sa uskutoénili na univerzdlnom spektrofotometri
fy Zeiss-Jena, NDR. VSetky meranja sa vykonali v 0,5 cm kremennej kyvete. Polaro-
grafické krivky sa registrovali na polarografe LP 55, Laboratorni piistroje, n. p., Praha.
Ako elektrolyzér sa pouzila Kalouskova nddobka s oddelenou merkurosulfatovou elek-
tréodou. Kapildra pri vyske rezervodra h = 60 cm mala prietokovii rychlost 3,7 mg/s
a dobu kvapky 2,7 s. Hodnoty tlmivych roztokov sa premerali na pH-metri Metrohm
typ E 148c.

D-erytro-2-Pentuléza sa pripravila izomerizéciou p-arabinézy varom v pyridine pocas
4 hodin [20]. Surovy produkt sa preéistil chromatograficky na celulézovej koléne za po-
uzitia vyvijacieho systému acetén—butanol—voda v pomere 7 2 1. Cistota D-erytro-
-2-pentuldzy sa preverila chromatografiou na papieri v systémoch: acetén —butanol — voda
v pomere 7 2 1, metyletylketén —butanol—voda v pomere 7:2 1, chloroform—
—kyselina octovd v pomere 7 2 nasytenou vodou. Absorpénd krivka p-erytro-2-pentu-
16zy v zmesi cystein-karbazol v prostredi kyseliny solnej je totoZné s krivkou uvedenou
v préci [18]. Cistd D-erytro-2-pentuléza, merans ako 2 9, vodny roztok, mala $pecifickt
otdcavost [a]; = —16,3. D-Arabinéza a p-ribéza (Lachema) sa prekrystalizovali z vodno-
alkoholickych roztokov. Ostatné chemikélie (kyselina sirovéd a tetraboritan sodny) boli
analytickej éistoty.

Pracovny postup

Z Dp-erytro-2-pentuldzy alebo zo zmesi D-erytro-2-pentuldzy, D-arabinézy a D-ribézy
sa navazi 5 mg vzorky do reakénej nddobky a pridd sa 10 ml odmerného 0,4 N vodného
roztoku kyseliny sirovej. Hned po rozpusteni vzorky sa reak®énd nddobka so zmesou
ponori do vriaceho vodného ktipela a nechd sa reagovat presne 15 minat. Reakcia sa za-
stavi prudkym ochladenim reakénej zmesi v ladovej vode. Fural vzniknuty reakciou
sa ihned stanovi bud priamo spektrofotometricky pri vlnovej dizke 278 nm, alebo polaro-
graficky zmieSanim reakénej zmesi s bordtovym tlmivym roztokom o pH 9,3 v po-
mere 1 1. Bordtovy tlmivy roztok obsahuje 0,4 N hydroxid sodny za ugelom neutralizécie
pritomnej kyseliny sirovej. Krivky sa registruji od —1,2V vzhladom na nasytent
merkurosulfétova elektrédu.
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Zistovanu koncentréciu D-erytro-2-pentulézy je najvyhodnejSie uréit pomocou ka-
libragnych grafov znézornujtcich zdvislosti absorbancii, resp. vysky polarografickych vin
od koncentrécie D-erytro-2-pentulézy.

Priemernd absolutna chyba stanovenia samotnej b-erytro-2-pentulézy obidvoma.
metédami v rozsahu 20—500 pg/ml neprevysuje +3 pg. Chyba stanovenia D-erytro-2-
-pentuldézy za pritomnosti p-arabinézy a p-ribézy v rozsahu 70—500 pg/ml je nizSia
nez 4 5pg pri celkovej koncentracii zmesi cukrov 500 pg/ml.

