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Voorwoord. 

Bij het samenstellen van de tekst verwijlden mijn ge­

dachten vaak bij de herinnering aan Professor A, DE VLEESCHAUWER. 

Onder zijn hegeesterende invloed werden immers, in verband met dit 

werk, de eerste ideeën geformuleerd. Ik draag dan ook met een diep 

gevoel van erkentelijkheid graag de bekomen resultaten aan zijn ge­

dachtenis op. 

Bij het neerleggen van dit proefschrift gaan mijn gevoelens 

van diepe erkentelijkheid naar mijn Promotor, Professor Dr. YM DEtl 

HENDE. Spijts het vele werk dat zijn aandacht volledig opeiste, nam 

hij de ondankbare taak op de schouders om mij verder bij te staan 

in het afwerken van de reeds op stapel gezette experimenten. Graag 

betrek ik in dezelfde hulde de Heren Professoren juryleden en in 

het bijzonder Professor K. EETORICKX en Professor Dr. SCIIA&ÏP met 

wie ik vele malen mocht discussieren bij het uitvoeren van de ex­

perimenten en bij het samenstellen van de tekst. 

Mijn dank gaat uiteraard ook naar het Bestu'ur voor Land­

bouwkundig Onderzoek onder wiens auspiciën ik de gelegenheid kreeg 

om de vereiste proefnemingen te kunnen uitvoeren op het Rijkszuivel-

station en op het Proefstation voor Zeevisserij. Graag richt ik ook 

een bijzonder woord van dank aan het technisch personeel. De nauw­

gezetheid waarmede de experimenten uitgevoerd werden heeft in een 

belangrijke mate tot de verwezenlijking van dit proefschrift bijge­

dragen. 

Tenslotte dank ik allen op wier kennis en ervaring ik in 

de loop van dit werk beroep heb gedaan en die hier niet zouden ver­

meld zijn. 



De Fotochemische Bestruktie van het 

1—Ascortinezutir 

in aanwezighi- id van Rihof lavine als Potosensihilisator» 

1, Inleiding. 

Me is zich nog maar kort geleden bewust geworden van 

de belangrijk" rol, die riboflavine als fotosensibilisator in de 

natuin? kan vervullen (l). Een van de belangrijkste onderzoekings­

domeinen, waarin het gedrag van vitamine B_ als fotosensibilisator 

naar voor getieden is, zijn de technologische studies die verricht 

worden in verVand met het ontstaan van smaakgebreken in de melk. 

Het ontrafeler van de mechanismen, waardoor de koneumptiemelk in 

organoleptiscbe kwaliteit vermindert, is een bijzonder complex 

studieobject. Daar de ontwikkeling van de smaakgebreken in grote 

mate afhankel: jk is van het zuvir stof gehalte in de melk (2, 3, 4, 5), 

heeft dit probleem een belangrijke ekonomische achtergrond gekregen, 

tengevolge vai de suksesvolle asuapak van de hygiënische melkwinning, 

—bewerking en -distributie. 

Onderzoekingen hebben aan het licht gebracht, dat de ge­

voeligheid var de melk ten aanzien van het ontstaan van de smaakge­

breken in het algemeen afhankelijk is van het seizoen (6, 7, 8, 9), 

van de voeding: (6, 10, 11, 12, 13, 14, 15, l6, 17, 18), van het ras 

en het indivicu (6, 19, 20, 21) en van de behandeling van de melk, 

in het bijzone er van het pasteviriseren, het homogeniseren en het 

transporteren (6, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 20, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 

35, 36, 37). 
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Met uitzondering van het zuurstofgehalte, zijn de opgesomde 

faktoren echter van sekundair belang. Ze beïnvloeden weliswaar de 

vormingssnelheid van de smaakstoffen, maar zijn geen absolute vereiste 

voor de ontwikkeling van deze stoffen. Momenteel wordt vooropgesteld, 

dat de smaakstoffen gevormd worden door de oxydatie van labiele ver~ 

bindingen en dat deze degradatie reakties gekatalyseerd worden door 

zware metaalionen, door enzymen en door het licht. 

1.1. De chemische ozydaties. 

Tot deze klasse rekent men de afbraakreakties die onder de 

invloed van de katalytische werking van metaalionen tot stand komen. 

Reeds in 1930 is vastgesteld geworden (38) dat zware metaalionen een 

belangrijke vermindering van de organoleptisohe kwaliteit van de melk 

konden veroorzaken. Uitvoerige studies zijn ondernomen geworden door 

BROM & medewerkers (il, 12, 22, 23), OLSON & BROWN (39), EPPLE & 

HORALL (40), KRUKOVSKY & GUTHRIE (41), DE VLEESCHAUWER & medewerkers 

(42, 43, 44, 45), KRUKOVSKY (46), STRIBLEÏ & medewerkers (37) en door 

GODED y MUR (47). Al deze onderzoekingen brachten aan het licht, dat 

zowel in de vetfaze als in de waterige faze degradaties tot stand 

komen. De smaakgebreken worden echter hoofdzakelijk toegeschreven 

aan de oxydatieve afbraak van de onverzadigde vetzuren. Al naar ge­

lang de ligging van de doorbroken dubbele binding ontstaan hieruit 

lagere vetzuren en carbonylverbindingen. Het groot aantal voorhanden 

zijnde vetzuren resulteert uiteraard in een zeer complex mengsel van 

afbraakprodukten en het wekt dan ook geen verbazing te moeten vast­

stellen dat de precise toedracht nog niet helemaal opgehelderd is, 

In het licht van deze vooropstelling werd de verdeling nagegaan van 

toegevoegde koper- en ijzerionen tussen de eiwit- en de vetfraktie 

(48, 49). In overeenstemming met de onderzoekingen van THURSTON & 

medewerkers (50) postuleerde KRUKOVSKY (46) de hypothese, dat een 
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onderscheid dient gemaakt te worden tussen de oxydatiesmaken, die 

afkomstig zijn van de degradaties van de vetten, en de smaakstoffen, 

die hun oorsprong vinden in de oxydatieve veranderingen van de fos-

folipiden. De mogelijke oxydatieve degradatie van laatst genoemde 

verbindingen en het verband met de oxydatiegebreken werd nagegaan 

(51, 52, 53) en door STAEK & FORSS (54) wordt de mening verdedigd, 

dat de oorsprong van de smaakgebreken in afgeroomde melk bij die 

afbraakreakties te vinden is, 

Hei ligt voor de hand aan te nemen, dat de vorming van de 

smaakstoffen kan voorkomen worden, door ieder kontakt tussen de melk 

en het koper, het ijzer of de legeringen hiervan te vermijden. De 

onderzoekingen van LUSAS & medewerkers (55) en van DUNKIEY & KUfQ (56) 

hebben echter aangetoond, dat een dergelijke voorzorgsmaatregel lang 

niet altijd leidt tot een voldoening gevende toestand. Het van na­

ture uit aanwezige koper (0,2 - 0,3 ppm) wordt namelijk geadsorbeerd 

door de gebruikelijke roestvrije apparatuiïr en vormt dan plaatselijke, 

zeer reaktieve oxydatiezones. Antioxydanten (l7> 57> 58, 59) en kom-

plexerende verbindingen (60) zijn onderzocht geworden op hun waarde 

als bestrijdingsmiddel van deze smaakgebreken. Nadat OLSON & BPOWBT 

(61) er in geslaagd waren de vorming van de smaakstoffen te remmen 

met behulp van glutathion, zijn tal van onderzoekingen aan de vrij­

stelling van de sulfhydrilgroepen in melk gewijd geworden (62, 63, 64). 

Ook het mogelijke verband tussen de vrijstelling van de sulfhydril­

groepen, de smaakontwikkeling en de gebruikte temperatuur-duur koci-

binatie bij heb steriliseren en het pasteviriseren (29, 31 > 65, 66^ 

67) is uitvoerig onderzocht geworden. In overeenstemming met de al­

dus bekomen gegevens zijn RUSSELL & DAHL (68) er in geslaagd om de 

smaakgebreken tegen te gaan door 0,2 ^ magere melkpoeder toe té 

voegen aan melk en melkprodukten. 
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1.2. De eazyraatische cïxydaties. 

KEtTDE (cfr GREENJBAM: 69) meende reeds in 1931 , dat de 

smaakgehreken een gevolg kunnen zijn van enzymatische reakties. Aan 

deze stelling is lang getwijfeld geworden (69). De hewaring bij lage 

temperatuur aktiveert immers de vorming van de smaakstoffen en pH 

veranderingen van de grootte orde van 0,1 pH eenheid kunnen een uit­

gesproken invloed hehhen op het proces van de smaakvorraing. In 1954 

heeft GREENBANK (70) vastgesteld dat het xanthineozydase smaakgehreken 

veroorzaakte. Deze waarneming is bevestigd geworden door de onder­

zoekingen van KURAMOTO (71), AURAHD (72, 73) en van SMITH & DUNKLET 

(74). 

1.3. De fotochemische cStydaties. 

Meer dan vijfentwintig jaar geleden formuleerden FLAKE * 

medewerkers (75> 76) op grond van hun waarnemingen het besluit, dat 

het zonlicht aanleiding geeft tot het ontstaan van een smaakgebrek. 

Aanvankelijk is dit verschijnsel niet als een oxydatie herkend ge­

worden (77)» Aan de hand van hun resultaten hebben WEINSTEIN' & mede­

werkers (4, 20, 30, 78? 79) gemeend de oorsprong van de lichtsmaken 

in een minorkomponent van de weieiwitten te kunnen lokaliseren. 

PATTON & medewerkers (80, 8I, 82) zijn nog verder gegaan en meenden 

uit lavn waarnemingen te mogen afleiden, dat de oxydatie van het 

methionine de oorsprong is van de lichtsmaken. Deze konklusie wordt 

gesteund door het werk van ORO & medewerkers (83) , die er in slaagden 

het methional af te zonderen en die de organoleptische eigenschappen 

van dit produkt bestudeerden. De hypothese van PATTON wordt verder 

gesteund door het feit dat in waterige oplossingen de fotooxydatie 

van aminozuren in aanwezigheid van een fotosensibilisator (methyleen-

blauw) aangetoond is (84), door het feit dat uit de onderzoekingen 
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van STRAUSS & ITICKERSON (85, 86) gebleken is dat het rihoflavine als 

fotosensibilisator op kan treden en door het feit dat een toename van 

de vrije aminozuren in de melk blijkbaar de snelheid van de tot stand-

koming van een smaakgebrek verhoogt (87). 

TTochtans zijn niet alle experimentele gegevens in overeen­

stemming met de stelling van PATTON. PRODAHSKI (88) kon geen, en 

meer recente onderzoekingen (89) konden slechts kleine hoeveelheden 

vrij methionine in melk aantonen, SAMUELSSON (90, 91) meende dat he 

methionine onder de invloed van het licht uit meer complexe verbin­

dingen vrijgesteld zou worden, maar zijn experimenten met di— en 

tripeptiden van methionine mislukten. Tussen de konoentratie aan vrije 

aminozttren in melk en de snelheid waarmede het smaakgebrek tot ont­

wikkeling kwam konden HENDRICKS & medewerkers (89) op grond van hun 

waarnemingen nog geen verband vinden. AURAND & medewerkers (92) heb­

ben ondertussen de mening vooropgezet dat een reaktie van het trypto-

phaan eigenlijk aan de basis van het smaakgebrek zou liggen. WHISFER 

& KEENEÏ (93, 94) vonden inderdaad geen methional in melk, maar deze 

onderzoekers achten het niet uitgesloten dat die verbinding via 

andere reakties zou verdwijnen. 

In ieder geval bezitten de fotonen, die door het zichtbare 

licht getransporteerd worden, een te geringe energieinhoud om door 

een rechtstreekse aktie veel degradaties te laten doorgaan. In melk 

dienen derhalve stoffen voorhanden te zijn, die na de opname van der­

gelijke fotonen de energie kunnen overdragen op min of meer gedesta­

biliseerde verbindingen. Tot de laatst genoemde soort verbindingen 

worden stoffen gerekend met een elektronegatief stikstof- of zwavel-

atoom (saroosine, glycine, alanine, N-nnethylalanine, E.D.T.A, en 

methionine) en het l-ascorbinezuvir, zoals duidelijk volgt uit de 

onderzoekingen van DE VLEESCHAUWER <3b medewerkers (95). Als licht-
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absorberend systeem komen vitamine A en de carotenen {96^ 97j 98, 99) 

en het ribof lavine in aanmerking. In het werk van DE ITLEESCHAUWEIR & 

medewerkers (45) en van VELAIïDER & PATTON (lOO) wordt duidelijk aan­

getoond, dat het vitamine Bp tussenkomt bij de ontwikkeling van de 

smaakgebreken. Wanneer de melk bevrijd wordt van het aanwezige ri­

bof lavine door het te adsorberen op een kolom florésil, dan komt he-

smaakgebrek bij het belichten niet tot stand. Wordt aan dergelijke 

melk terug riboflavine toegevoegd, dan ontwikkelt zich de liohtsmaak 

wel. Verder tonen de resultaten van HETORICKX & medewerkers (lOl) aan 

dat de riboflavine vrije melk een belangrijk groter reflekterend ver­

mogen heeft voor licht met een golflengte die door het vitamine Bp 

opgenomen kan worden. 

Ten onrechte wordt vaak gemeend, dat alleen een direkte 

zonebestraling aanleiding kan geven tot het smaakgebrek. Diffuus 

daglicht en kunstlicht, zowel van gloeilampen als van f]uorescentie-

buizen veroorzaken dezelfde reakties (l02, 103, IO4, 45)« Uiteraard 

wordt de beste bescherming bekomen door d© melk zo weinig mogelijk 

bloot te stellen aan om het even welk© vorm van licht. Voor de dis­

tributie van drinkmelk zijn ondoorlatend© of licht absorberende ver­

pakkingen dan ook ten zeerste aan te bevelen (lOO, IO4, 105, 106, 

107), ofschoon bij het laatst vermelde type rekening dient gehouden 

te worden met het feit, dat de geabsorbeerde energie omgezet wordt 

in warmte en derhalve moeilijkheden van bakteriologische aard kunnen 

optreden (108), Uitvoerige gegevens betreffende de temperatuurs-

stijging bij het bestralen van melk in diverse verpakkingen worden 

gegeven door HETORICKX (109), 

1 ,4. De terminologie. 

Voor het aanduiden van de organoleptisoh vastgestelde 

veranderingen worden in de literatuur vele benamingen gebruikt, zo-
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als talkig, vissig, ranzig, geoxydeerd, geaktiveerd, karton siraak, 

lichtsmaak, enz. Meer en meer worden echter slechts twee grote 

groepen van smaakgehreken weerhouden, namelijk de geoxydeerde smaken 

en de liohtsmaken. Hierbij wordt de term van geoxydeerde smaken 

voorbehouden aan de verschijnselen die zich afspelen in de vetfaze, 

wat ook de katalysator is. Smaakgehreken die onder de invloed van 

een sensihilisator en licht in de vetfaze tot stand komen, noemt men 

momenteel dus ook oxydatiesmaken. 

Be term liohtsmaken wordt dan voorbehouden aan de organo-

leptische veranderingen die in aanwezigheid van een fotosensibilisator 

en licht in de waterige faze van de melk tot stand komen, ofschoon 

chemisch gezien de reakties «aardoor de smaakstoffen gevormd worden 

uiteraard oxydaties kunnen zijn» 

1.5. De rol van het l-*scorbinezuur in de vorming van de smaakge— 

breken. 

Het verdwijnen van het 1-ascorbinezuur in melk waarin onder 

de invloed van metaalionen of van het licht smaakgebreken ontstaan, 

is een van de markantste feiten, die uit de literatuvir naar voor 

treden. Talrijke onderzoekers hebben dan ook gepoogd om de rol van 

het l-ascorbinezuur in het smaakvormingsproces te achterhalen, maar 

de bekomen resultaten laten niet toe om een welbepaalde stelling als 

de meest waarschijnlijke naar voor te halen. 

Op grond van de algemene eigenschappen van het 1-ascor— 

binezutir kan verwacht worden, dat deze verbinding de redoxpotentiaal 

van melk zal verlagen en derhalve de oxydaties zal tegenwerken. Tal 

van onderzoekers zijn tot dergelijke konklusie gekomen (llO, 111, 112, 

113, 114> 115). Verder, en in overeenstemming met dit standpunt, 
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stelde GOUID 1,116) vast, dat de daling van het reducerend vermogen 

van melk bij het belichten of na een kontaminatie met koperionen toe­

geschreven moot worden aan het verlies van het l-ascorbinezuui-. Ook 

in recente onderzoekingen is men toi de bevinding gekomen dat het 

1-ascorbinezuur de vorming van de smaakgebreken tegengaat (II7). 

Andere onderzoekers (23, 39» II8) aanvaarden wel het feit 

dat het l-ascorbinezuur de vorming van de smaakgebreken zou tegengaan, 

maar dat dit slechts zou kunnen gebeuren onder de voorwaarde dat het 

1-ascorbinezuur gestabiliseerd is. Blijkbaar vond men bij deze on­

derzoekingen een parallelisme tussen de vertraging in de destruktie 

van het 1-asc^rbinezuur en de snelheid waarmede de smaakstoffen ge­

vormd werden. Het toevoegen van 1—ascorbinezutir aan melk zou dan ook 

resulteren in een sterkere smaakontwikkeling, indien men er niet in 

slaagt de afbraak van die verbinding af te remmen. Deze hypothese 

houdt dus rekening en met de redoxpotentiaal verlagende eigenschappen 

van het 1—ascorbinezuur en met de zeer merkwaardige karakteristiek 

van deze verbinding om geïnduceerde oxydaties te veroorzaken. Volgens 

GODED Y MUR (4?) heeft de toevoeging van lactose de gewenste ver­

hoging van de stabiliteit van het 1—ascorbinezuur voor gevolg, maar 

deze resultaten zijn niet in overeenstemming met de onderzoekingen 

van HOLMES (ll9). 

Aan de hand van het werk van GRBENBANK (l20) kan een 

korrelatie tussen de veranderingen van de K potentiaal en de toename 

van de smaaks;offen echter betwist worden. De proeven, die door deze 

onderzoeker u'tgevoerd geworden zijn, tonen aan, dat de redoxpoten— 

tiaalverlaging door het toevoegen van 1—ascorbinezuur verwaarloosbaar 

klein kan zijn, terwijl de vorming van de smaakstoffen toch achterwege 

blijft. Ook de experimenten van LARSEN & medewerkers (36) zijn in 

dit opzicht laerrijk. Het bleek namelijk, dat een homogenisatie wel 
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de melk beschermde tegen het ontstaan van smaakgebreken, maar niet 

tegen de veranderingen in de E, potentiaal. GODED Y lOTR (l2l) daart 

tegen legt wel een verband tussen de veranderingen van de redoxpotcr-

tiaal en het ontstaan van de smaakstoffen. 

Een derde werkhypothese kent een belangrijk aandeel toe 

aan de verhouding tussen het 1-ascorbinezuur en de som van het 1—as-

corbinezuur en het dehydro-l-ascorbinezuiir (41? 77 j 122) in de reakticf 

die tot de vorming van de smaakstoffen leiden. Deze laatste zouden 

slechts gevormd kunnen worden wanneer de bedoelde verhouding groter is 

dan 0,4 en de gevormde smaakkomponenten zouden opnieuw vernietigd 

worden, wanneer de verhouding groter wordt dan 0,7. De gedeeltelijke 

afbraak van het l-ascorbinezutir is derhalve een conditio sine qua non 

voor de tot stand koming van de smaakgebreken, zodat een snelle en 

totale vernietiging van deze verbinding een bescherming zou opleveren 

tegen het tot stand komen van het gebrek. De experimenten van 

CÏÏILSON & medewerkers (l23) schijnen deze veronderstelling te steur3 

Het vernietigen van het 1—asoorbinezuur kan echter niet gebeuren doo:? 

een belichting, daar onder deze voorwaarden een lichtsmaak tot ui-;,!: , 

komt. Daartegenover hebben GJESSING & TROUT (65) vastgesteld, dat na 

het verdwijnen van het 1-ascorbinezutir sommige raelkmonsters geen, 

andere melkmonsters wel smaakgebreken vertoonden in de aanwezigheid 

van koperionen. 

Voor wat de fotochemisch veroorzaakte smaakgebreken be­

treft, heeft PATTON (81) nog een ander hypothese voorgesteld, name­

lijk, dat de aanwezigheid van dicarbonylverbindingen in het algeme»'" 

en de aanwezigheid van het dehydro—1-ascorbinezuur in het bijzonder; 

de vorming van de smaakstoffen zou katalyseren. Volgens DUKKLEY & 

medewerkers (II7) zou het 1—ascorbinezuijr in geen geval de vorming 

van de lichtsmaak remmen. 
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Een groot aantal onderzoekers (4, 27, 42, 43, 45, 105? IO6, 

107, 124, 125, 126) veronderstellen het bestaan van een parallelisme 

tussen het verdwijnen van het 1-ascorbinezuur en het ontstaan van de 

smaakgebreken en gebruiken de afbraakreaktie van het l-ascorbinezuur 

als een indikatorreaktie voor de studie van het probleem van de smaak­

gebreken. 

Slechts in een enkel onderzoek (127) is de mening vooropge­

zet geworden, en wel na de statistische verwerking van een groot aan­

tal resultaten, dat er geen verband zou bestaan tussen het verdwijnen 

van het l-ascorbinezuur en de pntwikkeling van de smaakgebreken, 
V 

/ 
Ondanks het groot aantal onderzoekingen, die betrekking 

hebben op het 1—ascorbinezuur in het kader van de ontwikkeling van de 

smaakgebreken, ondanks de vaak sterk uiteenlopende, soms tegenstrijdige 

interpretaties die aan de bekomen resultaten gekoppeld worden, ondanks 

het feit dat de afbraaksnelheid (128) eventueel een maatstaf zou kun­

nen zijn voor de gevoeligheid van een melkmonster ten opzichte van de 

ontwikkeling van de smaakgebreken en ondanks het feit dat de afbraak 

een testreaktie zou kunnen zijn om de evolutie van het gebrek te 

volgen is het opmerkelijk dat zo weinig aandacht aan het verzamelen 

van kinetische gegevens over de afbraak van het l-ascorbinezuur is 

besteod geworden, 

1.6, Be ojcydatieve degradatie van het l-ascorbinezuxor. 

1,6.1. Chemische informaties. 

De oxydatieve afbraak van het l-ascorbinezuur is uit­

voerig onderzocht geworden door HERBERT & medewerkers (l29), Volgens 

deze onderzoekers wordt het l-ascorbinezuur door het verlies van twee 

waterstofatoraen eerst omgezet tot het dehydro-1-ascorbinezuur. Deze 
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reaktie is onder fysiologische kondities'reversiebel. Onder dezelfde 

voorwaarden wordt echter ook de laktonring opengebroken, zodat het 

dehydro-l-ascorbinezuur irreversiebel omgezet wordt tot het 2,3-diketo-

1-gulonzuur. Bij het verder doorvoeren van de oxydatie wordt de mole-

kule opgebroken in twee stukken, waarbij het oxaalzuvu? en het 1-threon-

zu\;ir gevormd worden. Dit schema wordt thans algemeen aanvaard, of­

schoon momenteel niet met volledige zekerheid uitgemaakt is of het 

1-ascorbinezuur de twee waterstofatomen in één enkele of in twee op­

eenvolgende stappen verliest. Op grond van hvn onderzoekingen over 

de reduktie van het fosfowolframzuur hebben BEZSSONOFF & medewerkers 

(130) het bestaan van een mono-dehydro-1—asoorbinezuur gepostuleerd. 

CATTMEO & SAHTORI (l3l) zijn er evenwel niet in geslaagd deze tussen­

vorm aan te tonen bij het pola:i«'Ografisch onderzoek van de oxydatie van 

het 1-ascorbinezuur. Het gebruik van deze techniek heeft echter de 

vooropstelling van een tussenvorm met zeer korte levensduur voor ge­

volg gehad. Dit tussenprodiikt ontstaat door het gelijktijdig verlies 

van beide protonen (l32). 

Wanneer de omzetting van het 1-ascorbinezuur met chemische 

analyse methodes gevolgd wordt, zal dergelijk tussenprodukt uiteraard 

niet gedetekteerd worden en zal alleen de totaalreaktie bestudeerd 

worden t 

+ 2 e 
1- ascorbinezuur _—. > dehydro-l-ascorbinezuur 

Een en ander wordt weergegeven in het hierbij gevoegde schema (figuur 

1). 

1.6.2. Kinetische gegevens over de oxydatieve afbraak van het 

1—ascorbinezuur onder de invloed van metaalionen. 

Aanvankelijk is vooropgesteld geworden dat de oxydatieve 
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afbraak van het l-^ascorhinezuur onder de invloed van metaalionen zou 

verlopen volgens een reaktie van de nulde orde (77)» Studies op 

waterige oplossingen (l33, 134, 135, 136, 137» 138) en op melk (139) 

hebben echter aangetoond, dat het l-asoorbinezuur onder deze voor­

waarden volgens een reaktie van de eerste orde tot het dehydro-l-as-

corbinezuur omgezet wordt. Hierbij dient aangestipt te worden, dat de 

afwijkingen van de resultaten ten opeiohte van de mathematische wet 

eigenlijk vrij groot zijn en het aantal waarnemingen over het alge­

meen zeer beperkt is. Door op de "bekooen resultaten de stelling van 

LIVIÏÏÖSTONE (140) waarin gezegd wordt, dat eenvoudige reakties in op­

lossingen verlopen volgens een eenvoudige wet, toe te passen, kan men 

de getrokken besluiten wel verrechtvaardigen. 

Een tweede belangrijke vaststelling is afkomstig van GERO 

& LE GALLIC (141). Aan de hand van de uitgevoerde experimenten konden 

deze onderzoekers niet alleen tot een reaktie van de eerste orde be­

sluiten, maar konden ze ook aantonen dat de afbraak verloopt over het 

mono—ascorbaation. 

Door de vergelijking van de gebruikte analysetechnieken 

komt een opmerkenswaardig gegeven aan het licht. Met uitzondering 

van twee mededelingen zijn alle onderzoekingen gebaseerd op het ge­

bruik van het 2,6-dichlorofenol-indofenol reagens voor de dosering 

en het volgen van de evolutie van de koncentratie van het l-as»or-

binezuxjT. In een onderzoek van TOBIAS A HBRREID (l25) en in een on­

derzoek van DE VLEESCHAUWBR & medewerkers (45) is voor het eerst met 

deze bijna traditionele werkwijze gebroken geworden. Deze onder­

zoekers hebben het 2,4-dinitrofenylhydrazine reaktief gebezigd, maar 

het aajital doseringen dat uitgevoerd werd in de loop van één enkele 

proef is te gering om een nauwkeijrige bepaling van de reaktiesnel— 

heidskonstante toe te laten. 
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1«6»3. Kinetische gegevens over de oxydatieve afbraak van het 1—as— 

oorhinezuTor in aanwezigheid van een fotosensibilisator en van 

licht. 