Spbsob stanovenia

Zo zésobného etanolového roztoku pentdz o koncentrécii 2 mg/ml sa odpipetovali potreb-
né mnozstvé do skiimaviek a po odpareni etanolu sa pridalo 10 ml odmerného vodného
roztoku kyseliny sirovej. Koncentraény rozsah kyseliny sirovej bol 0,1 — 1 M. Koncentrécie
jednotlivych pentéz v roztokoch kyseliny sirovej sa menili v rozmedzi 20—500 pg/ml
a v pripade ich zmesi sa celkovéd koncentrdcia udrziavala konStantne na 500 pg/ml.
Skumavky so skuSanymi roztokmi sa ponorili do vriaceho vodného kupela a vidy presne:
po jednej minute vyhrievania sa za¢al merat éas reakcie. Po uplynuti nastaveného ¢asw
sa reakcia zabrzdila prudkym ochladenim skimaviek v Iadovej vode a fural vzniknuty
v reakénych roztokoch sa ihned analyzoval fotometricky alebo polarograficky. Spektro-
fotometricky mozno sledovat tvorbu furalu priamo v reakénom prostredi meranim
absorpcie pri 278 nm, pretoZe ultrafialové spektrum furalu sa nemenilo v danych roz-
tokoch kyseliny sirovej. Az pri vysSich koncentrédcidch kyseliny sirove] nastdva pozoro-
vatelny posun obidvoch maxim furalu k vy$$im vinovym dizkam. Absorpéné maxims
furalu vo vode st pri 228 nm a 278 nm a v 50 9% H,SO, pri 234 nm a 288 nm. Polaro-
grafické krivky furalu vo vodnom roztoku kyseliny sirovej si madlo vyvinuté, a preto
na registréciu polarografickych kriviek furalu sa zvolil bordtovy tlmivy roztok o pH 9,3..
V tomto prostredi poskytuje fural jednu dobre vyvinutu dvojelektrénovu polarografickt
vlnu. Do bordtového tlmivého roztoku sa pridalo vidy také mnozstvo hydroxidu sod-
ného, aby presne zneutralizoval kyselinu sirovu pridant do tlmivého roztoku so vzorkou.

Vysledky a diskusia

Vypracovanie analytickej metédy na stanovenie D-erytro-2-pentulézy vedla
D-arabinézy a D-ribézy bolo zaloZené na rozdielnej rychlosti vzniku furalu
z uvedenych pentéz. Je zndme, Ze ketopentézy a ketohexézy vytvaraju
nepomerne labilnejSie poloacetilové kruhy nez zodpovedajice aldézy, ¢o sa
dokazalo aj polarograficky [21]. Lahsia tvorba furalu z ketopentéz, resp.
5-hydroxymetylfuralu z ketohexéz nez z prislusnych aldéz vo vodnych roz-
tokoch mineralnych kyselin za tepla uréite stivisi s pevnostou poloacetalového
kruhu. Nase poznatky st v rozpore s pracou [7], kde autori tvrdili, Ze rychlost
vzniku furalu z ketopentéz v kyslom prostredi je mensia nez z prislusnych
aldopentéz. Kvalitativny doékaz tvorby furalu z D-erytro-2-pentulézy je
na obr. 1. Vznik furalu z p-erytro-2-pentulézy za nadbytku kyseliny sirove;j
sa riadi reakénou rychlostou prvého poriadku (obr. 2). Absorbancia 4,, ktora.
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zodpoveda tplnej premene D-erytro-2-pentulézy na fural, vypoditala sa z mo-
larnej absorptivity ¢ [6] a md hodnotu 5,2. Z uvedenych zavislosti vidiet,
Ze pri dlhsich ¢asoch a najmé vyssich koncentraciach kyseliny sirovej nastdva

Obr. 1. Ultrafialové spektrum &istého fu-

0 J ralu (O) a furalu vzniknutého z p-erytro-
log A -2-pentulézy (x) v 0,4 N vodnom roztoku
kyseliny sirovej pri 100 °C poéas 15 minut..
Absorpéné krivky merané pri 1 10-4m
furalu a 3,3 .10-* M D-erytro-2-pentuldzy.
-05 .
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Obr. 2. Kinetika vzniku
furalu z p-erytro-2-pentu-
lézy vo vodnych rozto-
koch kyseliny sirovej pri
teplote 100 °C.

Koncentrdcia p-erytro-2-
-pentulézy bola 50 mg/l.
Krivka 1. 1,00; 2. 0,50;
3. 0,25; 4.0,10 m-H,SO0,.
Vznik furalu zistovany
spektrofotometricky pri

vlnovej dizke 278 nm. 40 80 120 60 I Cmind
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odklon zistenych hodnét od linearity, ¢o je zrejme sp6sobené rozkladom
urditej dasti vzniknutého furalu. Zo zdanlivych rychlostnych konstant sa vy-
poéitala prava rychlostna konstanta tvorby furalu; £ = 1,4 10-21mol—! min—!.
Za danych reakénych podmienok podlieha dehydratacii na fural menej nez

1 9%, p-arabinézy, resp. D-ribézy (obr. 3).

Obr. 3. Ultrafialové spektrd furalu vznik-
nutého z p-erytro-2-pentulézy (O), p-ara-
bindézy (A) a p-ribézy (x) v 0,4 N roztoku
kyseliny sirovej pri teplote 100 °C pocas

15 minut.

Obr. 4. Kalibra¢ny graf spektro-
fotometrického stanovenia D-eryt-
ro-2-pentulézy samotnej (O) alebo
v zmesi s D-arabinézou a D-rib6-
zou (X ) na zdklade vzniku furalu
v 0,4 N roztoku kyseliny sirovej
pri 100 °C poéas 15 minut.
V pripade zmesi celkovd kon-
centricia pentéz bola v celom
rozsahu konstantnd (500 pg/ml),
pricom koncentrécia D-arabinézy
a D-ribézy sa udrziavala pri kon-
Stantnom pomere 1 1. Absorban-
cia furalu (4) sa merala pri
278 nm.

300 400 nm

100

200

300 200 g mi
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Na zdklade uvedenych kinetickych merani sa zvolili optimalne podmienky
stanovenia D-erytro-2-pentulézy vedla bD-arabinézy a bD-ribézy. Spoéivaju
v zahrievani uvedenych pentéz alebo ich zmesi na vriacom vodnom kipeli
po dobu 15 mintt v 0,4 ¥ vodnom roztoku kyseliny sirovej. Na obr. 3 st uve-
dené ultrafialové spektra furalu vzniknutého za danych podmienok z jed-
notlivych pentéz pri maximalnych koncentraciach (500 pg/ml). Platnost
Lambertovho—Beerovho zakona a vhodnost pouzitia danej metédy pre
analytické stanovenie D-erytro-2-pentulézy samotnej alebo v zmesi s D-ara-
binézou a D-ribézou je vyjadrena na obr. 4. Ako vidiet, v pripade samotnej
D-erytro-2-pentulézy je metéda pouzitelnd v celom skisanom rozsahu kon-
centracif, t.j. 20—500 pg/ml. V pripade zmesi mozno metédu pouzit v roz-
medzi 70—500 pg/ml D-erytro-2-pentulézy. Pretoze za uvedenych podmienok
vznikéd z p-arabinézy a D-ribézy velmi malé a porovnatelné mnozstvo furalu
(obr. 3), je mozné, vychadzajic zo strednej hodnoty absorbancie tychto
dvoch pentdz, zostrojit kalibraény graf pouzitelny pre stanovenie D-erytro-
-2-pentulézy v celom rozsahu (obr. 4).

Okrem spektrofotometrie sa pre stanovenie furalu pouzila aj polarografia
ako analytickd metéda. Z vyskasanych prostredi sa najlepsie osveddil bordtovy
tlmivy roztok o pH 9,3. V tomto prostredi, ako sme uz spomenuli, poskytuije
fural jednu dobre vyvinuti dvojelektréonova vinu. Pritomnost nezreagovanej
D-erytro-2-pentulézy nerusi polarografické stanovenie furalu (obr. 5). Priklad
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Obr. 5. Koncentraénd zévislost furalu vzniknutého z p-erytro-2-pentulézy v 0,4 N roztoku
kyseliny sirovej pri teplote 100 °C pocéas 15 minut.