In de geraadpleegde literatuiir spreken slechts SMITH & 

DUNKLEY (139) zich uit over de gevolgde reaktieorde ten aanzien van 

het 1—ascorhinezuiir. Deze onderzoekers beweren dat de fotogesensi-

biliseerde afbraak van het 1-ascorbinezuur verloopt volgens een reakti 

van de nulde orde. Die veronderstelling schijnt echter in tegenspraak 

te zijn met alle andere zij het dan ook kwalitatieve gegevens die over 

deze destruktie in waterige oplossingen en in melk gevonden worden. 

1.6.4. Het riboflavine als fotosensibilisator. 

Wanneer een oplossing van l-aBoorbinezuur bestraald wordt 

met licht van een voldoende hoge energetische inhoud, dan ondergaat 

het 1—ascorbinezuur een afbraak (142). Dergelijke fotolyse doet zich 

evenwel niet voor wanneer bedoelde oplossing licht met een groter 

golflengte opvani'it. Onder deze kondities wordt slechts in aanwezig­

heid van een fotosensibilisator een afbraak van het 1-asoorbinezuur 

vastgesteld (l43). 

De totaal reaktie in aanwezigheid van een fotosensibili-

sator kan door onderstaand schema weergegeven worden (l44) s 

A + 0^ -^^^-i ^ - > AO2 

maar ofschoon hierin begin- en eindtoestand vervat zijn, kunnen 

meerdere opeenvolgende tussentrappen voorkomen vooraleer het eind­

resultaat bereikt wordt. 
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Een eerste mogelijkheid wordt een Backstrom-type fotogo-

sensihiliseerde auto-oxydatie genoemd. De diverse tussentrappen wordei 

in het hiernavolgend schema voorgesteld : 

hu 
os > 1 

S 

Ig >̂ 3g 

^S + AH .> ^SH + A. 

A. + O > AOO. 

AOO. + AH -> AOOH + A. 

A. + O > AOO, 

AOO. + -̂ SH > *S + AOOH 

Hierin stellen °S, S en S de molekule voor van de sensibilisator 

respektievelijk in de grond—, singulet- en triplettoestand. Deze 

kettingreaktie komt echter niet in aanmerking om de fotochemische 

destruktie van het 1-asoorbinezuur te verklaren. 

In een tweede schema worden in het bijzonder de vorming 

van peroxyden (l45» 146) of transannulaire peroxyden (147) 148? 149) 

vooropgezet. De werking van de sensibilisator zou volgens het schema 

verlopen : 

CS i^> ^ S 

Ig >̂ 3g 

^s + o > ^soo 

^SOO + A > "S + AOg 

Dit schema i p uitvoerig aangewend geworden, ondermeer bij de studie 
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van de oxydaties die door het chlorophyle als fotosensibilisator (l50) 

veroorzaakt worden, maar wordt momenteel in het gedrang gebracht door 

het feit dat s 

1. wanneer de sensibilisator en de acceptor geadsorbeerd 

worden op verschillende plaatsen de reaktie toch door­

gaat 5 

2. in anthraceen één molekule nodig is als sensibilisator 

en één als acceptor, waarbij het gevormde moloxide niet 

tot een ringsluiting mag overgaan, maar de zuurstof eersi 

dient over te dragen op een tweede molekule. 

I 

Deze gegevens hebben tot de ontwikkeling geleid van de 

theorie waarin de zuvirstof, normaal als een triplet diradikaal aan­

wezig, onder de invloed van de sensibilisator omgezet wordt tot de 

singulettoestand (l51) 152, 153). Het schema zou dan worden : 

.•S -> Ig 

"'s > Ŝ 

^S + ^0^ -> «S + ""ô  

A + ^0^ >̂ AO^ 

Dergelijk schema zou uiteraard aangewend kunnen worden 

om de werking van het riboflavine als fotosensibilisator te verklaren. 

Vanaf de eerste systematische onderzoekingen in dit verband is echter 

naar voor gekomen dat het water in de door riboflavine gesensibili­

seerde reakties een grote rol schijnt te spelen. In het basisschema 

voorgesteld door FRISELL & medewerkers (l54) en weergegeven in figuur 

2 komt dit nog niet tot uiting. Maar teneinde de" afbraak van het 
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radioaktief gemerkte sarcosine te kunnen verklaren, zijn deze onder­

zoekers gedwongen geweest het water mee te laten reageren s 

RiboflavineP + H C - NH - CH^ - CÖOH + HOH 

> RiboflavineP.2ÏÏ + ïï C - NH + CH^O + Cö^ 

RiboflavineP.2H + 0^ > RiboflavineP + H^O^ 

¥el nemen deze onderzoekers nog aan, dat eerst de riboflavinemolekule 

dient geaktiveerd te worden, zodat verondersteld mag worden, dat de 

reaktie via de triplettoestand verloopt. Op grond van spektrofoto-

metrische technieken is door deze onderzoekers ook besloten geworden, 

dat er tussen het riboflavine en de acceptor geen complexen gevormd 

worden. 

In tegenstelling met deze waarneming stellen ITICKERSON & 

STRAUSS (85, 86) de vorming van een complex tussen de sensibiliserend 

molekule, het water en de acceptor voorop. Deze hypothese heeft het 

belangrijke voordeel, dat de triplettoestand eigenlijk niet in een 

driemolekulaire botsing moet betrokken geraken, daar de aktivering 

en de daaropvolgende destruktie doorgaat op het Complex. Hun voor­

opstelling wordt gesteund door het feit dat geleidbaarheidsmetingen 

wel op de vorming van dergelijke complexen schijnen te wijzen. I:a 

aanwezigheid van luchtzuurstof wordt door deze onderzoekers het vol­

gend schema vooropgesteld : 

Rib + M + HOH 

(Rib.HOH.M) 

RibH^ + Og 

(Rib.HOH.M) + 

Rib + OH 

20H 

OH 

> 

- ^ 

> 

> 

• ^ 

>̂ 

(Rib.HOH.M) 

RibH^ + MO 

Rib + 20H 

geen reaktie 

degradatie 

H2°2 
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De hekomen resultaten bij het belichten van een riboflavineoplossinó 

in aanwezigheid van een overmaat acceptor zijn sprekend voor wat be­

treft de bescherming van de ribolflavinemolekule tegen de afbraak 

door het waterstofperoxyde. 

Een complexvorming van de sensibilisatormolekulo, hot 

rihoflavine, en het substraat, de proteïnen, is bij de studie van de 

lichtsmaken gepostuleerd geworden door AlTRMD & medewerkers (59!» 92), 

maar in tegenstelling met de resultaten van NICKERSOÏT & STRAUSS (85, 

86) werd door deze onderzoekers een uitgesproken afbraak van het 

vitamine B vastgesteld. 

1.7. Doel van het onderzoek. 

De geldigheid van de hypothese van NICKEESON & STRAUSS 

is bijzonder attraktief voor wat de fotogesensibiliseerde afbraak 

van het 1—ascorbinezuur betreft. Daarenboven wordt vooropgesteld, 

dat wat ook de aard van de katalysator is, hetzij zware metaalionc 

hetzij een sensibilisator en licht, de oxydatieve afbraak van het 

l-ascorbinezuur verloopt via een eerste orde reaktie en over het mono-

ascorbaation. ¥ordt hiermede rekening gehouden dan zou volgend schonr 

opgebouwd kunnen worden. 

AH" + H"*" 

(AH.HOH) 

(AH.HOH.Rib) 

(AH.HOH.Rib"^) 

(AH.HOH.Rib) 

A + RibH„ + OH 

AH. -5-

AH + HOH 

(AH.HOH) + Rib 

(AH.HOH.Rib) 

(AH.HOH.Rib"^) 

-> 

ho 



BIJSTELLINGEN: 

1. Siggia en Hanna hebben ten onrechte gemeend, dat er 

een invloed merkbaar was van de aanwezigheid van de snelst 

reagerende verbinding op de reactiesnelheidskonstante van 

de traagst reagerende verbinding bij eerste orde reacties. 

2. Van de foutenverdelmgskurven m de spectrofotometrie 

geldt voor de chemicus alleen de klassieke foutenverdelings-

wet. 

3. Het is uogelijk om spectrofotoneters voor het zichtbare 

en U.V.-gebied met behulp van eenvoudige technieken te 

controleren op de go3flengtemstellmg, de fotometrische 

nauwkeurigheid en de fotometrische schaal. 

De commissie stelt voor de eerste bijstelling te verdedigen. 

( 
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RihH + O > Rib + 20H 

Rib + OH * • degradatie 

Aïï~ + H"̂  + 20H > A + 2H0H 

Wanneer daarenboven een overschot aan riboflavins voorhanden is, 

dient nog rekening gehouden te worden met de reakties : 

Rib + 2H0H > (Rib.2H0H) 

(Rib.2H0H) ^^^ RibH^ + H^O^ 

Het kernpunt van deze reeks reakties ligt bij de derde 

vergelijking. Het daarin weergegeven evenwicht wordt uiteraard be­

heerst door de wet van GULEBERG en WAAGE. Wanneer nu aangenomen wordt, 

dat de afbraak ten aanzien van het 1-ascorbinezuur een reaktie van de 

eerste orde in en wanneer de recirkulatiesnelheid van het gebruikte 

riboflavine voldoende groot is, dan wordt de koncentratie aan foto— 

sensibilisator schijnbaar een konstante. Hieruit volgt dat do wet 

van de massawerking 

(AH.HOH.Rib) 
(AH.HOH)(Rib) 

vereenvoudigd kan worden tot 

(AH.HOH.Rib) 

= K 

K' (AH.HOH) 

waarin K' = (Eib)K. 

Het is hierbij duidelijk, dat oen verhogen van de koncen­

tratie aan l-ascorbinezuur geen invloed heeft op de gemeten reaktie-
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snelheidskonstante, daar hij een reaktie van de eerste orde alleen 

de verhouding tussen het aantal molekulen hij de aanvang van de kon-

trole, moment t^, en de resterende hoeveelheid molekulen na een 

reaktieduur T, op het moment t , de waarde van de reaktiesnelheids­

konstante hopalen. De studie van de invloed van toenemende koncen" 

traties aan 1-ascorhinezuur kan derhalve weinig gegevens aan het licht 

brengen. 

Een geheel ander aspekt biedt echter de studie van de in­

vloed van de koncentratie aan fotosensibilisator. Uit de wet van de 

massawerking volgt immers dat een toenemende koncentratie aan ribo-

flavinemolekulen de verhouding tussen de coraplexmolekulen en de be­

schikbare substraatmolekulen verandert en daarmede wordt tevens de 

reaktiesnelheidskonstante gewijzigd. Uit de vereenvoudigde wet van 

GULBERG—¥AAGB volgt echter, dat er een koncentratie aan lactoflavine­

molekulen zal gevonden worden, waarbij de schijnbare koncentratie aan 

de complexe molekulen gelijk wordt aan de koncentratie beschikbare 

substraatmolekulen. Vanaf dat ogenblik heeft de reaktiesnelheids­

konstante een maximale waarde. Wijzigin^^en van het aantal beschik 

bare substraatmolekulen, van het aantal absorbeerbare fotonen of van 

de vorm van de belichtingskuvet zullen derhalve wel de absolute waardo 

van deze reaktiesnelheidskonstante beïnvloeden, maar onder de gewijzig­

de voorwaarden zal steeds bij dezelfde vitamin B^ koncentratie do iraxi 

male snelheidskonstante gevonden worden. Uiteraard dient hierbij ver­

ondersteld te worden, dat door de gewijzigde voorwaarden, noch de re-

cirkulatiesnelheid van de riboflavinemolekulen ernstig verlaagd wordt, 

noch de koncentratie aan zuurstofmolekulen limiterend wordt, noch het 

quantumrendement van de sensibilisatormolekule gewijzigd wordt. 

Het ligt voor de hand, dat het aantonen van een dergelijke 

koncentratie aan lactoflavinemolekulen een sterk argument is in het 
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voordeel van de hypothese, dat de werking van het rihoflavine als 

sensihilisator verloopt via een complexvorming, zonder dat hierhij 

echter gegevens hekomen worden over de aard van het complex. Een 

eventueel bestaan van een dergelijke karakteristieke koncentratie 

van de sensihilisator kan achterhaald worden door het bepalen van de 

reaktiesnelheidskonstanten onder diverse voorwaarden 

De grootste struikelblok ten aanssien van het experimenteel 

vastleggen van de reaktiesnelheidskonstanten, is de doseringstechniek 

van het l—ascorbinezuur. Tot deze vaststelling komt men aan de hand 

van de reeds geraadpleegde literatuur, maar overduidelijk wordt dit, 

wanneer de gegevens bestudeerd worden in verband met de normaal daar­

toe gebruikte 2,6-dichlorofenol-indofenol titratie. 

Teneinde te kunnen overgaan tot het verzamelen van de nood­

zakelijke gegevens om de complexvorming te staven, is het derhalve 

noodzakelijk, dat allereerst een geschikte doseringstechniek op punt 

gesteld wordt of gevonden wordt. Het eerste deel van dit werk is 

hieraan besteed geworden, terwijl in het tweede deel achtereenvolgens 

onderzocht wordt of de reaktie een wet van de eerste crde volgt, of de 

afbraak verloopt over het mono-ascorbaation, welke invloed de pH op 

de reaktiesnelheidskonstante heeft, wat de invloed is van de belicht­

ingsintensiteit en van de vorm van de belichtingskuvet op de reaktie­

snelheidskonstante en wat de invloed is van de koncentratie aan ribo­

flavin© bij verschillende pH waarden en bij verschillende beliohtings-

intensiteiten op de reaktiesnelheidskonstante. ^ -
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2. De dosering van het l-ascorbinezutir. 

2.1. Vereisten waaraan de gebruikte doseringsmethode moet beantwoorden 

De faktoren, die de keuze bepalen van de aan te wenden 

analysetechniek, zijn afhankelijk van het te onderzoeken probleem. 

Daar de studie van de fotochemische destruktie van het l-ascorbinezuur 

een belangrijke bijdrage kan vormen tot een beter begrijpen van de 

ontwikkeling van een smaakgebrek in melk, is het verantwoord om de 

koncentratie van het vitamine C en van het riboflavine in de proef— 

oplossingen gelijkwaardig te stellen aan de gemiddelde koncentratie 

van beide bestanddelen in melk. Dit betekent voor het 1-asoorbine-

zuur een koncentratie van ongeveer 20,0 mg per liter. Ofschoon het 

in principe mogelijk is om de reaktiesnelheidskonstante te bepalen 

aan de hand van twee waarnemingen, is dergelijke werkwijze niet bij­

zonder betrouwbaar. Het verzamelen van meerdere waarnemingen en het 

verwerken van deze gegevens met een aangewezen statistische techniek 

is zeker te verkiezen. Hieruit vloeit echter voort, dat de gebruikte 

analysemethode een voldoende hoge gevoeligheid moet bezitten, zodat 

de dosering kan doorgevoerd worden op een kleine hoeveelheid van de 

belichte vloeistof. Alleen onder deze voorwaarde is het mogelijk om 

een betrekkelijk groot aantal waarnemingen te verrichten zonder de 

laagdikte of de belichte oppervlakte van de pi-oefoplossing sterk te 

veranderen. 

Een tweede voorwaarde volgt uit de voorziene proefduur. 

Uiteraard kan wel een dergelijke kombinatie van de proefvoorwaarden 

(belichtingsintensiteit, pH waarde en koncentratie aan riboflavine) 

verwacht worden, waarbij de oorspronkelijke hoeveelheid van het l-as­

corbinezuur in een betrekkelijk korte tijd tot op 10 ̂  gereduceerd 

wordt. Zo in deze tijdspanne meerdere waarnemingen moeten tot stand 
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gebracht worden, dient de gevolgde analysetechniek eenvoudig te zijn^ 

of moet de techniek een soepel werkschema mogelijk maken. 

Uiteindelijk dient nog vooropgesteld te worden, dat het 

gebruikte reagens niet mag beïnvloed worden door de afbraakprodukten 

van het 1-ascorbinezuta?, door de gebruikte fotosensibilisator, of door 

de gebruikte bufferbestanddelen. 

2.2. De 2 ,6-dichlorof enol-indof enol titratie. 

Deze methode berust op het reducerend vermogen van het 

l-ascorbinezuur» Het is de oudste, maar veruit nog de meest toege­

paste werkwijze en ze is ontwikkeld geworden door TILLEMANS & mede­

werkers (155, 156). In alkalisch midden is de geoxydeerde vorm van 

het reaktief blauw gekleurd, in zuur midden roze. De gereduceerde 

vorm is kleurloos, zodat bij het titreren van een zvxe l-ascorbine-

zuiiroplossing met een licht alkalische 2,6-diohlorofenol—indofenol--

oplossing het eindpunt van de titratie aangeduid wordt door een kleur-

omslag naar roze. Dit is af te leiden uit de in figuur 3 weergegeven 

totaalreaktie. 

Voor een uitvoerige behandeling van de te volgen werkwijze 

kan verwezen worden naar de voorschriften van de ASSOCIATION OF VITAMI 

CHEMISTS (157), naar de werken van GSTIRITER (158), van MARX (l59) , 

naar de voorschriften van de A.O.A.C. (160) en naar het SCHVfEIZERISCHI 

LEBEtTSMITTELBUCH (I6I). Vrij spoedig na het in gebruik nemen van deze 

techniek zijn bezwaren gerezen ten opzichte van de betrouwbaarheid var 

de bekomen resultaten (l62). Ton gevolge van het weinig specifieke 

karakter van het reagens zijn talrijke storende bestanddelen aange­

toond geworden, onder meer het glutathion, cysteine, reducton, re— 

ductinezuur en het juglon (I63), melanoïden en de afbraakprodukten 
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van het pektine, galakttironzuur en pektonen (I64, I65)» anthocyaninen 

(166), cystine, sulfiet, thiosulfaat, zwavelwaterstof, quinol en 

iireum (167), tweewaardige ijzerionen (168, I69, ITO? 17l) j "bin (172) 

en zwaveligzuuranhydride (l73) ©n waarvan het cysteine voor melk ver­

uit het belangrijkste is. De studie van het elimineren van deze be­

standdelen is dan ook zeer uitgebreid geworden (174)• Op sporen van 

de zware metaalionen na, kan a priori beweerd worden dat deze stoffen 

niet in de te gebruiken proefoplossingen zullen voorhanden zijn. 

In het voorgaande hoofdstuk is reeds gewezen geworden op de 

vrij grote afwijkingen die optreden ten opzichte van de gepostuleerde 

wetmatigheid waarlangs de omzetting verloopt van het 1—asoorbinezuur 

naar het dehydro—1—asoorbinezuur, Eb? is inderdaad vooropgesteld ge­

worden dat deze reaktie verloopt volgens een wet van de eerste orde. 

Dit houdt in dat er tussen de koncentratie van de uitgangsverbinding, 

het l-ascorbinezuur, en de reaktieduur een semi—logaritmisch verband 

bestaat. In figuur 4 zijn de resultaten weergegeven die door 

DE VLEESCHAUWER & medewerkers' (l75) bekomen geworden zijn gedurende 

een fotochemische destrxiktie van het 1—asoorbinezuur en met behulp 

van de 2,6-dichlorofenol-indofenoltitratie. Het is duidelijk dat tas­

sen de reaktieduur en de koncentratie aan vitamine C het verband niet 

goed weergegeven wordt door een semi-logaritHiische betrekking. 

Meerdere redenen kunnen aangehaald worden om deze afwijkinge 

te verklaren. Het zou mogelijk zijn da,t de omzetting van het 1—asoor­

binezuur niet verloopt volgens een reaktie van de eerste orde. Het 

is echter even zo goed mogelijk dat het gebruikte reaktief beïnvloed 

wordt door het aanwezige waterstofperoxyde, dat, volgens het opgestel­

de reaktieschema, gevormd wordt en waarvan momenteel niet uitgemaakt 

is of het al dan niet verbruikt wordt in een chemische oxydatie van 

het l-ascorbinezuur. Uiteindelijk zou het reagens gevoelig kunnen 



100 

50 

N 
Cl 
C 

O 
o 
in 

10 

. , , ..., ._ — , —, 
" ^ • ^ - ^ I l 1 l v 1 t 1 1 1 ' ' 1 ' ' ' 1 

1 rv.,^^ , , , , , , , , , . , . 1 

, 1 i r^ 1 , . , . , . 1 i 1 1 

— 
\ ^ ^ — ^ — H ^ \ ^ \ 1 \ ) 

r^ t 

N 

j 

1 l i l 1 

\ 1 1 
1 1 

1 \ 
1 1 

\ , 1 , 1 . 1 

* N. 

.. 

N, 

\ 

1 1 

'\ 

1 

3 0 6 O 9 O 120 ISO 

t i j d in mi n 

F i g it F o t o g e s e n s i b i U s e e r d c 
d f b r a a k v a n h e t l - a s c o r b i ne z uur 

DE V L E E S C H A U W E R & m e d f w e r k e r s ( 1 7 5 ) . 



24. 

zijn voor de afbraakprodukten van het 1-ascorbinezuur. 

Tot het laatst vermelde storingstype menen BEZSSOÏÏOFP & 

medewerkers (l30) to mogen besluiten. Op grond van het gedrag van 

het 1—ascorbinezuur ten opzichte van diverse oxydatiemiddelen hebben 

deze onderzoekers vooropgezet, dat het 1-ascorbinezuur over een mono-• 

dehydro—l-ascorbinezuur tot het dehydro-l-ascorbinezuur omgezet wordt 

en dat het l-ascorbinezu\irj het mono-dehydro-1-ascorbinezuur en het 

2,3-diketo—1-gulonzuur een aequivalente hoeveelheid 2,6-dichlorofenol-

indofenol verbruiken. Daar het bestaan van een éénmaal geoxydeerde 

molekule van het 1—ascorbinezuur door andere onderzoekingen niet is 

bevestigd geworden (l3l), neemt GSTIRITER (158) aan dat bij de dosering 

van het 1-ascorbinezuur de aanwezige 2,3-diketo—1-gulonzuur molekulen 

als twee 1-ascorbinezuur molekulen zullen bepaald worden. Deze voor­

opstelling stemt echter niet overeen met de resultaten van HUELUT 

(17^). Deze onderzoeker heeft slechts een geringe storing kunnen 

vaststellen door het 2,3-diketo-l-gulonzuur bij het gebriiik van het 

2,6-dichlorofenol-indofenol reagens» 

Ofschoon deze techniek uiteraard qua gevoeligheid en een­

voudigheid zeker beantwoord aan de gestelde eisen, lijkt een zeker 

wantrouwen gewettigd ten opzichte van de resultaten die met deze 

methode bij het volgen van de ozydatieve omzetting van het 1—ascorbine­

zuur bekomen worden. , 

2.3. De molybdeenblauwreaktie. 

2.3.1» Principe van de methode. - - i 

Deze techniek is ontwikkeld geworden uitgaande van de 

door FEIGL (l77) beschreven spottest voor het 1-ascorbinezutir. In 

principe kan de grondreaktie volgens WOODS & MELLON (178) door het 

?-
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onderstaand evenwicht voorgesteld worden : 

i * molyhdofosfoorzuur molybdeenblauw 

verbinding in gere- verbinding in ge-

duceerdö vorm oxydeerde vorm 

Daar het reagens gevormd wordt door het mengen van een molybdaatop— 

lossing met een fosfaatoplossing en de aard van de kleur niet beïn­

vloed wordt door de koncentratie van de reduktor, kan met sukses het 

fosfaation als limiterende faktor vervangen worden door het 1—ascor-

binezuur, zodat de te volgen werkwijze geïnspireerd kan worden door 

de overbekende fosfaatdoseringsmethodes (l79)» Deze redenering is 

gevolgd geworden door CAMOOZO (iSO), maar de gevoeligheid van de door 

deze onderzoeker ontwikkelde techniek is lang niet voldoende om het 

verschijnsel van de fotochemische oxydatie van het l-ascorbinezuur 

te kunnen bestuderen. Dit grondprincipe is verder bevestigd geworden 

door de resultaten bekomen door JOHANTOVA (l8l). 

Gezien de kleurvorming een gevolg is van een ozyda.tie— 

reduktie reaktie is het te verwachten dat het reagens weinig specifiek 

is. Maar door de onderzoekingen van BEZSSOIIOFP & medewerkers (l30, 

182) met het molybodofosfo-wolframzuur en door de onderzoekingen van 

PUJITA & EBIHARA (I83) en van MICHABLIS & STRAUB (I84) met het fosfo-

wolframzuur is komen vast te staan dat de reduktie van deze hetero-

polyzuren niet gestoord wordt door de afbraakprodukten van het l-as­

corbinezuur. Daar ook het molybdofosfoorzuur een heteropolyzuur is, 

kan op grond van de anologie verwacht worden, en dat met een redelijke 

kans op sukses, dat deze reduktie evenmin door de afbraakprodvikten 

van het l-ascorbinezuxir zal gestoord worden. 
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2.3.2. Reaktieven. 

Ammoniiommolybdaatoplossing s 

6,25 g ammoniiammolyhdaat p.a. worden opgelost in een minimum 

van gedistilleerd of gedeioniseerd water. Hieraan worden 75 ml zwavel-

zuiJToplossing van ongeveer 10 ïï toegevoegd en het geheel wordt aange­

lengd met water tot 250 ml. 

Fosfaatoplossing I 5 

5>5 g kaliumdiwaterstoffosfaat p.a, werden opgelost in on 

aangelengd tot 250 ml met gedistilleerd of gedeioniseerd water, 

Fosfaatoplossing II : 

5,5 g kaliumdiwaterstoffosfaat p.a., I55758 g oxaalzu-ur 

p.a. en 3,0920 g boorzuur p.a, worden opgelost in en aangelengd tot 

250 ml met gedistilleerd of gedeioniseerd water. 

Zwavelzuuroplossing van ongeveer 10 11 : 

280 ml zwavelzuur p,a. met een densiteit van 1,84 worden 

voorzichtig uitgegoten in ongeveer 500 ml water, Na het afkoelen van 

deze oplossing tot op kamertemperatuur wordt verder aangelengd met 

water tot de merkstreep. 

Stook— en testoplossingen van het 1-ascorbinezuur. 

250,0 rag voorafgaandelijk gedroogd, kristallijn 1-ascor­

binezuur p.a. worden opgelost in en aangelengd tot 1.000 ml met ge-
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distilleerd of gedeioniseerd water. Eventueel kan deze oplossing ge­

stabiliseerd worden door middel van 3,5 mg E.D.T.A, De oomplexerende 

verbinding wordt onder de vorm van 1,0 ml van een waterige oplossing 

toegevoegd vooraleer de l-ascorbinezuur oplossing aangelengd wordt tot 

de merkstreep. 