Koncentrécia p-erytro-2-pentulézy v reakénom prostredi: 1. 20; 2. 40; 3. 80; 4. 160;

5. 240; 6. 320; 7. 400; 8. 480 pg/ml.
Polarografické krivky vzniknutého furalu registrované v bordtovom tlmivom roztoku
o pH 9,3. Stanovované vzorka sa zmieSala s tlmivym roztokom v pomere 1 1. Krivky

registrované od —1,2 V; 200 mV/absc.; merkurosulfdtové elektréda; b = 60 em; S = 1/5;
= 20 °C.
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Obr. 6. Koncentraéné zdvislost furalu vzniknutého z p-erytro-2-pentuldézy za pritomnosti
D-arabindzy a p-ribézy v 0,4 N roztoku kyseliny sirovej pri teplote 100 °C podas 15 minftt.
Koncentracie D-erytro-2-pentulézy: 1. 20; 2. 50; 3. 100; 4. 150; 5. 200; 6. 300; 7. 400;
8. 500 pg/ml; koncentrdcie p-arabinézy a D-ribézy v pomere 1 1 = 1. 480; 2. 450;
3. 400; 4. 350; 4. 300; 6. 200; 7. 100; 8. 0 pug/ml.
Polarografické krivky vzniknutého furalu registrované v bordtovom tlmivom roztoku
o pH 9,3. Stanovovand vzorka sa zmieSala s tlmivym roztokom v pomere 1 1. Krivky
registrované od — 1,2 V; 200 mV/absc.; merkurosulfdtové elektréda; h = 60 cm; S = 1/5;
t = 20 °C.

pouzitia polarografie na stanovenie D-erytro-2-pentulézy vedla D-arabindzy
a D-ribézy je na obr. 6. Polarografii mozno dat v niektorych pripadoch pred-
nost, pretoze je pouzitelnd aj za pritomnosti latok, ktoré neumoziuji pouzitie
spektrofotometrie. Dalej z polarogramov (5, 6) vidiet, Ze na registraciu kriviek
sa pouzila pomerne vysokd citlivost galvanometra. Optimalna koncentracia
D-erytro-2-pentuldézy lezi v rozsahu 0,5—5 mg/ml, éo znamen4, ze polarografiu
mozno lepsie vyuzit pri vysSich koncentracidch p-erytro-2-pentulézy. Z uve-
deného vyplyva, 7e spektrofotometria a polarografia sa v danom pripade
nielen nahradzujd, ale predovsetkym aj dopinaj.

Dakujeme M. Saliniovej, A. Kiskovi a A. Sedldkovi za technicki pomoc.