De testoplossingen worden door verdiinning gemaakt uitgaan­

de van de stockoplossing en dit juist voor ze nodig zijn. Deze op­

lossingen kunnen eveneens met behulp van 3}5 mg E,D,T,A, beschermd 

worden, 

2.3.3. Methodiek. 

In een droge recipient worden achtereenvolgens 1,0 ml van 

de ammoniummolybdaatoploBsing, 10,0 ml testoplossing en 1,0 ml fos­

faatoplossing I gebracht. Het geheel wordt goed gemengd en gedurende 

5 minuten in een waterbad bij 37° C geplaatst. Daarop wordt de oplos­

sing snel gekoeld m.et behulp van stromend water, de blauw gekleurde 

vloeistof wordt overgebracht in een kolorimeterkuvet met oen lioht-

pad van 20,0 mm en wordt uitèTemeten met een kolorimeter of een spek-

trofotometer bij een geschikte golflengte. 

Door gebruik te maken van de tweede fosfaatoplossing, 

wordt het 1-ascorbinezuiu? dQor het oxaalzuur beschermd tegen een 

oxydatie door de luohtzuurstof, maar de snelheid van de doserings-

reaktie wordt sterk vertraagd. Een verhogen van de reaktietempera— 

tuia? kan dit euvel gedeeltelijk ondervangen, maar een mogelijke af­

braak van het 2,3-diketo-l-^rulonzuur dient voorkomen te worden. Daar­

toe wordt gebruik gemaakt van de eigenschappen van het boorzuur. De 

bepaling wordt onder deze voorwaarden als volgt uitgevoerd j 1,0 ml 

ammoni-ummolybdaatoplossing, 10,0 ml proef oplossing en 1,0 ml fos-

I 
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faatoplossing II worden achtereenvolgens in een geschikte recipiënt 

gebracht en goed gemengd. Het geheel wordt gedurende 30 minuten in 

een waterbad op 60" C geplaatst. Vervolgens wordt de oplossing ge­

koeld met behulp van stromend water, de vloeistof wordt overgebracht 

in een kolorimeterkuvet met een lichtpad van 20,0 mm en wordt uitge­

meten met een kolorimeter of een spektrofotometer bij een geschikte 

golflengte. 

2,3.4» Absorptiekurve. 

De nodige waarnemingen zijn uitgevoerd geworden met een 

Beekman DU spektrofotometer. De bekomen gegevens zijn samengevat 

in tabel 1 voor de methode die gebruik maakt van de eerste fosfaat­

oplossing en in tabel 2 voor de methode met de tweede fosfaatoplos­

sing. De twee absorptiekurven zijn weergegeven in figuur 5j waaruit 

duidelijk blijkt dat bij de eerste techniek een zeer breed absorptie-

maximum bekomen wordt. De absorptieband is smaller bij het gebruik 

van de tweede methode, maar de bepaling vergt veel meer tijd, zodat 

alleen de eerste techniek verder aangewend geworden is bij de studie 

van de fotochemische destruktie van het 1—ascorbinezuur. Aan te 

stippen is nog, dat er een belangrijke verschuiving in het absorptie-

maximum opgetreden is in vergelijking met de fosfaatdoseringsmethode. 

Bij deze laatste techniek wordt immers uitsluitend gemeten bij 600 

mp , daar waar de bekomen resultaten voor de 1-ascorbinezuurdosering 

duidelijk aantonen dat bij gebruik van de fosfaatoplossing I gemeten 

moet worden in het gebied van 700—85O mp en bij gebruik van de fos­

faatoplossing II in het interval 820 tot 83O mp . 

2.3.5» Invloed van do pH van de testoplossing op de kleurvorming. 

De invloed van de waterstofionenkoncentratie in de proef-

oplossingen op de kleurvorming is nagegaan geworden door de vitamine-
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Tabel 1. - Absorptiekurve voor de methode met de fosfaat­

oplossing I. Beekman DU - 10,0 mtn glaskuvetten -

Blanko ; gedistilleerd water. 

Golflengte 

m>j 

^00 

450 

500 

550 

6oo 
650 

700 

750 

800 

850 

900 

950 

L»000 

^ Transmissie 

I 

47,0 

68,6 

70,2 

64,9 

57,6 

50,0 

46,8 

46,8 

46,9 

^7,0 

^8,9 

51,0 

53,0 

II 

+̂5,8 

66,7 

70,8 

66,0 

59,1 

51,9 

47,1 

47,0 

^7,3 

47,2 

48,9 

50,9 

53,0 

^ Transmissie 

gemiddelde 

46,4 

67,7 

70,5 

65,5 

' • 58,^ 

51,0 

47,0 

46,9 

^7,1 

^7,1 

^8,9 

51,0 

53,0 
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Tabel 2. — Absorptiekurve voor de methode met de fosfaatoplos­

sing II. Beekman DU - 10,0 mm glaskuvetten -

Blanko : gedistilleerd water. 

Golflengte 

m p 

^00 

^50 

500 

550 

600 

650 

700 

750 

790 

800 

810 

820 

830 

840 

850 

86o 

900 

950 

1»000 

% Transmissie 

I 

58,9 

77.1 

69,2 

62,6 

5^,8 

47,7 

^2,9 

39,8 

37,0 

36.6 

36,0 

35,2 

35,2 

36,7 

36,9 

38,0 

46,0 

50,8 

' 53,7 

II 

58,9 

75,2 

69,2 

62,6 

54,8 

47,1 

42,9 

39,9 

36,9 

36,6 

35,8 

35,2 

35,2 

36,6 

36,9 

38,0 

46,1 

50,9 

53,8 

'fo Transmissie 

gemiddelde 

58,9 

76,2 

69,2 

62,6 

54,8 

^7,4 

42,9 

39,9 

37,0 

36,6 

35,9 

35,2 

35,2 

36,7 

36,9 

38,0 

46,1 

50,9 

53,8 
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oplossingen te bereiden met behulp van CLARK & LUBS buffers (185). 

Van een vitamine C stookoplossing, die 200,0 mg 1-asoorbinezuur per 

liter bevat, worden daartoe 10,0 ml afgepipeteerd en aan het mengsel 

van de bufferkomponenten toegevoegd. De maatkolfjes worden daarop 

aangelengd tot 100,0 ml met gedistilleerd water en de oplossingen 

worden onderzocht met de snelste techniek. De aflezingen gebeuren 

met een Pulfrich-¥epho kolorimeter, die uitgerust is met een filter 

met een werkzaam optisch zwaartepunt bij 750 mo , 

De resultaten tonen aan, dat de stabiliteit van het 1-as-

corbinezuur niet meer voldoende groot is in oplossingen met een pH 

waarde groter dan vier, zodat oplossingen met een pH waarde van vijf 

en van zes door een toevoeging van 3>5 Eig B.D.T.A, moeten gestabili­

seerd worden. 

Uit de resultaten,die samengevat zijn in tabel 3j blijkt 

duidelijk dat de waterstofionenkoncentratie van de testoplossing geen 

invloed heeft op de kleurontwikkeling bij pH waarden lager dan 7>0« 

2.3.6. Invloed van de verwarmingsduur op de kleurvorming. 

Door de verwarmingsduur te verlengen is nagegaan geworden 

of de vooropgestelde duiir van vijf minuten volstaat om de maximale 

kle\arintensiteit te bekomen en zo ja om uit te maken of een verlengde 

verblijfsduur in het waterbad eventueel een nadelige invloed heeft 

op de resultaten. De onderzochte oplossingen bevatten 20,0 mg 1-as-

corbinezuitr per liter en zijn klaargemaakt geworden met water, zonder 

het gebruik van E.D.T.A. of bufferbestanddelen. De metingen zijn 

uitgevoerd geworden met de Pulfrich-Wepho kolorimeter. 

Uit de resultaten volgt, dat een verlenging tot 25 minuten 

geen merkbare veranderingen op de kleiorontwikkeling voor gevolg heeft. 
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Tabel 3» - Invloed van de pH van de proefoplossing op de kleur-

vorming. 

pH van de 

oplossing 

1,0 

2,0 

3,0 

4,0 

5,0 

5,0 

6,0 

6,0 

^ Transmissie 

26,0 

25.8 

25,9 

25,9 

26,0 

25,9 

25,5 

25,9 

25,8 

26,4 

25,9 

26,2 

• 29,2 

28,9 

29,0 

27,1 

27,0 

26,7 

38,2 

35,0 

33,2 

26,2 

25,^ 

• 24,5 

Gemiddelde 

^ Transmissie 

25,9 

25,9 

25,7 

26,2 

29,0 

26,9 

35,5 

25,^ 

1 

E.D.T.A, 

geen 

geen 

geen 

geen 

geen 

wel 

geen 

wel 
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wat voldoende is om de kleinere moeilijkheden op te lossen, die 

eventueel op zouden rijzen hij het onderzoek van de fotochemische 

reaktie. De waarnemingen zijn samengevat in tabel 4» 

Tabel 4.- Invloed van de verwarmingsduur op de bekomen klour bij de 

analyse van waterige oplossingen. 

Verwarmin,gB-
duur in 
minuten 

5 

10 

15 

20 

1 ̂^ 

^ Transmissie 

I 

27,2 

26,9 

27,2 

26,9 

27,0 

II 

27,9 

27,8 

27,5 

27,8 

27,5 

III 

27,4 

27,5 

27,8 

27,5 

27,4 

Gemiddelde 
^ Transmissie 

27,5 

27,4 

27,5 

27,4 1 
27,3 1 

2.3•7» Standaardkurve, 

Van een voorafgaandelijk gedroogd kristallijn 1—ascorbine— 

zuur preparaat p.a. zijn 250,0 mg afgewogen en opgelost geworden, 

Vooraleer de oplossing aan te lengen met water tot 1,000 ml zijn 

3,5 nig E,D,T,A. toegevoegd geworden. Uitgaande van deze stockop— 

lossing zijn vijf verdunningen aangelegd geworden, verdimningen die 

per liter respektievelijk 2,5 5 7,5 j 12,5 j 17,5 en 22,5 ing l-as~ 

corbinezuur hetzij 5,0 | 10,0 j 15,0 5 20,0 en 25,0 mg 1-ascorbine-

zuur per liter bevatten, ledere verdunning is gestabiliseerd geworder 

met behulp van 3,5 mg E.D.T.A, en is in tweevoud onderzocht geworden 

met behulp van de snelste techniek. De aflezingen zijn uitgevoerd 

geworden met behulp van een Pulfrich—Wepho fotoelektrische kolori-

meter, die voorzien was van een filter S 75 en 20,0 mm kuvetten en 

de metingen zijn uitgevoerd geworden ten opzichte van gedistilleerd 

water. 
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In het totaal zijn vijf dergelijke reeksen, ieder ver­

trekkend van een nieuwe stockoplossing, onderzocht geworden. Do hc-

komen resultaten zijn samengevat in tahel 5» Hierin stelt x. de 

koncentratie voor aan l~ascorbinezuur in mg/liter uitgedrukt, y. de 

bekomen aflezing in ̂  Transmissie, y. de gemiddelde aflezing in ^ 

Transmissie, n het aantal waarnemingen, s de standaardafwijking op de 

enkele hepaling en s/ Wn de standaardafwijking op de gemiddelde waarde 

van het % Transmissie, 

Op grond van de wet van Lamhert-Beer wordt verwacht dat 

de "betrekking tussen de onafhankelijk veranderlijke x en de afhanke­

lijk veranderlijke z, de optische densiteit, zal uitgedriikt worden 

door de vergelijking s 

z = hx (l) 

Daar het vrij onwaarschijnlijk is om een reeks experimenten uit te 

voeren, waarhij de proeffouten elkander precies opheffen, zal voor 

een koncentratie 0,0 normaal een waarde van z gevonden worden die 

niet gelijk is aan 0,0000, zodat het verhand tussen de experimentele 

punten heter heschroven zal worden door de vergelijking s 

z = a + hx . (2) 

Er dient echter aangestipt te worden, dat het intercept a hinnen de 

grenzen van de proeffouten aanvaardbaar moet zijn. Is dit niet het 

geval dan moet aangetoond worden dat de gebruikte blanko een kon­

stante fout voor gevolg had, ofwel dat de wet van Lambert-Beer niet 

gevolgd wordt. 



TabeL 5» - Standaardkurve voor de fosfomolybdeenblauwraethode uitgevoerd met een Pulfrich-

Wepho voorzien van een filter S75 en 20,0 mm kuvetten. 

X. (koncentratie 

mg/liter) 

2,5 

5,0 

7.5 

10,0 

12,5 

15,0 

17,5 

20,0 

22,5 

25,0 

r 

y. (̂  Transmissie) 

hoogste 

85,2 

73,5 

63,5 

52.0 

^5,0 

38,0 

32,0 

26,2 

22,2 

18,5 

laagste 

84,8 

72,5 

62,0 

51,0 

itif,0 

36,9 

31,5 

25,2 

21,5 

17,8 

n 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

s 

0,30 

0,43 

0,60 

0,43 

0,40 

0,57 

0,20 

0,33 

0,26 

0,23 

y. (Gemiddelde 

^ transmissie) 

84,96 

73,15 

62,65 

51,60 

44,35 

37,51 

31,78 

25,83 

21,98 

18,21 

«/ V" 1 
1 

0,095 

0,136 

0,189 

0,136 

0,126 

0,180 

0,063 

0,104 

0,082 

0,073 
1 
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Op grond van de waarnemingen moet dus overgegaan worden 

t o t de bepaling van de waarden voor a en b . Daartoe wordt het p r i n ­

cipe van de k l e i n s t e kwadraten aangewend ( l 8 6 ) . Het invoeren van de 

waarden a en b in de ve rge l i jk ing (2) voor een gegeven x. met de daar­

b i j gevonden z. zal u i t e r a a r d n i e t le iden t o t de ve rge l i jk ing s 

a + bx. - z. = O (3) 
1 1 

maar wel t o t s 

a + bx. - z. = e, (4) 
X 1 1 

waarin e. de fout voorstelt. Voor de kleinst mogelijke waarde van 
r- 2 "̂  
l_ e. worden de beste waarden bekomen voor a en b. Uit de betrekking 
K~ ^ 2 

2_(a + bx — z) kan de waarde voor deze twee koëfficienten berekend 

worden door het uitwerken van de groep binnen het sommatieteken, het 

partieel differentieren naar de waarde a en naar de waarde b en deze 

koëffioienten daarop te berekenen door de normaalvergelijkingen ge­

lijk te stellen aan nul. 

De bekomen normaalvergelijkingen zijn j 

Y_ x(a + bx - z) = O ' (5) 

5̂  (a + bx - z) = O ' (6) 

en 

Uit de vergelijking (6) volgt dan de waarde voor de koëfficient a. 

Immers 2_(a + bx - z) = an + b2_2: ~}_z = O 

j j . - ) z - b ) _ x /„s 

zodat a »= J;^ (7) 
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of a = z - bJt (8) 

Uit de ve rge l i jk ing (5) volgt anderz i jds dat 

2_ (ax + bx - zx) = O 

a}_x. + "b2_x - £_ zx = O 

(9) 

(10) 

en door het vervangen van de waarde a door de hekomen uitdriikking in 

de verge l i jk ing (7) wordt ve rge l i jk ing (lO) g e l i j k aan t 

zodat 

(2_z - h2_x)) X + nb2_x — n2_zx 
= O 

n 

(^_z - b ^ x ) ) ^ x + nb)_x - n2_zx = O 

l_zi_x - b(2^x) + nb2_x - n2_zx = O 

b = 
n}_zx - l_z )_ X 

n^x - (̂ x) 

n2_zx - z_z 2_3 

(11) 

(12) 

(13) 

(14) 

(15) 

De noodzakelijke gegevens voor het berekenen van de standaardkiirve 

zijn weergegeven in tabel 6. 

Met behulp van deze gegevens kunnen dan de berekeningen 

uitgevoerd worden voer de bepaling van de waarde a en de waarde b : 

2^ xz 

1-' 

' 137,5 

69,8225 

2.406,25 
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Tabel 6, - Gegevens voor het berekenen van de standaardkixrve 

voor de l-ascorbinezuurdosering met de fosfomolyb-

deenblauwmethode en de Pulfrich-Wepho voorzien van 

een filter S75 en 20,0 mm kuvetten. 

X . 

mg/liter 

2,5 

5,0 

7,5 

10,0 

12,5 

15,0 

17,5 

20,0 

22,5 

25,0 

Yi 

^ Transmissie 

84,96 

73,15 

62,65 

51,60 

44,35 

37,51 . 

31,78 

25,83 

21,98 

18,21 

log y. 

1,9292 

1,8642 

1,7969 

1,7126 

1,6469 

1,5741 

1,5022 

1,4121 

1,3420 

1,2603 

z. 
X 

optische 

densiteit 

0,0708 

0,1358 

0,2031 

0,2874 

0,3531 

0,4259 

0,4978 

0,5879 

0,6580 

0,7397 

I 
X . z . 

0,17700 

0,67900 

1,52325 
2,87400 

4,41375 

6,38850 

8,71150 

11,75800 

14,80500 

18,49250 

Tabel 7. - Referentiepunten voor de berekende kurve. 

X in mg/liter 

0,0 

10,0 

20,0 

z (optische densiteit) 

- 0,01421 

0,28409 

0,58239 

• \ 
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Z z - 3,9595 

, L^L ^ - 544,43125 
{Y_^f = 18.906,25 

n - 10 

zodat a - - 0,01421 

en , b « 0,02983 

De opt ische d e n s i t e i t z wordt dus bekomen met behulp van de ve rge ­

l i j k i n g 

z = - 0,01421 + 0,02983 X (16) 

Enkele re fe ren t iepunten van de berekende standaaxdkurve worden weer­

gegeven in t abe l 7 , t e r w i j l de berekende kurve voorgesteld wordt door 

f iguur 6. 

De gevonden waarde voor de koëf f ic ien t a i s dus n i e t g e ­

l i j k aan de theo re t i s che waarde 0,0000. Van belang i s nu om u i t t e 

maken of het v e r s c h i l in waarde tussen het experimentele in t e rcep t 

en het t heo re t i s che i n t e r cep t op grond van de proeffouten aanvaard­

baar i s . Dit kan onderzocht worden met behulp van een door YOUDEW 

(187) ui tgewerkte techniek . -

De ve rge l i j k ing van een rech te doorheen de oorsprong van 

het a s s e n s t e l s e l i s immers g e l i j k aan : 

z = bx 

waarin z en x de betekenis hebben van de optische densiteit en van de 

koncentratie aan l-ascorbinezuur, uitgedrukt in mg per liter. De ver­

gelijking van een rechte met een intercept is echter : 

z = a + bx 



o, 7 

0,6 

0,S 

0,^ 

O , 3 

0,2 

O, 1 

in 

c 
T3 

O) 
JZ 
O 
l/l 

Fig 6 B e r e k e n d e st a nd aa rd k u rv e 

f o storo olybdeenblauwmethode 
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k o n c e n t r a t i e m g / l i t e r 
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In heide gevallen zal de overeenkomst tussen de herekende rechte en 

de experimentele punten kunnen omschreven worden door de kwadraat­

sommen van de afwijkingen van de experimentele punten ten opzichte 

van de rechte, dit in overeenstemming met de methode van de kleinste 

kwadraten. Verwacht kan worden dat de kwadraatsora van de afwijkingen 

voor de rechte met een intercept alleszins kleiner is dan de kwadraat­

som voor de rechte zonder intercept. Beide kwadraatsommen kunnen dan 

onderling vergeleken worden met behulp van een variantieanalyse, waar­

uit dan volgt dat het verschil tussen de kwadraatsommen voor de rechte 

met een intercept en voor de rechte zonder intercept al dan niet aan­

vaardbaar is op grond van de proeffouten, met andere woorden al dan 

niet wezenlijk is. 

Voor een rechte zonder intercept wordt de kwadraatsom van 

de afwijkingen tussen de experimentele pvinten en de rechte weerge­

geven door de vergelijking : 

S' «Y. (z - bx)^ (17) 

S' = 5̂  (z - bx)(z - bx) (18) 

S' = Z (z^ - 2bxz + b^x^) (19) 

Hieruit wordt dan de partiele afgeleide bepaald naar b en deze is ge­

lijk aan : 

2 ^ x (z - bx) (20) 

zodat de normaalvergelijking gelijk wordt aan 

^ x (z - bx) = 0 (21) 

2_xz 
en b = r- (22) 

I 2 
X 
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Invoeren van de gevonden waarde van "b (22) in de verge­

lijking (19) en rekening houdend met de voorwaarde weergegeven in de 

vergelijking (21) geeft, voor de kwadraatsom van de afwijkingen tussen 

de experimentele punten en de rechte zonder intercept de waarde : 

( I xz)2 
E 2 z — 

Ix^ 
(23) 

De kwadraatsom van de afwijkingen tussen de experimentele 

punten en de berekende rechte met een intercept a wordt weergegeven 

door de betrekking : 

Z_ (a + bx - z)' (24) 

Na de uitwerking en hergroeperen wordt (24) gelijk aan 

S = a (an + b̂ L̂ : -Z_z)+b(a£_x + b}_x -}_ xz) 

-l (a + bx - z) (25) 

Door het invoeren van de kondities gesteld door de normaalverge— 

lijkingen (5) en (6) worden de twee eerste termen gelijk aan nul, 

zodat 

S--Z z (a + bx 'U 
Y_ z - a ^ z - b j ^ xz 

(26) 

(27) 

In de vergelijking (27) kunnen de waarden a en b vervangen worden doo 

hun uitdrukking in x en z zoals weergegeven in (7) en (l5)« 

l 2 
z -

( y z -^l^){lz) ( ^ x z - x 5 : z ) ( ^ x z ) 

I x ^ - x E 
(28) 
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Dit wordt na het uitwerken gelijk aan 

r- p (Lz) (I.XZ - X Z_z)(Lxz) 
S = Z_z''- + b x ^ z - - ^ — ^ -̂̂ r (29) 

n /_x - X i_ X 

Het opnieuw vervangen van de waarde b in vergelijking (29) door de 

uitdrukking in x en z (l5) levert dan de betrekking op : 

2 (Zz)^ (Zxz - £Zz)(xI z) - (Zxz - £ Iz)(Ixz) (30) 
S =J^z -

L^^-^l 

of S = ^ z -r-^ (31) 2 _ 

n ; x~ - X 7 X 

In deze vergelijking is het deeltal van de laatste term echter een 

merkwaardig produkt ^ 

(31) gelijk is aan : 

2 2 
merkwaardig produkt van de vorm (a - b)(a - b) = a -- 2ab + b , zodat 

_ P (LZ) (XLZ -LXZ) 

S = Z^ - _ ^ ^ (32) 
i_x - X Lx n 

Met behulp van de gegevens uit tabel 6 en met de vergelijkingen (23) 

en (32) wordt het mogelijk om de beide kwadraatsommen te berekenen. 

Immers men vindt voor 

L z^ . 2,0269 

^ x ^ = 2.406,25 

(Ix)Vn - 1,5678 
(E^x)^ = 4.875,1815 

E 3: - 137,5 

n - 10 

^ - 13,75 
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zodat S» m 0,0009 

en S - 0,0004 

In overeenstemming met hetgeen mag verwacht worden, is in dit geval 

S' groter dan S, Beide gegevens kunnen nu vergeleken worden met be­

hulp van een variantieanalyse. Hierbij dient rekening gehouden te 

worden met het feit dat de n experimentele punten in de kwadraatsom 

S' aanleiding gegeven hebben tot n - 1 vrijheidsgraden, daar alleen 

de waarde van de koefficient b aan de hand van deze gegevens berekend 

geworden is. Bij de kwadraatsom S echter zijn voor de n waarnemingen 

slechts n - 2 vrijheidsgraden voorhanden, daar uit de experimentele 

punten de koëfficienten a en b berekend geworden zijn. De variantie­

analyse is samengevat in tabel 8 en toont duidelijk aan dat het ver­

schil tussen de experimentele waarde voor het intercept en de theo­

retische waarde, nul, niet zonder meer aanvaardbaar is op grond van 

de proeffouten. 

Het voorkomen van een intercept kan een gevolg zijn van J 

a) het optreden van een konstante fout door een absorptie 

van het licht door de blanko, door het oplosmiddel of de reaktieven 

in de proefoplossing ; 

b) het niet op een rechte liggen van de experimentele 

punten. 

Bij een nauwke\«?ig nagaan van de ligging van de experimentele punten 

ten opzichte van de berekende rechte valt de groepering op van de af­

wijkingen met dezelfde zin. Beginnende bij een koncentratie nul en 

voortgaande in de zin van de hoogste koncentratie wordt vastgesteld 
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dat s 

punt 1 en 2 

punt 3 

punt 4 

punt 5) 6 en 7 

ptmt 8, 9 en 10 

gelegen zijn boven de rechte 

gelegen is onder de rechte 

gelegen is op de rechte 

gelegen zijn onder de rechte 

gelegen zijn boven de rechte, 

Tabel 8. - Variantieanalyse voor de kwadraatsommen S' (zonder) en S 

(met een intercept). 

H hypothese : experimenteel intercept is niet wezenlijk verschillend 

van het theoretische intercept. 

Bron variantie 

Reduktie door 

intercept 

Lijn met 

intercept 

Lijn zonder 

intercept 

Vrijheids­
graden 

1 

-

8 

9 

Kwadraat­
sommen 

0,0005 

0,0004 

0,0009 

Variantie 

0,0005 

0,00005 

F(berekend) 

1 
10,0* 

F theoretisch met 1 en 8 vrijheidsgraden en 

5 lo overschrijdingskans 5j32 

1 ^ overschrijdingskans 11,26 

Afgezien van punt 4 wordt de verdeling boven/onder/boven verkregen, 

verdeling die karakteristiek genoemd mag worden voor een geval waar­

bij het verband tussen de onafhankelijk veranderlijke en de afhanke­

lijk veranderlijke niet door een lineaire betrekking beschreven wordt 
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Daar de experimentele waarden, die aangewend zijn bij de 

berekening van de betrekking, afkomstig zijn van een reeks van 10 

waarnemingen, is het volgens YOUDEK' (I87) mogelijk om de overeenkomst 

tussen de experimentele gegevens en de berekende rechte statistisch 

te testen. Enerzijds is de kwadraatsom van de afwijkingen tussen de 

experimentele punten en de best aangepaste rechte reeds bepaald ge­

worden. Anderzijds kan een schatting gebeuren van de nauwkeurigheid 

van de bepaling van de experimentele punten op grond van de spreidings­

breedte binnen iedere reeks van de waarnemingen. Beide schattingen 

van de proeffouten kunnen onderling vergeleken worden met de variantie-

analyse. De schatting van de variantie met behulp van de spreidings­

breedte wordt uitgevoerd met behulp van de gegevens uit tabel 5« 

De y. waarden dienen daarvoor eerst omgezet te worden tot hun logaritme 

en het verschj1 tussen de hoogste en laagste logaritmische waaxde 

stemt overeen met het verschil in optische densiteit. Deze gegevens 

zijn samengevat in tabel 9* Wanneer w de spreidingsbreedte voorstelt 

in de optische densiteit, dan wordt de variantie gelijk aan : 

r- 2 

D = 
lOn 

waarin n het aantal waarnemingsreeksen voorstelt en 10 het aantal 

waarnemingen per reeks. Het aantal vrijheidsgraden is in dit geval 

gelijk aan n» Uit de gegevens van tabel 9 wordt berekend dat D = 

0,0000135 en de variantieanalyse is weergegeven in tabel 10. Daar 

de berekende F waarde ruimschoots de theoretische waarde met 1 % over­

schrijdingskans overtreft, wordt de mogelijkheid, dat de afwijkingen 

tussen de experimentele punten en de berekende rechte aanvaardbaar 

zijn binnen het kader van de proeffouten, niet weerhouden. Twee 

mogelijke verklaringen kunnen dan, volgens YOUDEN (I87), voor deze 

situatie gegeven worden. 
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Tabel 9»- Gegevens voor het berekenen van de variantie, Dj op grond 

van de spreidingsbreedte, w. 

1 '̂ 
2,5 

5,0 

7,5 

10,0 

12,5 

15,0 

17,5 

20,0 

22,5 

25,0 

log y^ 

1,9304 

1,8686 

1,8028 

1,7160 

1,6532 

1,5792 

1,5051 

1,4183 

1,3464 

1,2872 

log ^2 

1,9269 

1,8603 

1,7924 

1,7076 

1,6425 

1 ,5670 

1,4983 

1,4014 

1,3324 

1,2504 

w 

0,0035 

0,0083 

0,0104 

0,0084 

0,0107 

0,0128 

0,0068 

0,0169 

0,0140 

0,0168 

2 
w 

0,00001225 

0,00006889 

0,00010816 

0,00007056 

0,00011449 

0,00016384 

0,00004624 

0,00028561 

0,00019600 

0,00028224 

Tabel 10.- Variantieanalyse 

H hypothese s de afwijkingen van de experimentele punten ten 

opzichte van de berekende rechte vallen binnen de grenzen van de 

proeffouten. 

Bron variantie 

Lijn met 

intercept 

Herhalingen 

Vrijheidsgraden 

8 

10 

Kwadraat­

som 

0,0004 

0,0000135 

Variantie 

0,00005 

0,00000135 

F(berekend) 

37,03** 

F theoretisch net 8 en 10 vrijheidsgraden en 

5 io overschrijdingskans 3,07 

1 ^ overschrijdingskans 5,06 
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De eerste mogelijkheid voor dergelijke toestand zou in het 

leven geroepen worden, wanneer de herhalingen binnen de reeksen een 

vals beeld geven van de nauwkeurigheid. Dit zou het geval kunnen zijn, 

wanneer uitgegaan wordt van één enkele standaardoplossing voor alle 

waarnemingen van een gegeven reeks. De gevolgde proefopzet sluit 

echter een dergelijke te hoge analysenauwkeurigheid volledig uit. 

De tweede verklaring van de vastgestelde situatie is te 

vinden in het feit dat de beste benadering voor het verband tussen de 

onafhankelijke en de afhankelijke veranderlijke niet gegeven wordt 

door een rechte in een lineair assenstelsel. 

Wanneer derhalve de methode met het fosfomolybdeenblauw 

gebruikt wordt voor het doseren van het 1—ascorbinezuior en de metingen 

uitgevoerd worden bij 750 rap en met behulp van een fotoelektrische 

kolorimeter zullen de beste resultaten bekomen worden, wanneer gebruik 

gemaakt wordt van een experimentele standaardkurve. Deze kurve wordt 

weergegeven in figuur 7» Voor meerdere informaties ten aanzien van 

het gebruik van deze techniek bij de aanwending van diverse extraktie-

middelen en dergelijke wordt verwezen naar een reeds verschenen mede­

deling (188). 

2.4» Koppelingsreakties, 

Deze methodes steionen op de vorming van een gekleurde ver­

binding door de reaktie van het reagens met het 1-ascorbinezuur of 

een afbraakprodukt, dat onder gekontroleerde voorwaarden uit het 

1-ascorbinezuur gevormd wordt. 

In het algemeen leidt een dergelijke techniek tot een 

methode met een veel grotere^ecificiteit dan mogelijk is bij de 

redoxmethodes, maar uiteraard vergen de analyses veel meer tijd en 



Fig 7 E x p e r i m e n t e l e s t a n daard k u r v e 

f o s f o m o l y b d e e n b l a u w m e t h o d e 

k o n c e n t r a t i e mg / l i t er 
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zijn de behandelingen van meer complexe aard. 

Al naar gelang het gebezigde reaktief kan een onderscheid 

gemaakt worden tussen de methodes. Enerzijds steunen een grote groep 

onderzoekingen op het gebruik van de koppelingsreaktie met het 2,4— 

dinitrofenylhydrazine en anderzijds worden sedert enkele tijd dia-

zoniumzouten aangewend als reagens. 

2.4.1. Het 2,4-dinitrofenylhydrazine als reagens, 

2.4»1i1. Principe. 

Het gebruik van hot 2,4-dinitrofenylhydrazine als reaktief 

voor de kwantitatieve dosering van het 1-ascorbinezuur steunt op de 

onderzoekingen van PEfTÏÏY & ZILVA (189, I90) j die als basis fungeerden 

voor de uitwerking van een doseringsmethode voor het 1—ascorbinezuur 

door ROE en medewerkers (19I, 192$ 193, 194j 195)j methode, die onder 

diverse modifikaties, veelvuldige toepassing vindt en waarvan de voor­

komende reakties in het schema van figuur 8 weergegeven zijn. 

Onder zachte kondities wordt het 1—ascorbinezuur omgezet 

tot het dehydro-1-ascorbinezuur, waarbij als oxydans gebruik gemaakt 

wordt van broomwater (l57), droog norit (l95) of een noritsuspensie 

in azijnzuur (196). Zowel het dehydro-1—ascorbinezuur als het 2,3-

diketo—1-gulonzuur reageren met het 2 54-dinitrofenylhydrazine onder 

de vorming van een osazon. Het uitgekristaliseerde osazon wordt ge­

ëxtraheerd met behulp van een zwavelzuuroplossing van 65 ̂  (l96), een 

zwavelzuuxoplossing van 85 ̂  (I60), gekonc entre er d zwavelzuvir (45)» 

ijsazijn (l97) of ethanol (198). Gedurende het oplossen ondergaat hot 

osazon een molekulaire omschakeling waarbij de vorming van een stabiel 

rood-bruin gekleurd produkt tot stand komt. 



FIG 8 REAKTIESCHEMA VOOR DE DOSERING VAN HET 
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De vereiste lange reaktieduur is een eerste helangrijk na­

deel voor het toepassen van deze methode in het onderzoek van de foto-

chemische destrtiktie van het 1—ascorhinezuur. De koppelingsreaktio 

tussen het 2,3-diketo-l-gulonzu;ar en het 2,4-dinitrofenylhydrazine 

vergt zes uur "bij een reaktie temperatuur van 37° C. Op dit moment 

is de reaktie tussen het dehydro-1-ascorhinezuur en het reaktief nog 

maar voor 95 i° doorgegaan, maar de reaktieduur kan in de aanwezigheid 

van l-ascorhinezuiir niet verlengd worden, daar een reaktie tussen deze 

kompoDoot en het reagens de dosering merkbaar hegint te beïnvloeden. 

Een inkorten van de reaktieduur tot drie u\ir is mogelijk, in bepaalde 

gevallen zelfs zonder het aanwenden van de ontworpen korrektieformules 

Door het opdrijven van de reaktietemperatuur tot op 57j5° C zijn 

GESCHWIED & medewerkers (l92) er in geslaagd de reaktieduiJr te be­

perken tot 45 minuten, terwijl SCHAFPERT & KINGSLEY (200) beweren dat 

de reaktieduur herleid kan worden tot op 5 tot 10 minuten, wanneer de 

temperatuur opgedreven wordt tot 100° C. Merkwaardig genoeg zou het 

2,3-diketo-l-gulonzuur onder deze omstandigheden niet meer reageren. 

Dit resultaat is echter nog niet aan een nader onderzoek onderworpen 

geworden. 

Een tweede belangrijke nadeel voor het aanwenden van deze 

techniek in het onderzoek van de fotochemische afbraak van het 1-as-

corbinezuur is het feit dat de afzonderlijke kwantitatieve bepaling 

van de drie komponenten ook drie doseringen vereist, waarbij achter­

eenvolgens bepaald worden : 

1. de som van het 1-ascorbinezuur, het dehydro—l-acorbine-

zuur en het 2,3-diketo-l-gulonzuvir na de behandeling met een oxydans, 

2. de koncentratie aan 2,3-diketo-l-gulonzuur na de re-

dviktie, 
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3 . de som van het dehydro-l-asoorbinezuur en het 2 , 3 -

diketo- l -gulonzut i r . 

ÏTiet zo zeer het f e i t dat ten minste de dosering ( l ) en 

(3) uitgevoerd dienen t e worden om de koncent ra t ie aan het 1—ascor-

"binezuur vas t t e s t e l l e n i s de hoofdoorzaak voor het afwijzen van deze 

techniek, maar wel de v a s t s t e l l i n g e n van TOBIAS & HERREID (l25) en van 

DE VLEESCHAUWER & medewerkers (45) , Bi j de analyse van melk hebhen 

deze onderzoekers v a s t g e s t e l d , dat de dosering (3) n i e t s l aa fde . Een 

andere bemerking i s afkomstig van LEVEtTSON & medewerkers (201) en b e ­

t r e f t de dosering ( 2 ) . Deze onderzoekers menen dat een 100 % r eduk t i e 

van het aanwezige dehydro-1-ascorbinezuTJr onder de aangegeven werk-

voorwaarden weinig waarsch i jn l i jk i s . 

Deze v a s t s t e l l i n g e n in verband met de reakt ieduur en in 

verband met de onzekerheid van t o t een j u i s t e dosering van het 

1-ascorbinezuur t e komen, hebb"en er toe ge le id deze methode u i t t e 

schakelen voor het onderzoek van de fotochemische d e s t r u k t i e van het 

1-ascorbinezuur. Daar deze techniek ve ru i t de meest verspre ide ko lo -

r ime t r i sche methode i s (202, 203, 204, 205, 206) wordt h i e r a l l een 

de standaardkurve weergegeven, zodat de andere kolor imetr ische t e c h ­

nieken eventueel met deze werkwijze kunnen vergeleken worden vanuit 

het standpunt van de gevoel igheid , 

2 . 4 . 1 . 2 . Reagentia, 

Trichloorazijnzuuroplossing van 4 ^ ' 

40 g trichloorazijnzuur p.a. worden opgelost en aangelengd 

met gedistilleerd water tot 1.000 ml. 

ïïorit : 

vereist is een ijzervrij preparaat. 
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Thioureum p.a. 

Zwavelzuuroplossing ongeveer 9 N : 

250 ml gekoncentreerd zwavelzuur p.a» worden opgelost 

in ongeveer 500 ml water en na afkoeling aangelengd tot 1 ,000 ml 

met water. 

2 ,4~<iinitrof enylhydrazine reagens : 

1,000 mg van het reaktief worden opgelost in zwavelzuur 

van 9 N en aangelengd met dit reaktief tot 50,0 ml. 

Stockoplossing 1-ascorhinezuur s 

150,0 mg van het voorafgaandelijk gedroogd kristallijn 

l-ascorhinezuur p,a. worden afgewogen, opgelost in en aangelengd tot 

500,0 ml met gedistilleerd water. 

Verdunde stockoplossing en testoplossingen : 

Uit de stockoplossing worden 100 ml afgepipeteerd in een 

maatkolf van 1.000 ml en aangelengd tot de merkstreep met water. 

De koncentratie van deze oplossing bedraagt 30,0 mg l-ascorhinezuur 

per liter en uitgaande van deze oplossing worden verder proefoplos-

singen met 6,0 ; 12,0 | 18,0 en 24jO mg l-ascorhinezuur per liter 

klaargemaakt en onderzocht, 

2,4.1.3. Modus operandi, 

Aan 20,0 ml testoplossing worden 20,0 ml van de 4 ̂  tri" 

chloorazijnauuroplossing toegevoegd en vervolgens 2 g norit. Het ge­

heel wordt goed geschud en na 10 minuten rusten wordt de oplossing ĝ  

filtreerd doorheen een plooifilter. Het filtraat wordt opgevangen ii; 

een erlenmeyer, waarin voorafgaandelijk ongeveer 0,2 g thioureum 

worden getracht. Van het "bekomen filtraat worden 5jO ml afgepipe-
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teerd en in een geschikte recipient gemengd met 1,0 ml van het 

2,4-cl-initrof enylhydrazinereaktief. Het geheel wordt gedtirende 3 

uur bewaard in een waterbad op 37° C en vervolgens wordt de reci­

pient afgekoeld in een ijsbad. Terwijl de proef gekoeld wordt, laat 

men druppelsgewijze 10,0 ml gekoncentreerd zwavelzuur toevloeien uit 

een buret. De proef wordt daarop gedurende 30 minuten bewaard bij 

kamertemperatuur en vervolgens uitgemeten ten opzichte van een speci­

fieke blanko met behulp van de Pulfrich-Wepho fotoelektrische kolori-

meter voorzien van een filter S 53 en 20,0 ram kuvetten. De blanko is 

bekomen geworden door de analyse toe te passen op gedistileerd water. 

2.4«1»4» Standaardkurve. 

De bekomen resultaten zijn weergegeven in tabel 11. Hier­

uit is met behulp van de methode van de kleinste kwadraten de best 

aangepaste rechte berekend geworden. Enkele referentiepunten zijn 

weergegeven in tabel 12 en de berekende standaardkurve on de experi­

mentele punten worden voorgesteld in figuur 9« 

Tabel 11.- Berekende standaardkurve voor de 1—asoorbinezuurdosering 

met de 2,4-dinitrofenyIhydrazinemethode, uitgemeten op de 

Pulfrich-Wepho. 

mg/liter 

6.0 

12.0 

18.0 

24.0 

30.0 

^ transmissie 

66,$ 

44,1 

29,1 

19,8 

13,5 

Zj_(=logy^) 

1 ,8254 

1,6444 

1,4699 

1,2967 

1 ,1303 

X. z. 
X X 

10,9524 

19,7328 

26,3502 

31 ,1208 

33,9090 

2 z. 
X ! 

3,332085 

2,704051 

2,143003 

1,681401 

1,277578 
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zodat 

en 

l 
l 
L 
l 
l 

X 

xz 
2 

X 
z 

x l . 
(Lx)2 
n 

a 

ID 

90,0 

122,0652 

1.980,0 

7,3607 

662,4630 

8.100,0 

5 

1,9924 

- 0,0289 

De absorptie in fa transmissie wordt dan ook uitgedrvikt. 

door de vergelijking : 

log fo transmissie = 1,9924 - 0,0289 x 

Tabel 12,- Referentie pimten voor de berekende rechte voor de 2,4-

dinitrofenylhydrazinemethode 

z 

in mg/liter 

0,0 

10,0 

20,0 

y 

in fo transmissie 

98,3 

50,5 

26,0 

2.4.2. Diazoniumzouten als reagens. 

2.4.2.1. Principe van de methode. 

In 1953 hebben SCHtlALL & medewerkers (207,208) voor het 

eerst gebruik gemaakt van een nieuw type reagens voor de dosering 
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van het l-ascor'binezu\ïr. Er is vastgesteld geworden dat het gedia-

zoteerde 4—niethoxy-2-nitro-aniline met het l-ascorhinezuur reageert 

en dat het eindprodukt in alkalisch midden een kolorimetrische do­

sering mogelijk maakt. Het gebruik van dit reaktief is uitvoerig 

"bestudeerd geworden door CROSSLMD (2O9) en deze onderzoeker is tot 

de vaststelling gekomen, dat de gevoeligheid van de voorgestelde 

methode vaak te laag uitvalt voor de analyse van natuurlijke produkten. 

Ook in melk is de koncentratie aan l-ascorbinezuvu? te gering om een 

dosering met behulp van een klein volvime door te voeren, zodat oen 

modifikatie ontwikkeld geworden is. Tot nu toe is alleen een storing 

bij deze techniek vastgesteld geworden door flavonen (210). 

Ook andere genitreerde verbindingen zijn onderzocht ge­

worden op hun eventueel gebruik als reagens voor de dosering van het 

1-ascorbinezuur, HIROYASU & medewerkers (21l) en MOOR (212, 213) heb­

ben het nitro-aniline onderzocht en TSUlTEtlATSU & medewerkers (214) iiet 

2,4-dinitrobenzoezuur. Achtereenvolgens worden thans de resultaten 

behandeld die in de loop van dit onderzoek zijn bekomen geworden met 

behulp van het reaktief van SCH14ALL en met behulp van het reagens be­

schreven door MOOR. 

2.4.2.2. De 4—roethoxy-2-nitroanlinemethode. 

Daar de onderzoekingen met dit reaktief terzslfdertijd 

doorgevoerd geworden zijn als deze met het 2—nitroaniline, en daar 

vrij vlug aan het licht kwam, dat het laatst genoemde reagens tot 

heel wat interessantere gegevens leidde, zijn deze experimenten niet 

tot het einde toe doorgevoerd geworden. Het is derhalve niet mtge-

sloten, dat de voorgestelde modifikatie niet volledig onderzocht ge­

worden is op haar mogelijkhedeï;. Het reaktieschema wordt weergegeven 

in figuur 10. 
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2 . 4 . 2 . 2 . 1 . Reagentia . 

Aminoreagens : 

500,0 mg 4~metlio3:y-2-nitroaniline worden opgelost in 125,0 

ml i j saa i jn p . a . en worden aangelengd t o t 250,0 ml met een zwavelzuur­

oplossing van 10 ^ , 

ïïitrietreagens : 

200 rag ka l iumni t r i e t p . a . worden opgelost in en aangelengd 

met g e d i s t i l l e e r d water t o t 100,0 ml. 

I J s a z i j n p . a . 

Zwavelzuuroplossing 10 ̂ j 

100 g zwavelzuur p.a. worden opgelost in ongeveer 500 ml 

gedistilleerd water en, na afkoelen tot op kamertemperatuur, verder 

aangelengd met water tot 1.000 ml. 

Ethanol p.a. 

ïïatriumhydroxydeoplossing ; 

100 g natriumhydroxyde p.a. worden opgelost in nagenoeg 

500 ml gedistilleerd water en na het afkoelen van de oplossing tot 

op kamertemperatuiir verder aangelengd met water tot 1 .000 ml, 

Gekomhineerd reaktief : 

In een maatkolfje van 100 ml worden 1,25 ml van het amino­

reagens gebracht en het kolfje wordt in een ij shad geplaatst. Daarna 

worden 1,25 ml nitrietoplossing druppelsgewijze toegevoegd. Er ont­

staat een oranje-rode kleur en de oplossing vjordt geschud tot deze 

kleur overgegaan is in een lichtgele tint. Daarop wordt de oplossing 
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aangelengd met ethanol. Deze oplossing van het reaktief dient in het 

ijsbad bewaard te worden en de stabiliteit is zeer gering, zodat deze 

oplossing slechts klaar gemaakt wordt op het moment dat het reagens 

direkt gebruikt kan worden. 

Stock- en testoplossingen van het l-ascorbinezuur : 

Uitgaande van een voorafgaandelijk gedroogd kristallijn 

l-ascorbinezuurpreparaat p.a. worden deze oplossingen gemaakt met 

behulp van gedistilleerd water. 

2.4.2.2.2. Modus operandi. 

Van de te onderzoeken waterige oplossing worden SjO ml 

afgepipeteerd in een grote proefbuis die vooreien is van een inge­

slepen stop. Hieraan worden 15jO ml van het gekombineerd reaktief 

toegevoegd en het geheel wordt gedurende 30 minuten bewaard in een 

ijsbad. Van deze koude oplossing worden 10,0 ml overgebracht in een 

tweede proefbuis, eveneens voorzien van een ingeslepen stop, en er 

worden 5jO nil van de natriiimhydroxydeoplossing toegevoegd. Het ge­

heel wordt krachtig geschud en gedurende 15 minuten bewaard bij 0° C. 

Daarna wordt de oplossing op kamertemperatuur gebracht door het on­

derdompelen in een waterbad, de gekleurde oplossing wordt overgebrach" 

in een kuvet met een lichtpad van 50,0 mm en de oplossing wordt uitgO' 

meten ten opzichte van een specifieke blanko in oen Beokman DU spek-

trofotometer bij 570 mp . De blanko wordt bekomen door de analyse 

toe te passen op water. 

2.4.2.2.3. Voorlopige standaardkurve. 

De bekomen resultaten zijn vervat in tabel 13» Met 

behulp van deze gegeven kan berekend worden dat s 
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14.113,44 

14,85 

11,4154 

16,5093 

8 

163,743 

zodat a « 1,9972 

en "b a - 0,0381 

Het io transmissie kan derhalve berekend worden met behulp van de 

vergelijking s 

log y^ = 1,9972 - 0,0381 x^ 

Enkele referentiepunten zijn weergegeven in tabel 14 en de berekende 

rechte wordt samen met de gemiddelde experimentele waarden voorge­

steld in figuur 11. 

Met deze techniek zijn echter bepaalde moeilijkheden onder­

vonden geworden. ¥aak treedt in de gekleurde oplossingen een troebel 

op, zodat niet ieder experiment tot een resultaat leidt. Een soepel 

werkschema lijkt al evenmin gemakkelijk te verwezenlijken, zodat in 

het kader van het geplande onderzoek deze techniek verlaten geworden 

is ten voordele van de methode met het 2-nitroaniline. Wel kan aan­

gestipt worden, dat de gevolgde werkwijze een belangrijke vorhogiiag 

van de gevoeligheid voor gevolg had. Volgens de vroegere onder­

zoekingen met behulp van het 4-roethoxy-2-nitroaniline kan de analyse 

slechts doorgevoerd worden wanneer tussen 500 en 2.000 mikrogrammen 

(I-i)' 

L, z. 

V Z = X. / z. 
1 ^ 1 
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Tabel 13. - Gegevens voor het opstellen van de standaardkurve 

voor de dosering van het 1-ascorbinezuur net be­

hulp van gediazoteerd 4-methoxy-2-nitroaniline, 

Beekman DU spektrofotometer uitgerust met 50,0 mm 

kuvetten, golflengte 570 rap . 

X. 
1 

mg/liter 

8,0 

10,0 

12,0 

i4,o 

16,1 

18,0 

20,1 

20,6 

y 
'•jo transmissie 

48,8 

40,6 

34,4 

29.2 

23.8 

20,2 

17,0 

16,0 

z^ (= log y^) 

1 

1,6884 

1,6085 

1,5366 

1,3766 

1,3766 

1,3054 

l,2904 

; i,204l 

Tabel l4, - Berekende referentiepunten voor de standaardkurve 

voor het 4-methoxy—2-nitroanilinereaktief. 

^ i 
(mg/liter) 

0,0 

1 10,0 

20,0 

(°̂  
^± 

transmissie) 

99,4 

41,3 

17,2 
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l-ascorhinezuur voorhanden zijn. In de hier beschreven modifikatie 

dienen maximaal slechts 100 mikrogrammen aanwezig te zijn. 

2.4.2.3. De 2-nitroanilinemethode. 

Volgens de originele voorschriften uitgevoerd zou deze 

methode in snelheid in belangrijke mate te kort schieten, daar niet 

minder dan drie opeenvolgende zuiveringsextrakties voorzien zijn. 

Er is echter uitgemaakt geworden, dat deze extrakties zowel voor het 

onderzoek van waterige oplossingen als voor het onderzoek van melk 

achterwege mogen gelaten worden (215)» Hierdoor wordt de analyseduur 

in belangrijke mate ingekort en kan een soepel werkschema ontwikkeld 

worden voor de analyse van bestraalde waterige oplossingen. 

2,4,2.3.1. Reagentia. 

Metafosfoorzuur : 

20 ̂  gewicht/volume 

Metaf osf oor zuiïT : 

1 ^ gewicht/vol-ume 

Natriumnitrietoplossing : 

0,08 'jo gewicht/volume 

Watriumhydroxydeoplossing : 

2 ^ gewicht/volume 

o-Hitro-anilineoplossing 

400,0 mg van het preparaat worden afgewogen en opgelost 

in 20,0 ml ijsazijn. Het geheel wordt aangelengd tot 250,0 ml met 
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een chloorwaterstofzuvixoplossing van ongeveer 3 N« 

n-Butanol p,a. 

Ethanol p.a, 

IJsazijn p.a. 

Alkolholmengsel i 

één volume n-butanol wordt gemengd met één volume ethanol. 

Chloorwaterstofzutiroplossing t 

een oplossing die ongevear 3 N is wordt klaar gemaakt door 

258 ml chloorwaterstofzutir p.a. met een densiteit van 1,19 op te los­

sen in en aan te lengen met gedistilleerd water tot 1.OOO5O ml, 

Diazoreagens s 

één ml van de 2-nitro-anilineoplossing wordt gemengd met 

één ml van de natriumnitrietoplossing en met twee ml van het alkohol— 

mengsel. Deze oplossing is niet stahiel en moet direkt verder ver­

werkt worden. 

Stockoplossing van het 1-ascorhinezuur : 

200,0 rag van een gedroogd, kristallijn preparaat p.a, 

worden afgewogen, opgelost in en aangelengd met metafosfoorzuur 1 % 

tot 1,000,0 ml, 

2,4.2,3.2. Modus operandi. 

Van een geschikte verdimning, opgemaakt uit de stockop­

lossing met hehulp van de metafosfoorzuuroplossing van 1 %, worden 
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30,0 ml (15,0) afgepipeteerd in een maatkolfje van 30,0 ml (25,O), 

waaraan ^,0 ml metafosfoorzuuroplossing van 20,0 'fo worden toegevoegd 

en er wordt aangelengd met water tot de merkstreep. ITa goed mengen 

worden 20,0 ml overgebracht in een grote proefbuis voorzien van een 

glazen stop en er wordt 1,0 ml van het vers bereidde diazoreagens toe­

gevoegd. Br wordt gedurende 5 minuten krachtig geschud en de ontstane 

emulsie wordt gebroken door de proefbuis gedurende 5 minuten te cen­

trifugeren in een Gerbercentrifuge met een diameter van 60 cm en een 

draaisnelheid van 1.100 t/min. Van de heldere alkohollaag worden I59O 

ml overgebracht in een tweede proefbuis. Hieraan worden 5jO ml van 

de natriumhydroxydeoplossing toegevoegd, er wordt krachtig geschud 

gedurende 5 minuten en na het uitklaren van beide lagen, wat door de 

band zonder moeilijkheden verloopt, wordt de waterige laag overgebrachi 

in een geschikte kolorimeterkuvet. Bij deze onderzoekingen is gebruik 

gemaakt geworden van een Beekman Dü spektrofotometer uitgerust met 

10,0 mm kuvetten en de oplossingen zijn uitgemeten geworden ten op­

zichte van water. 