OHNPEJEJIEHUE p-9PUTPO-2-IEHTVYJIO3bI B IIPUCYTCTBHUN p-APABMHO3bI
1 p-PUBO3HbI

M. ®enoponbko, K. JIunek

Xumnuecknit nHctuTyT COBALKON aKaZeMuy HayK,
Bparucnasa

B pa6ore namui, 4TO D-dPUTPO-2-NEHTYJI03a AErMAPATUPYETCA HA (GYypoa B BOAHBIX
pacTBopax cepHoit KucaoTel mpu 100° ropasmo OwicTpee, ueM D-apabuHO3a U D-pubosa.
O6pasoBanue (ypoja M3 D-3PUTPO-2-MEHTYJIO3bl MpU M3GBITKE KHCIOTH OMNMCHIBAETCA
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KMHeTUYeCKUM YPaBHEHNEM CKOpPOCTM peakuuit nepBoro mnopsamka. lleiicTBUTeJbHAaA KOH-
craHTa ckopocTu oOpasoBaHuMA Qypoiaa paBHa 1,4 107* s . moab™! . mur.”! pu Temimepa-
Type 100° Ha ocHOBe NOJIy4YeHHBIX KMHETHMYECKMX MAHHHIX OBLIM HalileHBl ONTHMAJIbHHIE
YCIOBUA NJIA AHAJMTUYECKOT'O OMNpefesleHUA D-dPUTPO-2-MEeHTYJI03bl B NPUCYTCTBUM D-apa-
61HO3B M D-pu603pl. OHM 3aKIIOYAIOTCA B HArpeBaHMU MPHBEAEHHON cMecHM HAa Kumnamiei
BOjAAHON OadHe B 0,4 N pacTBOpe CepHOI KUCJIOTH B TedeHue 15 muHyT. Ilomyuusmwmiics
13 D-2pUTPO-2-TIEHTYJI03 (YypOJI ONpefesAlicA MIU e INPAMO CIHeKTPOPOTOMETPUYECKH
TIpU [JIVHE BOJHBI 278 mm UM ke mojasaporpaduyecku B GoparHom Oydepe mpu pH 9,3.
CpennAaa abcomoTHasA omHOKA ONIpeAeNeHHA CaMOif D-3PUTPO-2-TIIEHTYJO3H JTHMH JBYMHA
MeTofaMu B nHTepBaye 20—500 pe/ma He npessimaeT + 3 pe. Ommbka onpefeeHNsa D-dpUT-
PO-2-TIEHTYJI03Bl B TPUCYTCTBUM D-apabMHO3BI M D-pu003H B MHTepBasne 70—500 we/ma
FABJIAIETCA MeHblle, YeM +5 ue nmpu oO0lleil KOHIEHTpaLUU CMecH caxapoB 500 pe/ma.

PreloZila T. Dillingerova

BESTIMMUNG VON p-ERYTHRO-2-PENTULOSE NEBEN p-ARABINOSE
UND p-RIBOSE

M. Fedoronko, K. Linek

Chemische Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften,
Bratislava

In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, daB p-Erythro-2-pentulose in wéaBrigen
Schwefelsdurelsungen bei 100 °C unverhéltnisméBig rascher zum Furfurol dehydratisiert
als D-Arabinose und p-Ribose. Die Bildung von Furfurol aus p-Erythro-2-pentulose
bei einem UberschuB von Sdure richtet sich nach der fiir die Reaktionsgeschwindigkeit
erster Ordnung gultigen Gleichung. Die wahre Geschwindigkeitskonstante der Ent-
stehung von Furfurol ist 1,4.10-*1.mol~!. Min.~! bei einer Temperatur von 100 °C.
Auf der Grundlage der erhaltenen kinetischen Angaben wurden die optimalen Bedin-
gungen der analytischen Bestimmung von bD-Erythro-2-pentulose neben bD-Arabinose
und p-Ribose ausgearbeitet. Sie beruhen in einem Erhitzen des angefilhrten Gemisches
auf einem siedenden Wasserbad in einer 0,4 N Schwefelsdurelosung wéihrend der Dauer
von 15 Min. Das durch diese Reaktion aus p-Erythro-2-pentulose entstandene Furfurol
wird entweder direkt spektrophotometrisch bei einer Wellenlinge von 278 nm, oder
polarographisch im Boratpuffer bei pH 9,3 bestimmt. Der durchschnittliche absolute
Fehler der Bestimmung der p-Erythro-2-pentulose nach diesen beiden Methoden im Be-
reich von 20—500 pg/ml {bersteigt nicht 43 pug. Der Fehler der Bestimmung von
D-Erythro-2-pentulose in Gegenwart von D-Arabinose und D-Ribose im Bereich von
70—500 ug/ml ist niedriger als 45 pg bei einer Gesamtkonzentration des Gemisches
der Zucker von 500 pg/ml.

Prelozil K. Ullrich
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