Aan te stippen valt, dat, ook bij deze techniek de gekleurd 

oplossingen soms troebel worden, dit onder de invloed van de warmte 

van de handen of door een langdurig verblijf in de meetkamer van de 

spektrofotometer. Aan dit euvel wordt echter gemakkelijk verholpen 

door de kuvetten gedurende een korte tijd af te koelen in koud lei-

dingswater. 

De cijfers binnen de haakjes geven de werkvoorwaarden weer, 

die van toepassing waren bij het onderzoek van bestraalde oplossingen. 

2.4.2.3.3« De absorptiekurve. 

Een oplossing met een koncentratie van ongeveer 20,0 mg 

l-ascorbinezuur per liter is bij deze onderzoekingen aangewend ge-
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worden. De resultaten zijn weergegeven in tabel 15 en worden grafisch 

voorgesteld in figuur 12. 

2,4»2.3«3. Standaardkurve. 

Hierbi j worden oplossingen onderzocht in het koncen t r a t i e -

i n t e r v a l 20,0 t o t 2,0 mg l-ascorbinezuur per l i t e r . De bekomen g e ­

gevens z i jn vervat in t abe l l6 en l a t en toe t e berekenen dat : 

110,0 
1 

L x^^ - • 1.540,0 

Y_ x . z . « 156,5868 
1 1 

( E ^ . ) ^ » 12.100,00 

X « 11,0 

Y. x.)_z. - 1.702,4040 

T. z^ - 15,4764 

n » 10 

zodat a - 2,00370 

en b a - 0,04146 

Het fo t ransmiss ie kan dus berekend worden u i t de verge l i jk ing 

log y. = 2,00370 - 0,04146 X. 

Enkele re ferent iepunten voor de berekende standaardkiïrve worden 

weergegeven in t abe l 17, t e r w i j l in f iguur 13 de berekende rech te 

samen met de experimentele pimten wordt voorges te ld . 
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Tabel 15. - Absorptiekurve voor de gekleurde komponeiit bij 

het gebruik van het 2-nitroanilxne, 

Golflengte 

in m |j 

4oo 

+̂25 

450 

^75 
500 

525 
550 

f 575 

600 

625 
650 

675 
700 

725 

^ Transmissie 

88,0 

7^,^ 
54,1 

34,9 

22,3 

16,8 

17,0 

21,8 

32,5 
50,8 

69,3 

85,7 
96,4 

100,3 

Golflengte 

in m p 

, 

510 

520 

530 

540 

550 

560 

570 

^ Transmissie 

1 

19,^ 

17,7 

16,7 

16,5 1 
17,2 

18,2 

20,5 

I 



Tabel 1.6. — Samenvatting van de gegevens voor het bepalen van de standaardkurve voor het 

doseren van het 1-ascorbinezuur met het 2-nitroaniline reagens - Beekman DU -

10 mm kuvetten - 5^0 mp . 

X . 
X 

mg/liter 

20,0 

18,0 

16,0 

14,0 

12,0 

10,0 

8,0 

- 6,0 

4,0 

2,0 

^i 
^ transmissie 

15,0 

18,0 

21,9 

26,4 

32,2 

39,2 

47,1 

56,8 

68,7 

82,7 

z^(=^logy^) 

1,1761 

1,2553 

1,3404 

1,4216 

1,5079 

1,5933 

1,6730 

1,7543 

1,8370 

1,9175 

X. Z. 

23,5220 

22,5954 

21,4464 

19,9024 

18,0948 

15,9330 

13,3840 

10,5258 

7,3480 

3,8350 

n 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

s{standaardafwijking 

enkele bepaling) 

0,32 

0,30 

0,42 

0,54 

0,66 

0,67 

0,60 

0,68 

0,68 

0,33 

s/\/rr( standaardaf­

wijking gemiddelde) 

0,13 

0,12 

0,17 

0,22 

0,26 

0,27 

0,24 

0,27 

' 0,27 

0,13 
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Tabel 1?.- Berekende referentiepunten voor de best aangepaste rechte 

doorheen de experimentele punten voor de 2-nitroaniline-

methode. 

! ^ i 
in mg/ l i t e r 

O5O 

10,0 

20,0 

^ i 
in ^ t ransmiss ie 

100,9 

38,8 

14,9 

Eb? wordt echter verwacht dat het intercept in een lineair 

assenstelsel de waarde 0,0000 heeft, daar waar uit de vergelijking 

van de best aangepaste rechte volgt, dat het experimentele intercept 

gelijk is aan -0,0037. Door enöraijds de kwadraatsom van de afwijk­

ingen tussen de experimentele punten en de rechte met een intercept 

0,0000 te bepalen, S', en anderzijds de kwadraatsom van de afwijkingen 

tussen de experimentele punten en de rechte met een intercept van 

- 0,0037 te bepalen, S, kan met behulp van een variantieanalyse uit­

gemaakt worden of het experimentele intercept op grond van de proef-

fouten kan aanvaard worden. Met behulp van de reeds behandelde for­

mules wordt de waarde berekend voor : 

s' = 0,00005 

en voor S = 0,00004 

Beide kwadraatsommen werden vergeleken in de variantieanalyse samen­

gevat in tabel I8, 
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Tahel 18.- Variantieanalyse. 

H hypothese ; geen -wezenli;; 

0,0000 en het experimentele 

Bron variant!e 

Reduktie 
door intercept 

Lijn met 
intercept 

Lijn zonder 
intercept 

Vrijheids­
graden 

jk verschil tussen het theoretisch intercept 

intercept - 0,0037 

-

1 

8 

9 

Kwadraat-
som 

0,00001 

0,00004 

0,00005 

Variantie 

0,000010 

0,000005 

P('berekend) 

I 

2,0 

F theoretisch met 1 en 8 vrijheidsgraden en 5 ̂  overschrijdingskans ; 

5,32 1 

Op grond van de uitgevoerde experimenten is er derhalve 

geen reden om een -werkelijk "bestaand verschil tussen het theoretische 

intercept en de experimentele -waarde te veronderstellen. 

2.4.2.3^4« I's sta"biliteit van de kleur. 

Door een bepaalde tijd te laten verlopen na het toevoegen 

van het diazoreagens, na de extraktie met het n-'butanol of na de 

kletirvorming met het toegevoegde natriumhydroxyde, en dan pas de 

analyse af te werken, is nagegaan ge-worden in hoeverre de analysere­

sultaten "beïnvloed kunnen -worden door een onderbreking in het werk. 

De bekomen resultaten zijn samengevat in tabel 19. 

Het onderzoek van deze gegevens brengt aan het licht dat 

er een groot verschil bestaat voor wat betreft een onderbreking na 



Tabel 19»- Invloed van een onderbreking van de analyses op de beLomen resultaten bij de 

2-nitroanilinemethode» 

Onderbroken 
voor t minuten 

0 

30 

60 

90 

120 

150 

180 

ITa toevoeging van het 
diazoreagens 

I 

100,0 

100,0 

99,0 

96,6 

96,6 

94,1 

II 

100,0 

99,0 

97,5 

97,0 

98,0 

95,4 

/ol-

Gemido 

100,0 

99,5 

98,3 

96,8 

97,3 

94,8 

Na de extraktie met het 
n-butanol 

ITa de kleurvorming met 
het natriumhydrox/de 

•ascorbinezuui' teruggevonden 

I I I 
l 
t 

100,0 1 100,0 

99,5 100,0 

96,6 

92,6 

92,6 

90,6 

99,0 

94,9 

93,4 

91,4 

Gemid. 

100,0 

99,8 

97,8 

93,8 

93,0 

91,0 

I 

100,0 

99,5 

99,5 

101 ,0 

99,0 

100,0 

II 

100,0 

100,5 

100,5 

100,5 

102,0 

99,5 

Gemido 

100,0 

100,0 

100,0 

100,8 

100,5 

99,8 1 

os 
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het toevoegen van het diazoreagens of na het extraheren met het n-

butanol enerzijds en een onderbreking van de werkzaamlied en na de 

kleiorvorraing anderzijds. 

Voor een koncentratie van 20,0 mg l-ascorbinezu-ur per liter 

volgt uit tabel 16 een standaardafwijking op de gemiddelde waarneming 

van 0,13 '̂  transmissie zodat het 95 i° betrouwbaarheidsinterval op de 

aflezing gelijk wordt aan : 

15,0 + 2,57 X 0,13 = 15,0 + 0,3 I0 transmissie 

In 'jo 1-ascorbinezuur omgerekend komt dit overeen met een 

interval begrepen tussen 98,7 ̂  en 100,9 ^. De gemiddelde waarneminger 

die bekomen zijn na een onderbreking variërend tussen O en I80 minuten 

vallen binnen deze betrouwbaarheidsgrenzen voor zover de onderbreking 

gebeiirde na de kleur ontwikkeling. Dit betekent dat alle waarnemingen 

van een belichtingsexperiment kunnen uitgemeten worden na het beëin­

digen van de proef op voorwaarde dat de analysen zelf afgewerkt worden 

zonder onderbreking, 

2,5. Besluiten. 

Op grond van de uitgevoerde experimenten komen, wegens de 

eenvoudigheid van de techniek, de snelheid van de uitvoering of de 

mogelijkheid voor het opstellen van een soepel werkschema, slechts 

drie van de onderzochte methoden in aanmerking voor de studie van de 

fotogesensibiliseerde afbraak van het 1-ascorbinezuur. Deze drie 

technieken zijn de 2,6- dichlorofenol-indofenol titratie, de fosfo-

molybdeenblauwmethode en de o-nitroanilinemethode. Aangenomen wordt 

dat er goede redenen zijn om voorop te stellen, dat de beide kolori-
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metrische methoden niet gestoord zullen worden door de afbraakpro-

dukten van het 1-ascorbinezuur. 

3. De fotogesensibiliseerde afbraak van het 1-ascorbinezuur. 

3.1. De belichtingsinstallatie en —methode. 

Bij de uitvoering van deze experimenten is gebruik gemaakt 

geworden van twee belichtingsinstallaties. Bij een van deze apparaten 

gebeurt de belichting langs onder. Deze installatie wordt verder be­

sproken onder de aanduiding "B I"# Bij de andere uitrusting wordt de 

belichting doorgevoerd op één van de zijvlakken. Deze inrichting 

wordt in de tekst vermeld als de "B IT'installatie, 

3.1.1. De B I installatie. 

Deze inrichting is opgesteld in een donkere kamer, die 

voorzien is van een regelbare temperatuursinstallatie. Gedurende de 

gehele proefduur is het mogelijk de temperatuur van de proefoplos-

singen tussen 19 en 22* C te houden door een geschikte instelling van 

de kamertemperatuur. 

De installatie bestaat uit een dubbel statief, waarop langs 

onder de gebruikte lamp vastgeklemd wordt. Daarboven bevindt zich 

een verplaatsbaar, ringvormig steiinvlak, waarop rechtopstaande klem— 

vlakjes aangebracht zijn. Deze plaatjes voorkomen een accidenteel 

versohuiven of afstoten van de belichtingskuvet, maar laten door hun 

plaatsing tevens toe de voeler van de gebruikte belichtingsmeter steed 

in dezelfde zin te plaatsen ten opzichte van de lamp. De voeler van 
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de luxmeter en de belichtingskuvet hebben dezelfde diameter. Na het 

afregelen van de afstand tussen de lichtbron en het belichtingsvlak, 

wordt de voeler van de belichtingsmeter vervangen door de kuvet. Een 

kristallisatieschaal met een diameter van 15 cm wordt daarvoor aange­

wend. Na het monteren van een thermometer en een elektrische roerder 

wordt de lamp gedoofd en wordt de proefoplossing klaar gemaakt. 

Nadat van de oplossing een monster genomen is voor de 

kontrole op het ingewogen gewicht aan l-ascorbinezuur en voor de be­

paling van de pH, wordt de oplossing overgebracht in de belichtin^^s-

schaal en wordt de proef gestart. Al naar gelang de gebruikte analyse­

techniek wordt om de 5 of om de 10 minuten een monster genomen voor de 

dosering van de resterende hoeveelheid van het 1—asoorbinezuur en 

wordt de temperatuur van de oplossing genoteerd. 

Deze belichtingsinstallatie wordt schematisch weergegeven 

in figuur 14» Ze is niet ideaal maar ze biedt volgende grote voor­

delen : 

- gedvirende de gehele "baliolitingsdu-ur blijft de afstand tus­

sen de lichtbron en het belichte oppervlak konstant en daar de be-

lichtingssterkte omgekeerd evenredig is met het kwadraat van deze af­

stand, hebben geringe wijzigingen van deze afstand een grote invloed 

op de belichtingsintensiteit 5 

- de beliohtingsintensiteit op het te belichten vlak kan 

zeer nauwkeurig ingesteld worden. 

Deze techniek bezit volgende belangrijke nadelen : 



Fig H S c h e m a t i s c h e v o o r s t e l l i n g 

b e l i c h t i n g s i n s t a l l a t i e B I 
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— door het tussenschakelen van een glazen wand treedt een 

verlies op door reflektie, verlies dat ongeveer op 4 ^ mag geraamd 

worden | 

— door het tussenschakelen van een glazen wand treedt een 

onhekendj maar voor een gegeven kuvet konstant, verlies op door de 

absorptie 5 

— gedurende de proef verandert de laagdikte van de be­

straalde oplossing. 

De eerste twee nadelen kunnen ondervangen worden door ge­

bruik te maken van één en dezelfde kuvet voor alle proeven. Hierdoor 

worden de bekomen resultaten onderling wel vergelijkbaar. Het laatst 

genoemde nadeel kan niet ondervangen worden, maar de gevolgen kunnen 

beperkt worden. Over het algemeen wordt een fout van 10 ̂  (l40) op de 

bepaling van een reaktiesnelheidskonstante aanzien als accepteerbaar. 

De veranderingen in de laagdikte dienen dus beperkt te worden tot een 

waarde, waarbij de bekomen resultaten geen grotere fout aantonen. 

Voor de analyse met behulp van de fosfomolybdssnblauwmethode of met 

de titrimetrische techniek worden dan ook slechts maximaal 10 waar­

nemingen verricht, wat overeenstemt met een belichtingsduiu? van 50 

minuten. Wanneer de o-nitroanilinemethode toegepast wordt, kunnen in 

deze periode slechts 5 waarnemingen verricht worden, waardoor de maxi­

male hoeveelheid aan verbruikte proefoplossing ongeveer 2/3 bedraagt 

van de hoeveelheid die nodig is bij de andere analysetechnieken» 

Aanvankelijk is deze belichtingsinstallatie gebruikt ge­

worden met twee verschillende lichtbronnen, namelijk een argaphoto 

lamp van 500 Watt zonder inwendige spiegel en een projektielamp E 375 
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eveneens van 500 ¥att. Beide lichtbronnen worden door Philips ver­

vaardigd. De E 375 heeft de best reproduceerbare resultaten opge­

leverd, maar tengevolge van de zeer korte levensduur is van het ge­

bruik van deze lichtbron afgezien geworden. 

3.1.2. De B II installatie. 

Deze inrichting wordt schematisch weergegeven in figuur 15» 

De vertikale opstelling is hierin vervangen geworden door een horizon­

tale werkwijze. De belichtingskuvet is uit optisch glas vervaardigd 

en heeft als binnenafmetingen 200 x 170 x 100 mm, zodat de breedte 

20 cm en de laagdikte 10 cm bedraagt. Deze kuvet laat toe tot 3 liter 

belichtingsvloeistof per experiment aan te wenden. 

De kuvet wordt in een bakje geplaatst waarvan de binnen­

zijden overtrokken zijn met zwarte vilt. De voorzijde kan afgesloten 

worden en in het afneembaar deksel zijn afsluitbare openingen voorzien 

voor het ingieten van de oplossing in de kuvet, voor het in de oplos­

sing brengen van een roerstaaf, van een weerstandsthermometer, van een 

koude vinger en voor het afpipeteren van de monsters. 

ïladat de voorzijde en het deksel verwijderd zijn, wordt 

de kuvet in de belichtingskamer gebracht en in de kuvet wordt de 

voeler van de lichtmeter geplaatst. De voeler wordt voorzichtig op­

gespannen tegen de voorzijde van de kuvet, het bovendeksel wordt terug 

geplaatst en de afstand tussen de lichtbron en het belichtingsopper­

vlak wordt geregeld door het verschuiven van de beweegbaar opgestelde 

lichtbron. Wanneer de belichtingsintensiteit ingesteld is, wordt de 

voeler van de belichtingsmeter weggenomen, de roerder, koeler en 

weerstandsthermometer worden gemonteerd en de belichtingskamer wordt 

afgesloten totdat de proefoplossing in de kuvet overgebracht is. 



Frg IS S c h e m a t i s c h e v o o r s t e l l i n g be l i ch t i ngs ins ta l l a t i e B II 

stabil isator 

roer de r 

thermometer 

k o e l e r 
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Behoudens de mogelijkheid dat deze inrichting direct kan 

opgesteld worden in het lahoratorium, ligt het voornaamste voordeel 

in het feit dat voor een vermindering van het voliime aan proefoplos-

sing een rechtevenredige vermindering van het belichte oppervlak tot 

stand komt, zodat het afnemen van de monsters theoretisch geen invloed 

heeft op de hekomen resultaten. 

Als lichtbron is bij deze installatie uitsluitend gebruik 

gemaakt gswordftn van een argaphotolamp van 500 watt. Deze lampen zijn 

echter wel voorzien van een inwendige spiegel en zijn aangesloten ge­

worden op het net via een stabilisator van 1.000 watt. 

3.1«3. De proefoplossing. 

De te belichten oplossing wordt klaargemaakt in een donkere 

kamer bij sterk gedempt kunstlicht. De gebruikte maatkolven zijn ver­

vaardigd uit bruin glas. Voor de experimenten met de B I inrichting 

woi'den 1.000 ml oplossing gemaakt, voor de proeven met de B II in­

richting worden 2,000 ml oplossing bereid. Daartoe worden in de ge­

paste maatkolf allereerst de nodige hoeveelheden van de bufferbestand­

delen overgebracht. Op één enkele uitzondering na, is hierbij steeds 

gebruik gemaakt geworden van de Clark & Lubs' buffers, waarvan de 

samenstelling genoegzaam bekend is uit de literatuur (185). Aan de 

oplossing wordt vervolgens de nodige hoeveelheid van de riboflavine-

stockoplossing toegevoegd. Daarop wordt water bijgevoegd totdat on­

geveer 90 io van het eindvolume bereikt is. Dan pas wordt do voor­

afgaandelijk zorgvuldig afgewogen hoeveelheid 1-asoorbinezuur kwanti­

tatief overgespoeld in de maatkolf en er wordt aangelengd met water 

tot de raerkstreep. Gedurende 5 minuten wordt de oplossing geschud. 

Vervolgens wordt een eerste monster genomen voor de kontrole op het 

ingewogen gewicht en voor de kontrole van de pH, De rest van de op— 
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lossing wordt dan in de kuvet gebracht en de belichtingsproef wordt 

gestart. 

Het gebruikte l-ascorbinezuur ie een voorafgaandelijk ge­

droogd kristallijn p.a, preparaat. 

De stockoplossing van de fotosensibilisator kan opgemaakt 

worden volgens de voorschriften van de A.V.C. (157)) maar kan even­

goed klaar gemaakt worden zonder het stabiliserende ijsazijn. Beide 

oplossingen gedragen zich op dezelfde wijze bij do fotochemische 

destruktie va,n het 1-ascorbinezuur. Bij bewaring op 5° C waarborgt 

de stabiliteit van de oplossing zonder ijsazijn een onverminderde 

aktiviteit van de f otosensibilisator gedijxende ten minste tv/ee weken. 

Het gebruikte riboflavine is het preparaat voor biochemisch onderzoek 

van de firma Merck, preparaat dat voorafgaandelijk gedroogd wordt, 

3.2. De dosering van het 1-ascorbinezuux gediarende de f otochemische 

destruktie. 

Aan de hand van de literatuurgegevens betreffende de 2,6-

dichlorofenol-indofenol methode en ten aanzien van de kinetiek van de 

oxydatieve omzetting tot het dehydro—1-ascorbinezuur, is vooropgestel 

geworden, dat de 256-dichlorofenol-indofenol titratie gestoord wordt 

door de afbraakprodukten van het 1-ascorbinezuur. Verder is op grond 

van de eigenschappen van de reagentia, die bij de fosfomolybdeenblauwl 

en de o-nitroanilinemethode aangewend worden, verondersteld geworden I 

dat de koloriraetrische technieken niet aan een dergelijke storing 1 

onderhevig zijn. Hieruit volgt, dat de resultaten die bekomen worder 

met de titrimetrische techniek verschillend zouden moeten zijn van 

deze die bekomen worden met de kolorimetrische methodes. 
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Oplossingen die 20,0 mg 1-ascorbinezuur en 2,0 mg riho-

flavine per liter bevatten, zijn klaargemaakt geworden in een fosfaat­

buffer bij pH 6,7 - 6,8. De belichting is uitgevoerd geworden in de 

B I installatie voorzien van een argaphotolamp en bij een intensiteit 

van 5*000 lx. De analyses zijn uitgevoerd geworden met de drie ver­

schillende technieken en de gemiddelde resultaten worden samengevat in 

tabel 20. 

Aan de hand van deze gegevens is het duidelijk, dat er 

tussen de twee kolorimetrische methoden een goede overeenkomst bestaat^ 

maar dat deze resultaten niet overeenstemmen met de titrimetrische. 

De overeenkomst tussen de methodes twee aan twee genomen kan overigens 

beter omschreven worden met behulp van geschikte statistische methodes-

Zo er geen verschil bestaat tussen de beide onderzochte analysetech­

nieken, dan mag men in een liniair assenstelsel een reeks punten ver­

wachten die op een rechte lijn liggen wanneer de analyse resultaten 

van de ene methode in ordinaat van de andere methode in abcis uitge­

zet worden. De bekomen rechte lijn wordt gekarakteriseerd door een 

theoretische gradient b, die gelijk is aan 1,000, en een theoretisch 

intercept a, met de waarde 0,000. 

Worden de resultaten van do fosfomolybdo<9nblauwmethode 

de X. waarden genoemd en de resultaten van de diazoBetbode de y. 

waarden, dan kan voor de overeenstemmende waarnemingen uit tabel 20 

berekend worden dat t 

254,2 

16.522,74 

65.609,02 

16.634,90 

) 7. 

V 2 
Z- ^i 

^ ^i ̂  ^i 
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I x^ - 258,1 

Z x̂  « 16,753,85 

(^x^)^ - 66.615,61 

ÓC « 43,02 

y - 42,37 

n « 6 

Tabel 20.- Resultaten bekomen met drie verschillende analysetechnieker 

bij de dosering van het 1-ascorbinezuur in bestraalde op­

lossingen - pH 6,7 - 6,8 - B I - 5*000 Lx - argaphotolamp. 

Belichtings-
du\u? in 
minut en 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

Gemiddeld ^ 1-ascorbinezuur teruggevonden 

Titrimetrisch 
n = 4 

100,0 

88,1 

75,2 

64,8 

54,5 

45,2 

38,1 

30,3 

25,9 

21,7 

17,5 

Fosfomolybdeen 
n = 5 

100,0 

79,1 

61,8 

54,4 

43,0 

34,7 

26,8 

21,5 

16,1 

13,3 

10,4 

Diazomethode 
n « 3 

100,0 

62,0 1 

40,7 

26,0 

16,0 

9,5 

n = aantal reeksen waarop het gemiddelde bepaald werd | 
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Met behulp van deze resultaten kan nu, volgens de reeds aange­

geven methode van de kleinste kwadraten, de gradient h en het inter­

cept a hepaald worden voor de best aangepaste rechte. Men bekomt 

de "waarden s 

•b . 1,0086 

a • - 1,0 

De berekende rechte wordt samen met de experimentele punten voorge­

steld in figu\3r 16. 

De beide berekende koëfficienten wijken echter af van de 

theoretisch vooropgestelde waarden, zodat de afwijkingen dienen ge­

ïnterpreteerd te worden in het licht van de proeffouten. 

De afwijking van de experimenteel gevonden waarde voor het 

intercept a ten opzichte van de theoretische waarde kan getest worden 

door een variantieanalyse toe te passen op S', de som van de kwadraten 

van de afwijkingen tussen de experimentele punten en een rechte door 

de oorsprong, en S, de som van de kwadraten van de afwijkingen tussen 

de experimentele punten en de rechte met het intercept a. De bereke­

ningstechniek voor het bepalen van de beide kwadraatsommen is reeds 

uitvoerig toegelicht geworden in hoofdstuk 2, zodat hierop niet 

nader moet worden ingegaan» Men bekomt dan de waarde voor : 

S» - 5,94 

S - 4,66 

Beide kwadraatsommen worden betrokken in de variantie-

analyse die samengevat is in tabel 21. 



Fig 16 Overeens temming v^n de 

kol o rinoetrische methodles bij he t onderzoek 

van b e l i c h t e o p l o s s i n g e n . 
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Tabel 21.- Variantieanalyse.' 

H hypothese : geen wezenlijk verschil tussen de theoretische 

waarde van het intercept, 0,00, en de experimentele waarde -

1 1,00. 

Bron 
variantie 

Redukxie 

intercept 

Lijn met 

intercept 

Lijn zon­

der in-

1 tercept 

Vrijheids­
graden 

1 

4 

5 

Kwadraat­
som 

1,28 

4,66 

5,94 

Variantie 

1,28 

1,165 

F (Berekend) 

1,10 

1 

F (theoretisch) met 1 en 4 vrijheidsgraden en 5 ̂  overschrijdings-i 

kans s 7,71. 

Op grond van de uitgevoerde variantieanalyse is er der­

halve geen reden om te veronderstellen dat het experimentele inter­

cept niet aanvaardbaar is binnen de grenzen van de begane proef-

fouten, 

1 

Het testen van het verschil tussen de experimentele waarde 

voor de gradient b en de theoretische waarde 1,00 kan gebeuren met 

behulp van de Student test (187). Uit de betrekking S = (n - 2)s 

volgt dat s 

s^ = 4,66/4 = 1,165 
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\jl,l63/ 16.753,85 - (258,1)^6 

t = 0,0086/0,0144 = 0,598 

%- 0,0144 

De theoretische waarde voor t met 4 vrijheidsgraden en 

5 % overschrijdingskans bedraagt 2,78, zodat op grond van de uitge­

voerde experimenten geen wezenlijk verschil kan aangetoond worden 

tussen de theoretische en de experimentele waarde van de gradient. 

Aan de hand van deze onderzoekingen mag dan ook vooropgezet 

worden, dat de fotochemische afbraak van het 1—asoorbinezuur door de 

twee kolorimetrische methodes op dezelfde wijze wordt weergegeven. 

De vergelijking tussen de resultaten bekomen met een kolo­

rimetrische en de titrimetrische methode kan op dezelfde wijze ge­

beuren. De resultaten die weergegeven zijn in tabel 20 worden gra­

fisch voorgesteld in figuur 17» Het is duidelijk, dat tussen de re­

sultaten die bekomen worden met de twee aangewendde methoden geen een­

voudig lineair verband bestaat. Er zijn dan ook een reeks aanvullen­

de proeven uitgevoerd geworden onder dezelfde voorwaarden als deze 

waarbij de eerste reeks resultaten bekomen werden, maar waarbij de 

B I installatie uitgerust geworden is met een andere lichtbron, name­

lijk de E 375» De bekomen gegevens zijn samengevat in tabel 22, ter­

wijl de experimentele ptmten en de daaruit berekende rechte grafisch 

voorgesteld worden door figuur l8. De vergelijking van de experimen­

tele lijn die doorheen de piinten getrokken wordt in figuur 17 en 

figuur l8 toont aan, dat in beide reeksen proeven het lineaire ver­

band tussen de bekomen resultaten blijkbaar niet bestaat» 

Met behulp van de gegevens uit tabel 22, maar het kan 

evengoed met de resultaten vermeld in tabel 20, kan terug het inter— 



Fig 17 V e r b a n d t u s s e n de t i t r i m e t r i sche 

en de k o l o r i m e t r i sche ana lyse van b e l i c h t e 

opl oss in g en. 

50 100 

•/o l-ascorbinezuur fosfomoly bdeenb lauwm. 



Ffg 18 Verband tussen de t i t r im e t r i s c h e 

en de ko l o r tme t r i sche a n a l y s e van b e l i c h t e 

o p l o s s i n g e n ( 2 r e e k s ) 

50 100 

°/o l -asco rb inezuur tosfonno lybdeenblauwm. 

e x p e r i m e n t e e l verband 

berekende rechte 
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cept a en de gradient b berekend worden voor de best aangepaste 

rechte, die, in het lineaire assenstelsel, het verband tussen de 

resultaten van de twee onderzochte methoden uitdriolt. Men bekomt 

dan voor : 

Tabel 22.- Resultaten bekomen met een kolorimetrische en de titri-

metrische methode bij de dosering van het 1—ascorbinezuur 

in bestraalde oplossingen — aanvullende reeks waarnemingen 

B I - 5.000 Lx - E 375 - pH 6,7 - 6,8. 

Belichtinga-
duur in 
minuten 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

Gemiddeld ^ l-ascorbinezutu? teruggevonden 

TitriraetriBch 
n = 6 

100,0 

89,4 

79,7 

70,3 

62,9 

54,5 

47,2 

39,4 

33,5 

28,3 

23,5 

Fosfomolybdeenblauwn. 

n « 5 1 
100,0 

80,3 

68,4 

58,6 

47,5 

38,3 

32,5 

24,5 

20,0 

17,5 

14,6 1 

n = aantal waarnemingen waaruit het gemiddelde bepaald 

werd. 
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Y 
I 
I 

^A 
1 
2 

7-
1 

x . y . 

628,7 

42.468,79 

35.832,63 

^ xT- y, - 315.753,14 

1 
502,2 

L X, - 30,859,66 
1 

(I-i)' 252.204,84 

X « 45,65 

y ' « 57,20 

n - 11 

Met "behulp va,n deze gegevens kan dan "berekend worden dat : 

a «. 16,2 

•b - 0,89885 

S* - 861,73 

s - 124,00 

De herekendo rechte wordt weergegeven in figuur I8. Het is reeds 

aan de hand van deze grafische voorstelling zonder meer duidelijk dat 

het ver'band tussen de experimentele pianten niet weergegeven wordt 

door een rechte, en indien dergelijk verband wel verondersteld wordt, 

dan volgt uit de variantieanalyse dat deze rechte niet beantwoordt 

aan de opgelegde normen in zake het intercept. De variantieanalyse 

is samengevat in tabel 23. 

Wanneer rekening gehouden wordt met de hierna volgende 

argumenten, dan ligt het besluit voor de hand, dat van de drie weer­

houden analysetechnieken slechts de twee kolorimetrische methoden 
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Tabel 23.- Variantieanalyse. 

H hypothese s geen wezenlijk verschil tussen het theoretische 

intercept, 0,00, en het experimentele intercept, 16,2. 

Bron 
variantie 

i Red\iktie 

intercept 

Lijn met 

intercept 

Lijn zonder 

intercept 

• " • -

Vrijheids­
graden 

1 

9 

10 

Kwadraat­
som 

737,73 

124,00 

861,73 

Variantie 

737,73 

13,78 

F(berekend) 

53,53 

F (theoretisch) met 1 en 9 vrijheidsgraden en 

5 1° overschrijdingskans s 5jl2 

1 $ overschrijdingskans s 10,56 j 

geschikt zijn voor het kwantitatief bestuderen van de fcfcochemische 

omzetting van het 1-ascorbinezuur tot het dehydro-l-ascorbinezuur. 

In het voordeel van een dergelijk standpunt pleiten s 

1. de literatuurgegevens betreffende de talrijke storende 

bestanddelen bij het gebruik van de 2,6-dichlorofenol-indofenol 

titratie, 

2e de literatuurgegevens die aantonen dat bij het gebruik 

van de tirimetrische techniek, de reaktie niet beschreven wordt door 

een eenvoudige wet, 

3. de literatuurgegevens betreffende de specificiteit van 

de kolorimetrische methodes, 
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4« de goede overeenstemming tussen de twee, in principe 

sterk verschillende; kolorimetrische methodes hij de analyse van de 

helichte oplossingen, 

5o het feit dat de resultaten hekomen met de kolorimetrisch 

methoden wel een eenvoudig verband leggen tussen de afbraak en de 

reaktieduur, zoals duidelijk aangetoond wordt in de volgende para­

graaf . 

Deze resultaten maakten reeds het voorwerp uit van een 

mededeling (216). 

3.3. De fotogesensibiliseerde oxydatie van het l-ascorbinezuur volgt 

een wet van de eerste orde. 

Bij een reaktie die verloopt volgens een wet van de eerste 

orde, wordt het verband tussen de koncentratie van de afgebroken stof 

en de reaktieduur door een vergelijking van de vorm 

dx/dt = k(a - x) (l) 

beschreven. Hierin stelt a de aanvangskoncentratie voor van de be­

studeerde stof, (a - x) de momentele koncentratie na een reaktietijd 

t en k is de proportionaliteitsfaktor of de reaktiesnelheidskonstante 

De vergelijking kan uiteraard ook geschreven worden als s 

dx/y - kdt (2) 

waarbij y = (a - x). Door het integreren wordt de vergelijking (2) 

dan gelijk aan ; 

In y - kt + C (3) 



84. 

Voor t = O wordt y = a zodat C gelijk is aan In a en de vergelijking 

(3) geschreven kan worden als : 

log y = 0,4343 kt + log a (4) 

of 

log y = bt + log a (5) 

De vergelijking (5) is analoog aan de vergelijking van de wet van 

Lambert-Beer en de berekening van de gradient b kan volgens de methodes 

aangewend in het voorgaande hoofdstiik gebeviren. De techniek kan 

echter vereenvoudigd worden door de konoentratie van de bestudeerde 

verbinding op een relatieve wijze voor te stellen. Wanneer hierbij 

de aanvangskoncentratie gelijk gesteld wordt aan 1,00, dan wordt log 

a gelijk aan 0,0000, zodat do vergelijking (5) vereenvoudigd kan 

worden tot 

log y = bt ' (6) 

Door gebruik te maken van het principe van de kleinste kwadraten 

kan de beste waarde voor de gradient b uit een reeks waarnemingen 

berekend worden. De som van de kwadraten van de afwijkingen kan 

inderdaad geschreven worden als s 

Z (y! - ̂ \f 

waarbij y! « log y.. De partiele afgeleide naar b wordt 

2 I t. (bt. - yp 

en door }_ t.(bt. - y!) = O te stellen kan de waarde voor b bepaald 

worden als : 
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b = -

waaruit dan de waarde voor de reaktiesnelheidskonstante kan berekend 

worden, namelijk i 

k = b/o,4343 

Uit deze berekening volgt dat tussen de momentele koncen-

tratie aan 1—ascorbinezu\«' en de reaktieduur een semi—logaritmisch 

verband bestaat. Wanneer derhalve de experimentele gegevens op een 

dergelijke wijze voorgesteld kunnen worden, dat de bekomen resterende 

koncentraties na diverse reaktietijden door een rechte lijn op semi-

logaritmisch papier verbonden worden, dan mag aangenomen worden dat 

de onderzochte reaktie een wet van de eerste orde volgt. 

Ten einde dit te kontroleren worden de resultaten van een 

aantal proefbelichtingen in de figuren 19, 20, 21, 22, 23 en 24 weer­

gegeven. In al deze gevallen zijn de analyseresultaten bekomen ge­

worden met behulp van de fosfomolybdeenblauwmethode. Onder een set 

"standaardvoorwaarden" voor wat betreft de belichtingssterkte, de 

pH, de belichtingsinstallatie, de lichtbron en de koncentratie aan 

fotosensibilisator, volgt uit figuur 19 dat het verband tussen de 

experimenteel terug gevonden koncentraties en de reaktieduux door een 

semi-logaritmische betrekking goed wordt weergegeven. Door het ver­

vangen van de lichtbron wordt weliswaar do grootte van de richtings-

koëfficient van de recht beïnvloed, maar de experimentele resultaten 

blijven, zoals uit figuur 20 af te leiden is, een semi—logaritmisch 

verband vertonen. Uit figuur 21 volgt dat het veranderen van de pH 

tot hetzelfde resultaat leidt en dat geldt ook voor een verandering 
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ti j d in min. 

Fig 19 E x p e r i m e n t e e l ve rband 

r e a k t i e d u u r - k o n c e n t r a i i e l -ascorbi 'nezuur, pH 

6,7-6,8 , 5000 lx ^ 2,0 mg B j / l i t e r , 8 1. 
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Fig 20 Exper imenteel ve rband 

reak t i edüu r - koncent ra t ie l -a scorb inezuur , pH 

6.7-6.8, SO O O lx , 2,0 mg B 2 / l i t e r , BI (E i7S 
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Flg 21 Experimenteel verband 

reaUl ieduur — koncent ra t ie l - a sc or binezuu r, 

pH ^,1-4,2 , 5000 lx , 2,0 mg B j / l i t e r . 
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Fig 22 Exper imenteel ve rband 

reaktieduur — koncen t ra t i e l -ascorbmezuur , 

pH 6,7-6,6, S.OOO U, 1,0 mg B^ / U t e r , B I 
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pH 6^7- 6.8. E). 00 O lx, 2,0 mg B^ / l i t e r . B i l 
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Fig 24 E x p e r i m e n t e e l v e r b a n d 

reak t ieduur — k o n c e n t r a t i e l - a s c o r b i n e z u u r . 

pH 6 ,7 - 6,8 , 10,C00 lx ?,0 mg B , / l i t e r , B II 
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in do koncentratie van de f otosensibilisator (f igu-ur 22) , voor de ver­

andering van de iDelichtingsinstallatie (figuur 23) en voor de veran­

dering van de Taeliclitingsintensiteit (figuur 24) * 

Aan de hand van deze gegevens lijkt het verantwoord om de 

fotogesensilailiseerde omizetting van het l-ascorljinezuur tot het dehy-

dro~l-ascorhinezuur als een reaktie van de eerste orde te aanzien. 

Men vergelijke daarmede figuur 4> waarin de resultaten weergegeven 

worden, die hekomen zijn met de titrimetrische analyse. 

3-4'' Invloed van de gebruikte "buff er "best and del en. 

Bij de studie van de fosfomolybdeenblauwmethode, meer be­

paald bij het nagaan van de invloed van de pH van de testoplossing 

op de kleurvorming, zijn bepaalde moeilijkheden gerezen in verband 

met de stabiliteit van het 1-ascorbinezuur. Bij het gebruik van de 

Clark & Lubs' buffers bleek het noodzakelijk om de oplossingen met 

een pH waarde hoger dan ^,0 te stabiliseren met behulp van oomplex-

erende verbindingen. Daar een ganse reeks van de uit te voeren ex­

perimenten bij dergelijke pH waarden zullen doorgaan, dient nagegaan 

te worden in welke mate rekening gehouden moet worden met deze neven-

reaktioo 

Oplossingen met een koncentratie van 20,0 mg 1-ascorbine-

zuur per liter worden daartoe klaargemaakt bij de verschillende pH 

"Waarden en dit op de reeds beschreven wijze. Be oplossingen worden 

overgebracht in bruine glazen flessen. Be recipiënten worden met 

meerdere lagen bruin inpakpapier omwikkeld. Na het opvullen van de 

flessen worden ze overgebracht in een donkere kamer, waarvan de tem-

peratuiir op 20° C geregeld is. Om de 15 minuten wordt een monster 

genomen en wordt de resterende koncentratie aan het l-ascorbinezuur 

I 
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bepaald met de fosfomolybdeenblauwmethode. De bekomen resultaten zijn 

weergegeven in tabel 24. 

Tabel 24.- Destruktie van het l-ascorbinezuur in gebufferde oplos­

singen bij een temperatu-ur van 20° C en beschermd tegen 

de invloed van het licht. Gemiddeld ^ 1-asoorbinezuur 

terug gevonden bij n reeksen waarnemingen na t minuten 

bewaren. 

pH 

t ^ \ 

0 

15 

30 

45 

60 

75 

I 90 

105 

120 

1,5 

2 

100,0 

98,6 

98,8 

98,5 

99,0 

98,9 

99,8 

99,6 

98,8 

2,0 

2 

100,0 

99,9 

99,4 

100,2 

99,8 

98,9 

99,8 

99,0 

99,8 

3,0 

2 

100,0 

98,9 

100,0 

98,6 

99,1 

99,7 

98,5 

98,9 

98,7 

4,0 

4 

100,0 

99,9 

100,9 

100,1 

99,9 

100,3 

99,5 

99,5 

100,2 

5,0 

5 

100,0 

100,1 

99,4 

99,8 

99,0 

99,2 

99,1 

99,1 

98,5 

6,0 

4 

100,0 

98,2 

97,5 

96,3 

95,3 

94,2 

94,0 

92,1 

91,9 

7,0 1 

5 

100,0 

94,5 

92,1 

91,5 1 

91,6 

89,5 

86,4 

84,7 1 
83,6 1 

Deze waarnemingen bevestigen het feit dat een destabili­

satie van het 1-ascorbinezuur tot stand komt bij pH waarden hoger dan 

5,0, en dat deze des te groter wordt naarmate de pH waarde hoger is, 

In tabel 25 wordt, voor de gegevens bekomen bij de analyse van oplos­

singen met pH 7,0, de reaktiesnelheidskonstante bepaald voor de neven-

reaktie. Da,ar een oplossing met pH 6,7 - 6,8 zowat als een standaard­

oplossing mag aanzien worden voor de beoogde studie van de fotoche-

mische afbraak van het 1-ascorbinezuur, worden de nodige gegevens voor 
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Tabel 25. - Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante voor 

de oxydatieve afbraak van het 1-ascorbinezuur 

bij pH 7,0. 

t 

0 

15 

30 

45 

60 

75 

90 

105 

120 

a - X 

100,0 

9^,5 

92,1 

91,5 

91,6 

89,5 

86,k 

84,7 

83,6 

log (a - x)/a 

0,0000 

- 0,0246 

- 0,0357 

- 0,0386 

- 0,0381 

- 0,o482 

- 0,0635 

- 0,0721 

- 0,0778 

^ t^ = 45.900 

n 
Z_ log(a-x)/a 

1 

1 
= - 31,6995 

k = 0,0016 min" 

Tabel 26. - Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de 

fotogesensibiliseerde afbraak van het 1-ascor­

binezuur bij pH 6,7 - 6,8, 2,0 mg riboflavine 

per liter, 5.000 lx, BI, n = 5» 

i - _ _ — _ — -
t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

a - X 

100,0 

79,1 

6 1 , 8 

5 4 , 4 

4 3 , 0 

3 4 , 7 

2 6 , 8 

21,5 

16,1 

13,3 
10,4 

log 

~ 

-

-

-

-

-

-

-

-

— 

(a - x)/a 

0,0000 

0,1018 

0,2090 

0,2644 

0,3655 

0,4597 

0,5719 

0,6676 

0,7932 

0,8761 

0,9830 

J[ t^ = 9.625 

l l o g ( a - x ) / a J t 
= - 186,2130 

k = O,0446 uin" 
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het bepalen van de reaktiesnelheidskonstante bij de fotoohemisohe 

afbraak bij een belichtingsintensiteit van 5»000 lx en een sensibi-

lisator koncentratie van 2,0 mg per liter samengevat in tabel 26,, 

Door de vergelijking van de reaktiesnelheidskonstajite van 

de gekombineerde aktie van het licht en de sporen niet verwijderbare 

metaalionen met de reaktiesnelheidskonstante voor de afbraakreaktie 

veroorzaakt door de sporen niet verwijderbare metaalionen, blijkt de 

eerst genoemde reaktiesnelheidskonstante nagenoeg 30 maal groter te 

zijn dan de tweede. Op grond van deze vaststelling lijkt het niet 

nodig een korrektie in te voeren. Volledig hiermede in overeenstem­

ming zijn de resultaten, die weergegeven worden in tabel 27» Deze 

gegevens zijn bekomen geworden bij de fotogesensibiliseerde destruktie 

van het 1—ascorbinezuur bij pH 6,7 — 6,8, maar de fosfaatbuffer is 

hierbij vervangen geworden door een maleaatbuffer, 

Tabel 27.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de fotoge­

sensibiliseerde afbraak van het 1-ascorbinezuur bij pH 

6,7 - 6,8, maleaatbuffer, B I, 5^000 lx, 2,0 mg ribofla-

vine per liter, n • 2, diazomethode. 

t 

0 

10 

i 20 

30 

40 

50 

a - X 

100,0 

63,3 

43,8 

29,8 

19,5 

10,3 

log(a - x ) / a 

0,0000 

- 0,1986 

- 0,3585 

- 0,5258 

- 0,7100 

- 0,9872 

t^ « 5.500 

l o g ( a - x ) / a 

= - 102 

k = 0,0453 

t 

,6900 
• - 1 

mm 
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3.5« Invloed van de belichtingsinstallatie. 

Be afbraaksnelheid van het 1-ascorbinezuur zal uiteraard 

afhangen van het aantal a,b sorb eerbar e fotonen dat het belichte opper­

vlak treft en in de vloeistof doordringt. Wanneer de beschikbare 

hoeveelheid lichtenergie limiterend ie, zal de afbraaksnelheid omge­

keerd evenredig variëren met de belichtingsdensiteit, dit is met het 

aantal absorbeerbare fotonen dat per eenheid van tijd in een eenheid 

van volume doordringt. In figuur 25 wordt het berekende verloop weer­

gegeven voor de afbraak in de B I en de B II installatie onder dezelf­

de voorwaarden van belichtingsbron, belichtingsintensiteit, koncen— 

tratie aan fotosensibilisator, pH waarde van de vloeistof en buffer­

samenstelling. Alleen de geometrische konfiguratie van de belichting­

cellen is verschillend. 

Uit het berekend verloop van de afbraaksnelheid zoals die 

weergegeven wordt in figuur 25 volgt, dat de reaktiesnelheid groter 

is bij de grootste belichtingsdensiteit. Immers voor de B I inrich­

ting worden nagenoeg 950 ml vloeistof aang-ewend in een kuvet, die een 
2 

oppervlakte heeft van 176,6 cm . Hieruit volgt een belichtingsdensi­

teit van 0,1855 3C fotonen. Yoor de B II installatie worden 2.000 ml 
2 

proefoplossing belicht doorheen een oppervlakte van 200,0 cm , zodat 

de belichtingsdensiteit gelijk wordt aan 0,100 x fotonen. De ver­

houding tussen deze beide waarden, 1,86, weerspiegeld zeer goed de 

verhouding tussen de reaktiesnelheidskonstanten zoals ze in latere 

paragrafen berekend worden, namelijk 0,045l/0,0237 = I39O. 

Deze vaststelling houdt dus in dat alle absorbeerbare 

fotonen achterblijven in de bestraalde oplossingen, zoniet zou een 

invloed merkbaar zijn van de laagdikte. Met het feit dat de hoeveel­

heid bruikbare lichtenergie limiterend is bij de aangewende proef— 
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Fig 25 Berekend ver loop van de 

koncentrat ie aan l -ascorb inezuur bij de f o -

tochemische destrukt ie in de B 1 & B II 

2,0 mg B 2 / L i t e r , 5.000 lx. pH 6 , 7 - 6,8 
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techniek zal bij de interpretatie van de bekomen kinetische gegevens 

uiteraard rekening dienen gehouden te worden. 

3.6. Invloed van de pH op de reaktiesnelheid, 

3.6,1. Resultat en. 

Met behulp van de B I installatie zijn proefoplossingen 

met 20,0 mg l-ascorbinezuxjr en 2,0 mg riboflavine per liter belicht 

geworden met een intensiteit van 5«000 lx. De oplossingen zijn op­

gemaakt geworden met Clark & Lubs' buffers, met uitzondering van dezp 

met een pH waarde van 45I - 4j2. In dit laatste geval bleek de toe­

voeging van de bufferbestanddelen overbodig, indien gebruik gemaakt 

wordt van de met ijsazijn gestabiliseerde sensibilisatoroplossing. 

De bekomen resultaten voor de verschillende pH waarden worden weerge--

geven in de hierna volgende tabellen 28 tot en met 39 terwijl een 

overzichtelijke samenvatting van alle resultaten gegeven wordt in 

tabel 40. 

Tabel 28,— Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de &fco— 

chemische destruktie van hot 1—ascorbinezuiir — pH 7j2 

fosfomolybdeenblauwmethode - n = 2. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

83,3 

68,0 

55,8 

44,0 

36,5 

28,3 

22,5 

20,0 

16,0 

13,0 

1 

log(a-z)/a 1 

0,0000 

- 0,0794 

- 0,1675 

- 0,2534 

- 0,3526 

- 0,4377 

- 0,5462 

- 0,6470 

- 0,6990 

- 0,7959 

- 0,8861 

L t^ = 9.625 

yD.og(c"-x)/al t = 
- 171,0670 

K^ = 0,0409 min""*" 

V 



Tabel 29» — Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij 

de fotochemische destruktie van het 1-ascor-

binezuur - pH 6,7 - 6,8, diazomethode, n = 3» 

t 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

(a - x) 

100,0 

62,0 

^0,7 

26,0 

16,0 

9,5 

log(a - x)/a 

0,0000 

- 0,2076 

- 0,3904 

- 0,5850 

- 0,7959 

- 1,0223 

^ t^ = 5.500 

\ 
L. 

log(a-x)/a t 

= - 110,3850 

k = 0,0462 iiin" 

Tabel 30» - Bepaling vsin de reaktiesnelheidskonstante bij 

de fotochemische destruktie van het 1-ascor-

binezuur - pH 5,6, fosfomolybdeenblauwuethode, 

n = 2. 

1 * 
0 

5 
10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a - x) 

100,0 

79,8 

64,5 

52,0 

39,5 

31,0 

26,0 

19,5 

15,8 

14,3 

11,3 

log(a - x)/a 

0,0000 

- 0,0980 

- 0,1904 

- 0,2840 

- 0,4034 

- 0,5086 

- 0,5850 

- (5,7100 

- 0,8013 

- 0,8447 

- 0,9469 

I t^ = 9.625 1 

f — — 1 

log(a-x)/a t 

= - 187,2455 

k = 0,0448 nin""^ 

> 
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Tabel 31. - Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij 

de f otochernische destruktie van het 1-ascor-

binezuur - pH 5»^» diazoiaethode, n = 2. 

t 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

(a - x) 

100,0 

41-, 5 

36,3 

30,3 

22,0 

18,0 

log(a - x)/a 

0,0000 

- 0,3820 

- 0,4401 

- 0,5186 

- 0,6576 

- 0,7^^7 

l ^ 
V 

b^ = 5.500 

log (f>-x)/a t 

= - 91,7190 

k = 0,0384 min"-'-

Tabel 32. - Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij 

de fotochenische destruktie van het 1-ascor-

binezuur - pH 5»0, diazoraethode, n = 2. 

t 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

(a - x) 

100,0 

59,0 

44,3 

37,3 

26,3 

20,8 

log(a - x)/a 

0,0000 

- 0,2291 

- 0,3536 

- 0,4283 

- 0,5^82 

- 0,6819 

7 *^ = 5.500 

l log(a-x)/a t 

= - 78,2350 

k = 0,0328 i'iin""'" 
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Tabel 33» - Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij 

de fotochemische destruktie van het 1-ascor-

binezuur, pH 4,6, diazoraethode, n = 2» 

t 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

(a - x) 

100,0 

67,5 

54,0 

46,3 

35,0 

28,5 

log(a -x)/a 

0,0000 

- 0,1707 

- 0,2676 

- 0,3344 

- 0,4559 

- 0,5452 

^ 2 
zL t'̂  = 5.500 

I log(a - x)/a t 

= - 62,5870 

k = 0,0262 uin"-*" 

Tabel 34, - Bepaling vain de reaktiasnelheidskonstante bij 

de fotochemische destruktie van het 1-ascor-

binezuur, pH 4,1 - 4,2, fosfomolybdeenblauw-

methode, n = 4» 

t 

0 

5 
10 

i 15 

20 

25 

30 

35 
40 

45 

50 

(a - x) 

100,0 

89,3 

82,5 

76,0 

68,9 

63,0 

58,6 

52,8 

4.Ö, 8 

43,5 

38,6 

log(a - x)/a 

0,0000 

- 0,0491 

- 0,0835 

- 0,1192 

- 0,1618 

- 0,2007 

- 0,2321 

- 0,2774 

- 0,3298 

- 0,3615 

- 0,4134 

Z t^ = 9-625 

n "1 
log(a - x)/a t 

= - 77,9235 

k = 0,0186 min" 

' - • - • • • • 
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Tabel 35•- Bepaling van de reaktiesnelheidskonetante bij de foto-

chemische destruktie van het 1-ascorbinezuur, pH 3,5$ 

fosfomolybdeenblauwmothode, n = 2. 

•t 

0 

5 

10 

15 

20 

1 ^^ 
30 

35 

j 40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

95,3 

88,5 

83,0 

76,3 

72,0 

66,5 

61,8 

57,5 

52,0 

49,3 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0209 

- 0,0531 

~ 0,0768 

- 0,1175 

- 0,1427 

- 0,1772 

- 0,2090 

~ 0,2403 

- 0,2840 

- 0,3072 

I t^ = 9.625 

^ r -1 
\ l o g ( a - x ) / a t 

== - 58,0880 

I 

k = 0,0138 min"-"" 

Tabel 36«- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

obamisohe destruktie van het l—ascorbinezuur, pH 3,0, 

diazomethode, n = 2. 

t 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

( a - x ) 

IOO5O 

91 ,0 

85 ,8 

82 ,5 

7 6 , 0 

71 ,0 

l o g ( a - x ) / a 

0,0000 

- 0,0410 

- 0 ,0665 

- 0 ,0835 

- 0,1192 

- 0,1487 

51 t^ = 5.500 

r— — 1 
\ 
L- l o g ( a - x ) / a t 

= - 16,4480 

k = 0,0069 min" 
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Tahel 3)1'— Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische destriiktie van het 1—ascorhinezuur, pH 2,5} 

diazomethode, n = 2. 

t 

0 

10 

20 

30 

40 

1 °̂ 

(a-x) 

100,0 

94,0 

91,8 

89,0 

87,0 

85,5 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0269 

- 0,0372 

- 0,0506 

- 0,0605 

- 0,0691 

\' 2 
I t = 5.500 

1— —1 

L l og (a -x ) / a 
• f c 

= - 8,4060 

k =. 0,0035 min" 

Tabel 38.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante "bij de foto-

cheïïiische destruktie van het l-ascorbinezu-ur, pH 2,0, 

diazomethode, n = 2. 

t 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

(a-x) 

100,0 

99,5 

96,8 

95,8 

94,1 

94,1 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0022 

- 0,0141 

- 0,0186 

- 0,0264 

- 0,0264 

1 

L±^ = 5.500 

l og (a -x ) / a t 

= - 3,2380 

k = 0,0014 min" 
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Tahel 39•— Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante hij de foto-

chemische destruktie van het 1-ascorhinezuxir, pH 1,2, 

diazomethode, n = 2, 

t 

0 

10 

20 

30 

40 

1 50 
! 

(a-^x) 

100,0 

99,8 

99,3 

99,0 

98,3 

97,0 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0009 

- 0,0031 

- o,oo.'i4 

- 0,0074 

- 0,0132 

I t^ = 5.500 

L C log(a-x)/aJ t 
= - 1,1590 

k = 0,0005 min ] 

Tabel 40.- Sam^envattende gegevens betreffende de invloed van de 

pH van de oplossing op de reaktiesnelheidskonstante 

van de f otochemische destrviktie van het 1-ascorbine-

zuur, 

pH 

1,2 

2 , 0 

2 , 5 

3 , 0 

3 , 5 

4 ,1 - 4,2 

4 , 6 

5 ,0 

5 ,4 

5 ,6 

6,7 - 6,8 

1 7,2 

k mm 

0,0005 

0,0014 

0,0035 

0,0069 

0,0138 

0,0186 

0,0262 

0,0328 

0,0384 

0,0448 

0,0462 

0,0409 

k min ( r e l a t i e f ) 

1,08 

3,03 

7,58 

14,94 

29,87 

40,26 

56,71 

71,00 

83,12 

96,97 

100,00 ' . 

88,53 
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3.6.2. Besproking. 

Bij de interpretatie van deze gegevens dient rekening 

gehouden te worden met twee feiten. In de eerste plaats is de 

oxydatie te heschoxiwen als een sekimdair fotochemisch verschijnsel. 

De mate waarin dit fenomeen doorgaat kan afhankelijk zijn van de pH 

en zal naar alle waarschijnlijkheid een grote analogie vertonen ten 

opzichte van de mate waarin andere sekundaire fotochemische ver­

schijnselen "beïnvloed worden door deze faktor. De fluorescentie van 

de riboflavinemolekule in fimktie van de pH is uitvoerig bestudeerd 

geworden en zou volgens GSTIERER (158) verlopen zoals weergegeven is 

in figuiö- 26. Bij lage pH waarden blijkt dit sekundaire fotochemische 

verschijnsel nagenoeg niet op te treden. Bij toenemende pH waarden 

neemt de destabilisatie van de riboflavine weinig toe, totdat de pH 

waa,rde 3jO overschreden wordt. Op dit ogenblik neemt de fluorescentie 

nagenoeg sprongsgewijze toe tot een drempelwaarde, zodat de intensi­

teit van de fluorescentie tussen pH 3,5 en pH TjO nagenoeg onafhanke­

lijk is van de pH waarde van de oplossing. 

Een tweede aspekt waarmede rekening dient gehouden te 

worden, is het gedrag van de oendiolgroep in de 1-asoorbinezuur 

molekule. Bij het oplossen van deze verbinding, ondergaan de twee 

OH groepen een dissociatie zodat volgende evenwichten zich instellen j 

AsoE^ :^IZ^ ASCH" + H"̂  (1) 

ASCH" 7 » Asc + H"*" (2) 

Deze dissociaties worden gekarakteriseerd door een pK^ waarde van 4,1 

en een pK waarde van 11,8 (217). In het onderzochte pH interval 

speelt de tweede dissociatietrap nagenoeg geen rol. Voor de eerste 

dissociatie kan de verhouding tussen de éénmaal gedissocieerde en de 



Fig 26 Invloed pH op de fluorescentie (GSTIRNER 1S8) 
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niet gedissocieerde vorm "bepaald worden met behulp van de betrekking ; 

pH = pK + log (ASCH")/(ASCH ) 

Deze gegevens zijn vervat in tabel 41• 

Wanneer nu rekening gehouden wordt enerzijds met do evoluti 

van de verhouding tussen de konoentratie van de éénmaal gedissocieerde 

molekule en de konoentratie van de niet gedissocieerde vorm en ander­

zijds met de vrijwel konstante waarde voor het doorgaan van het se— 

kundaire fotochemische verschijnsel van de fluorescentie in het pH 

gebied 3j5 tot 1,0, dan treedt het verwachtte parallelisme tussen de 

beide fotochemische verschijnselen blijkbaar niet op. De bekomen 

resultaten tonen echter een treffende analogie tussen de konoentra­

tie aan het mono-ascorbaation en de reaktiesnelheidskonsta,nte voor 

de gesensibiliseerde l-ascorbinezuurafbraak. De mate van de evolutie 

van de reaktiesnelheidskonstante en van de veu?iatio van de konoen­

tratie aan het éénmaal gedissocieerde l-ascorbinezuur in f\anktie van 

de pH wordt geïllustreerd door figuur 27» De belangrijke invloed 

van de dissociatie van het l-ascorbinezuur op de reaktiesnelheids­

konstante komt hierbij zonder meer na,ar voor. Deze resultaten werden 

reeds vroeger gepubliceerd (218) en de fotochemische omzetting van het 

l-ascorbinezuur is dus blijkbaar analoog aan de oxydatieve omzettinéi 

onder de invloed van zware metaalionen (14I). 

3.7» Invloed van de belichtingsintensiteit op de reaktiesnelheids­

konstante. 

3.7«1« Resultaten. 

Op grond van de algemene wetten van de fotochemie kan 



Fig 27 Invleed van de pH op de 

d i s s o c i a t i e van het I ascorbinezuur en op de 
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Tabel 41•- Invloed van de pH op de verhouding in de konoentratie 

van het éénmaal gedissocieerde l-ascorbinezuxir tot de 

koncentratie van de niet gedissocieerde molekule» 

j pH 

2,0 

2,5 

3,0 

3,4 

3,6 

3,8 

4 ,0 

4 ,2 

4,4 

4 ,6 

4 ,8 

5,0 

5,2 

5,4 

5,6 

^ 5,8 

6,0 

(ASCH~)/ (ASCE2) 

0,008 

0,025 

0,080 

0,199 

0,316 

0,501 

0,794 

1 ,26 

2,00 

3,16 

5,02 

7,95 

12,6 

20,0 

31,6 

50,2 

73,5 

fo AscH 

0,8 

2,4 

7,4 

16,6 

24,0 

33,3 

44,3 

55,7 

66,7 

75,9 

83,4 

88,8 

92,6 

95,2 

96,9 

98,0 

98,7 1 
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vooropgezet worden, dat bij een verdubbelen van de belichtingsinten­

siteit de hoeveelheid opgenomen energie verdubbeld wordt en tenge­

volge hiervan de reaktiesnelheid van het fotochemisch gebeviren even­

eens tweemaal zo groot zal zijn. Teneinde het bestaan van een derge­

lijk lineair verband tussen de reaktiesnelheid en de belichtingsin­

tensiteit op te sporen, zijn experimenten uitgevoerd geworden met de 

B I installatie uitgerust met de E 375 en de argaphotolamp. De twee 

reeksen proeven leiden tot dezelfde konklusie, zodat hier alleen de 

reeks met de meeste waarnemingen behandeld wordt. De oplossingen 

bevatten 20,0 mg 1-ascorbinezuur en 2,0 mg riboflavine per liter 

en zijn ingesteld geworden op pH 6,7 - 6,8 met behulp van Clark & 

Lubs' buffers. De resultaten en de daaruit berekende reaktiesnel-

heidskonstanten zijn weergegeven in de tabellen 42, 43j 44j 45 en 46» 

Deze gegevens zijn bekomen geworden met de E 375 als lichtbron. 

Tabel 42.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische destruktie van het 1—ascorbinezuur, pH 6,7 — 

6,8, 3.000 lx, n = 4s BI, E 375, fosforaolybdeenblauw-

methode. 

t 

0 

5 

. 10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

85,8 

75,8 

68,4 

60,4 

53,0 

48,0 

40,9 

37,3 

31,3 

27,4 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0665 

- 0,1203 

- 0,1649 

- 0,2190 

- 0,2757 

- 0,3188 

- 0,4283 

- 0,4283 

- 0,5045 

- 0,5622 

Z t^ = 9.625 

r— —1 

r l og (a -x ) / a t 

= - 106,3805 

k = 0,0254 min"" 
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Tabel 43.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische destriiktie van het l-ascorbinezuur, pH 6,7 -

6,8, 5.000 lx, n = 5, B I, E 375, fosfomolybdeenblauw-

methode. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

80,3 

68,4 

58,6 

47,5 

38,3 

32,5 

24,5 

20,0 

17,5 

14,6 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0953 

- 0,1649 

- 0,2321 

- 0,3233 

- 0,4168 

- 0,4881 

- 0,6108 

- 0,6990 

- 0,7570 

- 0,8356 

L t^ = 9.625 

.— - 1 

l og (a -x ) / a t 

= - 162,3190 

k = 0,0388 miu"""̂  

Tabel 44.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische destruktie van het l-ascorbinezuiu?, pH 6,7 -

6,8, 7.500 lx, n = 4, B I, E 375, fosfomolybdeenblauw-

methode. 

t 

0 

5 
10 

15 

i 20 

25 

i 3° 
35 

(a-x) 

100,0 

73,1 

52,2 

37,5 

25,4 

17,6 

16,0 

12,5 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,1361 

- 0,2823 

- 0,4260 

- 0,5952 

- 0,7545 

- 0,7959 

- 0,9031 

1 

I t^ = 3.500 

L. log(a - x ) / a t 

= - 96,04'55 1 

k = 0,0632 min" 
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Tahel 45»— Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante hij de foto-

chemische destruktie van het 1-ascorhinezuvir$ pH 6,7 -

6,8, 10.000 lx, n = 4> fosfomolyhdeenblauwmethode, 

B I, E 375. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

1 ̂° 

(a-x) 

100,0 

64,2 

43,1 

28,0 

16,9 

13,1 

9,6 

log(a-x)/a 

0,0000 

- 0,1925 

- 0,3655 

- 0,5528 

- 0,7721 

- 0,8827 

- 0,0177 

V 2 
Z. t = 2.275 

Y_ log(a-x)/a 1 t 

=. - 80,9500 

k = 0,0819 min""'' 

Tabel 46.— Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische destrtoktie van het 1—ascorbinezuur, pH 6,7 -

6,8, 12.500 lx, n = 4, B I, E 375, fosfomolybdeenblauw-

methode. 

t 

1 
0 

5 

10 

15 

20 

25 

(a-x) 

100,0 

60,6 

35,7 

19,5 

14,5 

10,7 

log(a-x)/a 

0,0000 

- 0,2175 

- 0,4473 

- 0,7100 

_ 0 ,8386 

- 0,9706 

E t^ = 1.375 
V log(a-x)/a t 

= - 57,2475 

k = 0,0959 min" 

1 



104. 

3.7«2. Bespreking. 

Wanneer een lineair verhand "bestaat tussen de reaktiesnel-

heidskonstante en de opgenomen hoeveelheid liohtenergie, dan zal dit 

ver"band "beschreven worden door een vergelijking van de vorm : 

y = a + hx 

Hierin stelt y de reaktiesnelheidskonstante voor en, als maatstaf 

voor de liohtenergie, stelt x de "belichtingsintensiteit voor. Met 

"behulp van de reeds "beschreven techniek van de kleinste kwadraten 

kan dan achtereenvolgens de waarde van het intercept a en de waarde 

van de richtingskoëfficient "b tepaald worden. Bij het uitvoeren van 

de berekeningen worden de lichtsterkten eerst door duizend gedeeld. 

Men "bekomt dan : 

0,02204526 

0,01214704 

0,00249408 

11,5976 

1.444,0 

2,31952 

288,8 

0,06102 

7,6000 

13,8100 

1.732,5 

5 

waaruit volgt dat J 

a = 0,002728 

h e t z i j 0,00273 > 

L. 
2 

kl.f 
{lnfl^ 

\ ^L.J 

ilr.f 

y 
z 

n L xy 
n /_ X 

n 
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en 

•b » 0,00767 

De berekende kiar-ve en de experimentele ptmten worden weergegeven 

in figuiü? 28. Daar het intercept a niet gelijk is aan nul, zoals 

theoretisch m.ag vooropgesteld worden, kan door gebruik te maken van 

de t test nagegaan worden of de afwijking ten opzichte van de theo­

retische waarde accepteerbaar is op grond van de proeffouten. Met 

behulp van de berekende gegevens bepaald men dat t 

(n-2)s^ = 0,016049326 

s^ = 0,005349775 

s - 0,0732 

s - 0,0802272 

t « 0,00273/0,08 = 0,03 

Daar de theoretische waarde van t met 3 vrijheidsgraden en 95 % 

betrouwbaarheid gelijk is aan 3,l8, is de gevonden afwijking aan­

vaardbaar op grond van de proeffouten. In het licht van deze vast­

stelling kan verwezen worden naar de experimenten die uitgevoerd 

geworden zijn met de niet belichte oplossingen. Op grond van de 

gedane waarnemingen was beslist geworden geen korrektie toe te pas­

sen voor de storing, die veroorzaakt wordt door de niet verwijder­

bare zware metaalionen uit de fosfaten» De thans behandelde proeven 

tonen aan dat zelfs afwijkingen die bijna tweemaal zo groot zijn, 

als deze die toegeschreven kunnen worden aan de inwerking van deze 

metaalionen, nog binnen de proeffouten vallen. Zoals vooropgesteld 

geworden is, bestaat er tussen de reaktiesnelheidskonstante en de 

belichtingssterkte een lineair verband, dit althans in het onder­

zochte interval. De uitbreiding naar hogere belichtingsintensi— 

teiten kon niet verder doorgevoerd worden, daar enerzijds de reaktie— 



Fig 28 Verband t u s s e n de r e a k t i e -
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snelheidskonstante bij 12.500 lx reeds zo groot is, dat het aanta,! 

waarnemingen per proef beperkt wordt en anderzijds omville van de 

verhoging van de temperatuur, die met behulp van de instelbare kamer­

temperatuur niet meer te ondervangen is, 

3.8, Invloed van de koncentratie aan fotosensibilisator op de 

reaktiesnelheidskonstanto bij de fotoohemische oxydatie van het 

1—ascorbinezuur. 

Vier reeksen proeven zijn uitgevoerd geworden, zodat het 

mogelijk is om de invloed van de koncentratie aan fotosensibilisator 

bij verschillende pH waarden van de proefoplossing, bij gebruik van 

de twee belichtingsinstallaties en bij verschillende belichtingsin— 

tensiteiten na te gaan. Alle koncentratiebepalingen zijn gebeurd 

met behulp van de fosfomolybdeenblauwmethode, en de aanvangskoncen-

tratie van het 1-ascorbinezuur bedroeg voor alle experimenton 20,0 

mg per liter. De temporatuijr van de oplossingen bleef voor alle 

proeven begrepen tussen 19 en 22° C. 

3.8,1, Invloed van de koncentratie aan riboflavine op de reaktiesnel-

heidskonstante bij pH 6,7 - 6,8, 

De oplossingen zijn op de normale manier bereid geworden 

met behulp van Clark & Lube' buffers en zijn aan een belichting onder­

worpen geworden van 5«000 lx in de B I installatie die voorzien wa,s 

van een argaphotolamp. De bekomen resultaten zijn samengevat in de 

tabellen 47 tot en met 52. 
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Tabel 47•- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1-ascorbinezuur, 0,5 mg ribo-

flavine/liter, n = 3, B I, 5.000 lx. 

t 

i ° 
5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 
40 

45 
50 

(a-x) 

100,0 

89,3 

85,3 

80,3 

74,8 

70 ,1 

67,0 

60,8 

59,0 

54,3 

51,3 

l og (a -x ) / a 

0,0000-

- 0,0491 

- 0,0691 

- 0,0937 

- 0,1261 

- 0,1543 

- 0,1739 

- 0,2161 

- 0,2291 

- 0,2652 

- 0,2899 

L t® = 9.625 

r -1 
l og (a -x ) / a t 

= - 57,0950 

k = 0,0137 min" 

Tabel 48.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het l-ascorbinezuiu?, 1,0 rag ribo-

flavine/liter, n = 2, B I, 5.000 lx. 

t 

t ° 
5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

87,3 

77,8 

73,8 

69,3 

60,5 

54,0 

49,5 

42,3 

40,0 

33,8 

log (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0590 

- 0,1090 

- 0,1319 

- 0,1593 

- 0,2182 

- 0,2676 

- 0,3054 

- 0,3737 

- 0,3979 

- 0,4711 

I t^ = 9.625 

1— —1 

l og (a -x ) / a t 

= - 87,1300 

k = 0,0208 min""^ 
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Tabel 49«— Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

otiemieche afbraak van het l-ascorbinezuiir, 1,5 nig ribo— 

flavine/liter, n = 3, B I, 5,000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

84,1 

75,0 

65,3 

56,1 

50,8 

44,0 

38,0 

30,6 

26,8 

23,6 

log(a-x)/a 

0,0000 

- 0,0752 

- 0,1249 

- 0,1851 

- 0,2510 

- 0,2941 

- 0,3565 

- 0,4202 

- 0,5143 

- 0,5719 

- 0,6271 

V 

I 

t^ = 9.625 

1— —1 

log(a-x)/a t 

= - 119,8385 

k = 0,0287 min'"'' 

Tabel 50»- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1—ascorbinezuur, 2,5 mg ribo— 

flavine/liter, n = 2, B I, 5.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

85,0 

73,5 

61,8 

52,8 

42,0 

34,5 

28,8 

24,0 

19,8 

14,5 

log(a-x)/a 

0,0000 

- 0,0706 

- 0,1337 

- 0,2090 

- 0,2774 

- 0,3768 

- 0,4622 

- 0,5406 

- 0,6198 

- 0,7033 

- 0,8386 

Y t 

k 

^ «= 5.^25 

log(a-x)/a t 

= - 150,9505 
• 

= 0,0361 min 



109. 

Tahel 51 •- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante hij de foto--

chemische afhraak van het l-ascorhinezu\ir, 3 jO mg riho-

flavine/liter, n = 2, B I, 5.000 lx, pH 6,7 - 6,8, 

1 ^ 
\ ° 

5 

1 10 

15 

1 20 

i ^̂  
1 30 

1 ^^ 
40 

45 

50 

( a - x ) 

100,0 

84 ,5 

68 ,5 

56 ,0 

4 6 , 8 

3 6 , 8 

29 ,0 

2 3 , 8 

19 ,0 

16,0 

1 0 , 8 

l o g ( a - x ) / a 

0,0000 

- 0,0731 

- 0,1643 

- 0 ,2518 

- 0 ,3298 

- 0 ,4342 

- 0 ,5376 

- 0 ,6234 

- 0 ,7212 

- 0 ,7959 

- 0 ,9666 

511^ = 9.625 

r- —1 

l o g ( a - x ) / a t 

= - 174,1770 

k = 0,0417 min" 

Tabel 52.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante hij de foto-

chemische afhraak van het 1-ascorhinezuur, 4,0 mg riho--

flavine/liter, n = 2, B I, 5.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

1 ° 
i ^ 

10 

i ^̂  
j 20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

( a - x ) 

100,0 

82 ,5 

65 ,8 

5 2 , 8 

4 2 , 8 

3 1 , 8 

26 ,8 

19 ,5 

15 ,8 

13 ,5 

10 ,8 

l o g ( a - x ) / a 

0 ,0000 

- 0 ,0835 

- 0 ,1818 

- 0,2774 

- 0,3697 

- 0 ,4976 

- 0 ,5718 

- 0 ,7100 

- 0 ,8013 

- 0 ,8696 

- 0 ,9666 

Z t^ = 9.625 

1— —1 

l o g ( a - - x ) / a t 

= - 187,7285 
1 

k = 0,0449 min" 
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3o8.2. Invloed van de konoentratie aan riboflavine op de reaktie-

snelheidskonstante bij pH 43I ~ 4^2, 

De oplossingen zijn klae-r gemaakt geworden met behulp 

van gedistilleerd water. Wa het toevoegen van de nodige hoeveelheid 

fotosensibilisator, opgemaakt volgens de A.V.C, voorschriften en het 

oplossen van 20,0 mg 1-ascorbinezuur vertoont de oplossing een pH 

waarde van 4j1 - 4>2. De belichtingen zijn doorgevoerd geworden met 

behulp van de B I installatie die voorzien was van een a,rgaphotolamp. 

De ingestelde belichtingsintensiteit bedroeg 5«000 lx en de fosfomo-

lybdeenblauwmethode is aangewend geworden voor de analyses. De be­

komen resultaten zijn samengevat in de tabellen 53 tot en met 58. 

Tabel 53.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het l-ascorbinezu\jr, 0,5 nig ribo-

flavine/liter, n = 3;, B I, 5.000 lx, pH 4,1 - 4,2. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

97,0 

91,0 

89,0 

86,0 

82,8 

81,0 

78,8 

75,5 

71,8 

69,0 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0133 

- 0,0410 

- 0,0508 

- 0,0656 

- 0,0821 

- 0,0917 

- 0,1035 

- 0,1222 

- 0,1440 

- 0,1611 

L t^ = 9.625 

r — —1 

l og (a -x ) / a t 

= - 30,3995 

k = 0,0073 min" 

1 
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Tabel 54•— Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het l-ascorbinezuxir, 1,0 mg ribo-

flavine/liter, n - 2, B I, 5.000 lx, pH 4,1 - 4s2. 

t 

0 

5 
.10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

92,5 

86,0 

81,0 

77,8 

73,8 

69,0 

67,5 

63,5 

58,3 

54,8 

log (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0338 

- 0,0656 

- 0,0917 

- 0,1089 

- 0,1319 

- 0,1611 

- 0,1706 

~ 0,1973 

- 0,2343 

- 0,2613 

l 

L 

^ - 9.625 

r - -\ 

l og (a -x ) / a t 

= - 49,9805 

k = 0,0120 min""^ 

Tabel 55 •- Bepaling van de reaktiesnelheidskonsta,nte bij de foto-

chemische afbraak van het 1—ascorbinezuur, 1,5 mg ribo-

flavine/liter, n = 2, B I, 5.000 lx, pH 4,1 - 4,2. 

t 

0 

5 
^ 10 

15 

20 

25 

30 

35 
40 

45 
1 50 

(a-x) 

100,0 

91,0 

83,8 

80,3 

74,3 

69,5 

65,8 

60,0 

55,5 

51,3 

46,0 

log (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0410 

- 0,0766 

- 0,0952 

- 0,1291 

- 0,1581 

- 0,1818 

- 0,2219 

- 0,2558 

- 0,2898 

- 0,3373 

L. 

L. 

t^ = 9.625 

r —1 

l og (a -x ) / a t 

= - 62,292 

k = 0,0149 min" 
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Tabel 560- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het l-ascorbinezuur5 2,0 mg ribo-

/ flavine/liter, n = 4, B I, 5.000 lx, pH 4,1 - 452. 

t 

0 

1 5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

89,3 

82,5 

76,0 

68,9 

63,0 

58,6 

52,8 

46,8 

43,5 

38,6 

log (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0491 

- 0,0835 

- 0,1192 

- 0,1618 

- 0,2007 

- 0,2321 

- 0,2774 

- 0,3298 

- 0,3615 

- 0,4134 

y 

1. 

] 

t^ = 9,625 

1— —1 

l og (a -x ) / a t 

= - 77,9235 i 

-c = 0,0186 min" 

Tabel 57•- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1-ascorbinezuur, 3,0 mg ribo 

flavine/liter, n = 2, B I, 5.000 lx, pH 4,1 - 4,2. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

87,8 

80,8 

72,3 

67,0 

57,8 

52,5 

47,5 

40,3 

37,3 

31,3 

log ( a - x ) / a 

0,0000 

- 0,0565 

- 0,0927 

- 0,1408 

- 0,1741 

- 0,2381 

- 0,2799 

- 0,3233 

- 0,3946 

- 0,4283 

- 0,5045 

I t^ = 9.625 

r— — n 1 

\ l og (a -x ) / a t 

= - 92,7510 

k = 0,0222 min"""" 
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Tabel 58.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1-ascorbinezuur, 4,0 mg ribo-

flavine/liter, n = 2, B I, 5.000 lx, pïï 4,1 - 4,2. 

t 

1 ° 
5 
10 

15 

25 

25 

i ̂ ° 
35 

40 

45 

1 50 

(a-x) 

100,0 

89,5 

78,3 

71,8 

63,8 

59,3 

51,8 

45,0 

40,8 

36,8 

33,0 

log(a-x)/a 

0,0000 

- 0,0481 

- 0,1062 

- 0,1440 

- 0,1951 

- 0,2269 

- 0,2858 

- 0,3467 

- 0,3893 

- 0,4341 

- 0,4814 

I t̂  = 9.625 

r -1 

log(a-x)/a t 

= - 92,9220 

k = 0,0222 min""̂  

3.8,3. Invloed van de koncentratie aan riboflavine op de reaktie­

snelheidskonstante bij pH 6,7 - 658 en een belichtingsin­

tensiteit van 10.000 lx. 

De oplossingen zijn belicht geworden in de B II inrichtini 

uitgerust met een argaphotolamp, die voorzien was van een inwendige 

spiegel. De oplossingen zijn klaargemaakt geworden met behulp van d 

Clark & Lubs' bviffers, de aanvangskoncentratie van het 1-ascorbine­

zuur bedroeg 20,0 mg per liter en de oplossingen werden onderzocht 

met behulp van de fosfomolybdeenblauwmethode. De bekomen resultater 

zijn samengevat in de tabellen 59 "tot en met 65. 
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Tabel 59•- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1—ascorbinezuur, 0,5 mg ribo-

flavine/liter, n = 5, B II, 10.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 
10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 
50 

(a-x) 

100,0 

91,5 

86,8 

81,7 

76,3 

69,8 

63,4 

59,5 

54,5 

49,4 

46,8 

log (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0386 

- 0,0615 

- 0,0878 

- 0,1175 

- 0 , l 6 l 8 

- 0,1979 

- 0,2255 

- 0,2636 

- 0,3063 

- 0,3298 

l 

l 

t^ = 9.625 

r -1 
log(a~x)/a t 

= - 63,1670 

k = 0,0151 min" 

Tabel 60,- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1—sasco'rbinezuur, 1,0 mg ribo— 

flavine/liter, n = 5, B II, 10.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 
10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

88,2 

76,3 

68,5 

60,4 

52,9 

46,1 

39,9 

34,1 

28,6 

23,7 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0545 

- 0,1175 

- 0,1643 

- 0,2190 

- 0,2765 

- 0,3363 

- 0,3990 

- 0,4672 

- 0,5436 

- 0,6253 

Z t^ = 9.625 

y 1 log(a-x)/a t 

= - 113,6735 

k = 0,0272 min"''" 

1 
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Tabel 61.- Bepaling van de reaktiesnclheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1-ascorbinezuur, 1,5 nig ribo 

flavine/liter, n = 5, B II, 10.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

83,3 

71,9 

59,3 

50,3 

40,7 

33,9 

26,6 

21 ,2 

16,6 

13,1 

log(a-x)/a 

0,0000 

- 0,0794 

- 0,1433 

- 0,2269 

- 0,2984 

- 0,3904 

- 0,4698 

- 0,5751 

- 0,6737 

- 0,7799 

- 0,8827 

Z t̂  = 9.625 

r — — \ 1 

log(a-x)/a t 

= - 161,3625 

• 

k = 0,0386 min"''' 

Tabel 62.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1-ascorbinezuur, 2,0 mg ribo-

flavine/liter, n = 5, B II, 10.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

81,1 

66,4 

54,2 

41,8 

32,9 

24,5 

16,7 

13,3 

10,5 

8,6 

log(a-x)/a 

0,0000 

- 0,0910 

- 0,1778 

- 0,2660 

- 0,3788 

- 0,4828 

- 0,6108 

- 0,7773 

- 0,8761 

- 0,9788 

- 1,0655 

Z t̂  « 9.625 

n -1 
l log(a-x)/a t 

= - 203,7635 

k = 0,0488 min""'' 
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Tabel 63.~ Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het l-ascorbinezutir, 2,5 ng ribo--

flavine/liter, n = 5j B II, 10.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

1 ^ 
0 

5 
10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

78,0 

62,8 

49J 
37,6 

27,6 

19,9 

14,7 

11,1 

8,3 

6,2 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,1079 

- 0,2020 

- 0,3036 

- 0,4248 

- 0,5591 

- 0,7011 

- 0,8327 

- 0,9547 

- 1,0809 

- 1,2076 

Z t ^ = 9.625 

1 — — 1 

l og (a -x ) / a t 

= - 226,9730 

k = 0,0543 min""*" 

Tabel 64.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1—ascorbinezuur, 3,0 mg ribo-

flavine/liter, n = 5, B II, 10,000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

i . 50 

(a-x) 

100,0 

75,2 

61 ,2 

48,0 

35,7 

26,7 

19,4 

14,4 

10,8 

8,2 

5 ,8 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,1238 

- 0,2132 

- 0,3188 

- 0,4473 

- 0,5735 

- 0,7122 

- 0,8416 

- 0,9666 

- 1,0862 

- 1,2366 ! 

1 

Z t^ = 9.625 

r - —1 
\ l o g ( a - x ) / a t 

= - 231,0115 

k = 0,0553 min""*" 
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Tabel 65.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1-ascorbinezuiü:, 3s5 nig ribo-

flavine/liter, n = 5j B II, 10.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

77,7 

61 ,1 

48,1 

34,4 

24,6 

17,8 

13,0 

9 ,4 

6,6 

4 ,7 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,1096 

- 0,2140 

- 0,3179 

- 0,4634 

- 0,6091 

- 0,7496 

- 0,8861 

- 1,0269 

- 1,1805 

- 1,3279 

I^t^ = 9.625 

i~ —1 

V log (a -x ) / a t 

= - 246,0470 

k = 0,0589 min" 

3.8.4» Invloed van de koncentratie aan riboflavine op de reaktie­

snelheidskonstante bij pH 6,7 - 6,8 bij een belichtingsin­

tensiteit van 5.000 lx in de B II installatie. 

De oplossingen zijn klaargemaakt geworden op de gewone 

manier en zijn belicht geworden in de B II inrichting. Als licht­

bron werd gebruik gemaakt van een argaphotolamp voorzien van een in­

wendige spiegel. De oplossingen zijn onderzocht geworden op hun go-

ha,lte aan 1-asoorbinezuur met behulp van de fosfomolybdeenblauw— 

methode en de bekomen resultaten zijn samengevat in de tabellen 

66 tot en met 72. 
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Tabel ^(>f Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1-ascorbinezuur, 0,5 mg ribo-

flavine/liter, n = 3j B II, 5.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

i 5 
10 

^5 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

92,7 

90,3 

87,1 

83,0 

78,9 

75,7 

72,8 

69,5 

66,7 

64,3 

log (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0329 

- 0,0443 

- 0,0605 

- 0,0808 

- 0,1029 

- 0,1209 

- 0,1379 

- 0,1580 

-• 0,1759 

- 0,1918 

^ t^ = 9.625 

loG(a-x) /a t 

= - 37,9845 

k = 0,0091 min""'̂  

1 

Tabel 67.- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het l-ascorbinezuur, 1,0 mg ribo-

flavine/liter, n = 3, B II, 5.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 
10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

1 50 

(a-x) 

100,0 

93,1 

86,0 

81,1 

76,5 

69,3 

63,5 

57,4 

52,5 

48,6 

43,0 

. l o g ( a - x ) / a 

0,0000 

- 0,0311 

- 0,0655 

- 0,0910 

- 0,1163 

- 0,1593 

- 0,1972 

- 0,2411 

- 0,2798 

- 0,3134 

- 0,3665 

5̂  t^ = 9.625 

V 
L. 

l o g ( a - x ) / a t 

= - 66,4600 

k = 0,0159 min""^ 
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Tabel 68,- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1—ascorbinezuur, 1,5 mg ribo— 

flavine/liter, n = 3, B II, 5.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

89,4 

82,3 

75,1 

69,1 

60,9 

56,2 

49,2 

45,2 

40,4 

35,8 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0487 

- 0,0846 

- 0,1244 

- 0,1605 

- 0,2154 

- 0,2503 

- 0,3045 

- 0,3449 

- 0,3936 

- 0,4461 

l t 

L 

k 

^ = 9.625 

l og (a -x ) / a t 

= - 83,5300 

= 0,0200 min" 

Tabel 69»- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1—ascorbinezuur, 2,0 mg ribo-

flavine/liter, n = 3, B II, 5.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

(a-x) 

100,0 

87,7 

77,5 

70,5 

63,5 

55,8 

51,4 

44,9 

39,3 

33,9 

28,3 

log(a,-x)/a 

0,0000 

- 0,0570 

- 0,1107 

- 0,1518 

- 0,1972 

- 0,2534 

- 0,2890 

~ 0,3478 

- 0,4056 

- 0,4698 

- 0,5482 

I t^ = 9.625 

1— -n 

l l o g ( a - x ) / a t 

= - 99,5660 

k = 0,0238 min"" 
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Tabel 70.~ Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraak van het 1-ascorbinezutir, 2,5 mg ribo-

flavine/liter, n = 3, B II, 5.000 lx, pH 6,7 - 6,80 

t 

0 

5 
10 

15 

20 

25 

30 

35 
40 

45 
! 50 

(a-x) 

100,0 

89,8 

78,8 

72,5 

63,1 

54,2 

49,7 

42,4 

36,1 

31,4 

25,0 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0467 

- 0,1035 

- 0,1397 

- 0,2000 

- 0,2660 

- 0,3036 

- 0,3726 

- 0,4425 

- 0,5031 

- 0,6021 

Z t^ = 9-625 

— r - —1 

l l og (a -x ) / a t 

= - 106,6075 

k = 0,0255 min"''" 

Tabel 71•- Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische afbraa,k van het 1—ascorbinezuixr, 3>0 mg ribo-

flavine/liter, n = 3, B II, 5.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 
10 

15 . 

20 

25 

30 

35 
40 

45 

1 50 

(a-x) 

100,0 

88,3 

78,6 

68,6 

61,3 

52,7 

46,0 

40,2 

34,2 

28,3 

23,8 

l o g ( a - x ) / a 

0,0000 

- 0,0540 

- 0,1046 

- 0,1637 

- 0,2125 

- 0,2782 

- 0,3372 

- 0,3958 

- 0,4660 

- 0,5482 

- 0,6234 

Z t^ = 9.625 

2_ l og (a -x ) / a t 

=. - 113,4245 

k = 0,0271 min""^ 
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TaTsel 72.— Bepaling van de reaktiesnelheidskonstante bij de foto-

chemische a,fbraak van het l-ascorbinezuur, 3j5 mg ribo-

flavine/liter, n = 3, B II, 5.000 lx, pH 6,7 - 6,8. 

t 

0 

5 
10 

15 

20 

25 

30 

35 
40 

45 
50 

(a-x) 

100,0 

91 J 

82,3 

71,9 

62,5 

53,5 

44,1 

37,5 

31,8 

25,9 

21,9 

l og (a -x ) / a 

0,0000 

- 0,0376 

- 0,0846 

- 0,1433 

- 0,2041 

- 0,2716 

- 0,3556 

- 0,4260 

- 0,4976 

- 0,5867 

- 0,6596 

L t^ = 9.625 

r- - ) 

I l og (a -x ) / a t 

= - 118,9190 

k = 0,0285 min"-'-

3.8.5. Bespreking. 

Teneinde een vergelijking mogelijk te maken tussen de 

vier reeksen experimenten worden de resulta,ten op een zelfde basis 

uitgedrukt. Daarvoor worden de gevonden experimentele waarden voor 

de reaktiesnelheidskonstante bij 3,5 nig riboflavine per liter gelijk 

gesteld aan 100,0 voor de twee laatste proeven. Bij de twee eerste 

reeksen vjordt de waarde bij 3,5 mg riboflavine bekomen door een 

grafische intorpollatie en deze waarde wordt eveneens gelijk gesteld 

aan 100,0. De aldus berekende resultaten zijn samengevat in tabel 73 
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Tabel 73.- Relatieve reaktiesnelheidskonstanten onder diverse be­

licht ing svoorwaar den gevonden en hun verband met de evo­

lutie van de koncentratie van de sensibilisater. 

Riboflavine 
mg/liter 

1 0,5 
1,0 

1,5 

2,0 

2,5 

3,0 

3,5 

4,0 

Reeks I 

31,9 

48,4 

66,7 

-

84,0 

97,0 

(100,0) 

104,4 

Reeks II 

32,9 

54,1 

67,1 

83,8 

-

100,0 

(100,0) 

100,0 

Reeks III 

25,6 

46,1 

65,5 

82,3 

92,2 

93,9 

100,0 

-

Reeks IV 

31,9 

55,8 

70,2 

83,5 

89,5 

95,1 

100,0 

Gemiddelde 
] 

30,6 

51,1 

67,4 

83,4 

88,6 

96,5 

100,0 

102,2 1 

Wanneer rekening gehouden wordt met de grote acoepteerbare 

proeffouten, dan lijkt het verantwoord om bij de vier reeksen een ge­

lijkwaardig verloop te aanvaarden voor wat betreft bet verband tussen 

de evolutie van de reaktiesnelheidskonstante in funktie van de kon­

centratie aan riboflavine ongeacht de aangewende proefomstandigheden. 

De gemiddelde waarde zal derhalve de meest betrouwbare schatting 

zijn van de te verwachten relatieve reaktiesnelheidskonstante in 

verband met de koncentratie van de sensibilisator, wat ook de be— 

lichtingsintensiteit, de pH of de belichtingsinstallatie is. 

In figuur 29 zijn de bekomen gegevens grafisch weergegeven 

in een lineair assenstelsel. Bij de lage koncentraties aan ribo­

flavine wordt een lineair verband benaderd tussen de evolutie in de 

koncentratie van de fotosensibilisator en de evolutie van de rela­

tieve reaktiesnelheidskonstante. Maar vrij snel treedt er een af­

vlakken op. Aan de hand van de bekomen waarnemingen is het echter 
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niet mogelijk om uit te maken of de reaktiesnelheidskonstante ooit 

volledig onafhankelijk wordt van de sensibiliaatorkoncentratie. Er 

dient uiteraard rekening gehouden te worden met de mogelijkheid dat, 

onder de invloed van de geaktiveerde riboflavinemolekulen uit het 

water waterstofperoxyde gevormd wordt. Deze verbinding zou een 

chemische oxydatie van het l-ascorbinezuiJT kunnen veroorzaken, zodat 

de destruktiesnelheid van het 1-ascorbinezuvir geleidelijk zou kunnen 

blijven toenemen in grootte, ondanks het feit dat de reaktiesnelheid 

voor het gesensibiliseerde proces een maximale waarde heeft. Het is 

echter met behulp van de bekomen gegevens niet zonder meer mogelijk 

om een riboflavinekoncentratie aan te duiden waarbij de reaktiesnel­

heidskonstante van het fotochemische proces een maximale waarde be­

reikt heeft. 

De vorm van de kurve in figuiu? 29 laat echter vermoeden, 

dat in het onderzochte koncentratieinterval van de sensibilisator, 

de experimentele punten een somi—logaritoleoix. verband volgen van het 

type s 

y = a + b log X 

waarin y de relatieve reaktiesnelheidskonstante voorstelt on x de 

koncentratie aan riboflavine in mg/liter. Dit verband is weergegeven 

in figuur 30 en blijkt vrij goed overeen te stemmen met de gevonden 

waarden. Deze wijze van voorstellen dient echter beperkt te blijven 

tot het onderzochte interval, daar de waarde van y nooit kleiner 

kan worden dan 0,0 en bedoelde vergelijking voor de limietwaarde van 

X de waarde - oneindig benaderd. 

Een andere betrekking die wel met een fysische realiteit 

zou kunnen overeenstemmen, is 
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a(l - e-^) 

waarin y : de relatieve reaktiesnellieidskonstante, 

X : de koncentratie aan sensibilisator, 

a : de maximale reaktiesnelheidskonstante, 

k : een konstante, 

voorstelt. De "bekomen resultaten laten toe om op een vrij eenvoudige 

wijze a en k te toerekenen. De twee vergelijkingen 

-4k 
51,1 = a(l - e ̂ ) (1) 

102,2 = a(l - e"^ ) (2) 

kunnen opgeschreven worden. Hierui t volgt dan u i t e r a a r d 

51,1 = a ( l - e"^) 

51,1 = a (1 - -4ks 
e 

aa ru i t volgt 

1 -

0 , 5 

i a t 

-k 
e =: 

s= 

0,5 -

-0 ,5 

- 0,5 
^ ^ k 

e-^^ 
-k 

+ e 

De waarde voor k kan door proberen achterhaald worden en "blijkt 

gelijk te zijn aan 0,6. Het invoeren van die waarde in de eerste 

vergelijking levert de waarde voor a op : 

a = 51,1/(1 - 0,549) = 113 

Er is dus een relatie tussen de koncentratie aan de 

fotosensihilisator en de reaktiesnelheidskonstante, maar het is 

niet zonder meer duidelijk dat "bedoelde "betrekking zou wijzen op 

een intermediaire vorm. Een dergelijk ver'band zou ook kunnen ver­

klaard worden door transmissieverliezen te aanvaarden. Het feit 

dat dit in tegenspraak is met de verhouding tussen de gevonden reak­

tiesnelheidskonstante n bij de twee verschillende belichtingsin­

stallaties zal aan een verder onderzoek dienen onderworpen te worden= 
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4» Bespreking en Besluiten. 

4.1. Algemene bespreking. 

Een uitvoerige studie van de literatuur onder een drie­

voudig oogpiint, namelijk omtrent de eventuele rol van het 1—asoor— 

hinezutir hij het tot stand komen van de smaakgehreken in melk, in 

verband met de kinetiek van de oxydatieve omzetting van het l-as~ 

oorbinezuur en over de aangewende analysetechnieken bij het onder­

zoek van voornoemde twee punten, bracht aan het licht dat : 

1. de meningen ten zeerste verdeeld zijn in verband met 

de mogelijke rol van het l-ascorbinezu\jr bij het vormingsproces van 

de smaakgehreken, zowel wat betreft de oxydatie- als de lichtsmaak ; 

2. de voorhanden zijnde kinetische gegevens over het al­

gemeen berusten op een te gering aantal waarnemingen om als zeer 

betrouwbaar te kunnen gelden 5 

3. de kinetische gegevens volledig ontbreken inzake de 

oxydatieve omzetting van het l-asoorbinezuur in een fotogesensibili-

seerd proces 5 

4. praktisch gezien al de uitgevoerde experimenten be­

rusten op het volgen van de evolutie van de 1-ascorbinezuur koncen-

tratie met behulp van de 2,6-diohlorofenol-indofenol titratie. 

Op grond van deze algemene vaststellingen werd beslist 

de fotogesenibiliseerde reaktie nader te bestuderen, maar, daar aan­

genomen werd, dat de klassieke analysetechniek slechts een kwali­

tatief beeld opleverde, kon slechts tot de kinetische studie van dit 
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verschijnsel overgegaan wordan nadat voorafgaandelijk het analytische 

aspekt grondig onderzocht was. 

De onderzoekingen in verhand met de te gehruiken methodes 

zijn weergegeven in het tweede hoofdstuk. Er werd hierhij uitgegaan 

van de volgende vereisten : 

1. de gebruikte techniek diende voldoende gevoelig te 

zijn om bepalingen in het koncentratieinterval 2,0 tot 20,0 mg 

l-ascorbinezuur per liter toe te laten. Daarenboven mocht slechts 

een relatief kleine hoeveelheid vloeistof per analyse verbruikt 

worden, teneinde in één enkele belichtingsproef een redelijk groot 

aantal analyses te kunnen doorvoeren j 

2. de gevolgde werkwijze diende voldoende eenvoudig en 

voldoende snel te zijn om toe te laten van in een redelijk korte 

proefduur nog een voldoende groot aantal waarnemingen uit te voeren 

of in gang te zetten ; 

3. de gebruikte reagentia moesten een voldoende hoge 

specificiteit vertonen om niet gestoord te worden, noch door de 

ontstane afbraakprodvikten, noch door het riboflavine, noch door de 

gebruikte bufferbestanddelen. 

Op grond van de eerste vereisten konden slechts drie van 

de onderzochte methodes weerhouden worden voor de studie van de 

fotogesensibiliseerde afbraak van het l-ascorbinezuur, namelijk de 

2,6-dichlorofenol-indofenol titratie, de fosfomolybdeenblauwmethode 

en de gewijzigde methode van Moor. 
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"V"an de 2,6-dichlorofenol-indofenol methode werd echter 

verondersteld, dat de specificiteit niet voldoende hoog is om een 

kwantitatieve interpretatie van de "bekomen resultaten toe te laten. 

De fosfomolyhdeenhlauwmethode werd in de loop van dit 

onderzoek op punt gesteld. Op grond van de literatuurgegevens in 

ver'band met het gedrag van de heteropolyzuren bij de reduktie werd 

verondersteld, dat deze techniek niet gestoord zou worden door de 

afbraakprodiikten van het 1-asoorbinezuur. Deze methode is daaren­

boven zeer eenvoudig en snel, maar kan blijkbaar slechts aangewend 

worden bij het onderzoek van vrij zuivere, waterige oplossingen. 

Een in de loop van de onderzoekingen ontwikkelde modifi-

katie van de Moor methode bleek eveneens te beantwoorden aan de eisen 

in zake gevoeligheid en specificiteit. In vergelijking met de fos-

fomolyhdeenhlauwmethode was deze techniek echter minder eenvoudig, 

zodat het aantal waarnemingen dat bekomen werd met behulp van deze 

methode slechts de helft bedroeg van het aantal waarnemingen dat met 

behulp van de fosfomolyhdeenhlauwmethode bekomen werd bij het onder­

zoek van eenzelfde belichtingsexperiment. Daartegenover staat echter 

het belangrijke voordeel, dat dit reagens ook aangewend zou kunnen 

worden voor het onderzoek van de fotochemische destruktie van het 

1—ascorbinezuia? in biologisch materiaal, in het bijzonder in melk. 

In het derde hoofdstuk werden de gegevens samengebracht 

die bekomen werden bij het onderzoek van de afbraak van het 1-as— 

corbinezuur. De belichtingen werden uitgevoerd met polychromatisch 

licht en in aanwezigheid van riboflavine als fotosensibilisator. 

Een eerste reeks experimenten werd uitgevoerd met het oog 

op de keuze van de te gebruiken analysemethode. Hierin werden de 
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resultaten vergeleken, die enerzijds verkregen werden met de 2,6— 

dichlorofenol—indofenol titratie en de resultaten die hekomen werden 

met de fosforaolyhdeenhlauw- en de diazomethode. Op grond van de he­

komen gegevens hleek, dat de kolorimetrische technieken tot hetzelfde 

resultaat leidden, resultaat, dat al naar gelang de andere proef-

voorwaarden, min of meer afweek van de gegevens die bekomen werden 

met de titrimetrische methode. Wanneer rekening gehouden wordt met : 

1. het weinig uitgesproken specifieke karakter van de 

titrimetrische methode ; 

2. het sterk uitgesproken specifieke karakter van ten 

minste één van de kolorimetrische technieken | 

3. het zeer goed overeenstemmen van de resultaten hij 

gebruik van de kolorimetrische technieken } 

4. het feit, dat de kolorimetrische methodes toR laten 

te besluiten tot een verloop van de 1-ascorbinezuur koncentratie 

volgens een eenvoudige wet j 

5. het feit, dat hij gebruik van de titrimetrische techniek 

geen dergelijk eenvoudig verband gevonden wordt | 

is het blijkbaar verantwoord om te besluiten dat de titri­

metrische methode slechts een kwalitatieve benadering van het pro­

bleem mogelijk maakt. Het is verder duidelijk, dat deze techniek 

gestoord wordt door een reaktieprodukt, maar het is aan de hand van 

de uitgevoerde experimenten niet uit te maken wat de precise aard 

van het storende bestanddeel is. 
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Zoals bij de oxydatieve afbraak door zware metaalionen, 

wordt tussen de koncentratie aan het resterende l-asoorbinezuur en 

de reaktieduiir bij het fotogesensibiliseerde proces een semi—logarit-

misch verband gevonden, en dit onder diverse omstandigheden van de be-

liohtingsintensiteit, van de aard van de lichtbron, van de pH van de 

proef oplossing, van de aard van de b-uff erbestanddelen, van de koncen­

tratie aan fotosensibilisator en van de vorm van de belichtingskuvet. 

Experimenten die uitgevoerd werden met proefoplossingen 

enerzijds gebiofferd op pH 6,7 - 6,8 met verschillende buffersystemen 

en anderzijds met niet belichte oplossingen bij verschillende pH 

waarden, toonden aan dat het l-ascorbinezuiar wel is waar gedestabi­

liseerd werd bij pH waarden boven de 5jO, maar dat bij de uitge­

voerde belichtingsexperimenten geen korrektie diende ingevoerd te 

worden, noch voor de pH waarde, noch voor de normaal gebruikte 

fosfaatbtiffer. 

Door gebruik te maken van twee geometrisch versphillende 

belichtingskuvetten kon verder uitgemaakt worden, dat voor de daar­

uit resulterende belichtingsdensiteiten bij een gegeven belichtings­

intensiteit blijkbaar al de absorbeerbare fotonen onder de aange-

wendde proefvoorwaarden in de oplossing achterbleven» 

Uit de bepaling van de reaktiesnelheidskonstante voor de 

fotochemische afbraak bij de diverse pH waarden volgde de grote ana­

logie met de betrekking tussen de koncentratie aan het monoascorbaat-

ion en de pïï, zodat de fotogesensibiliseerde afbraak, zoals de door 

zware metaalionen veroorzaakte oxydatie, verloopt over de eenmaal ge-

dissocieerde molekule. 

Verder bleek uit de bekomen resultaten, dat de gemeten 

reaktiesnelheidskonstante bij een gegeven pH waarde van de proef— 



130. 

oplossing rechtevenredig varieert met de belichtingsintensiteit» 

Er werden tenslotte een reeks experimenten doorgevoerdj 

waarbij een vergelijking werd gemaakt over de toename van de reak­

tiesnelheidskonstante voor een gekombineerde variatie van de sensi-

bilisatorkoncentratie met een verandering van de pH, van de belichtings— 

intensiteit en de belichtingsdensiteit. Uitgaande van de berekende 

relatieve reaktiesnelheidskonstanten bleek dat de evolutie van dit 

gegeven een funktie van de koncentratie aan riboflavine was. Bij 

een toenemende koncentratie van de sensibilisator nam de relatieve 

reaktiesnelheidskonstante aanvankelijk nagenoeg lineair toe, om bij 

koncentraties van meer dan 2,0 mg riboflavine per liter vrij snel af 

te vlakken. In het gehele onderzochte koncentratieinterval bleek 

het verband tussen de relatieve reaktiesnelheidskonstante en de kon­

centratie aan riboflavine vrij goed weergegeven te worden door een 

funktie van de aard s 

y = a + b log X 

Dit verband kan echter moeilijk over het gehele, mogelijke koncen­

tratieinterval van de riboflavine gehandhaafd worden, daar bij het 

naderen tot de limietwaarde nul voor x de waarde van y ergens kleiner 

moet worden dan nul en moet evolueren in de richting van min oneindig. 

De waarde van de relatieve reaktiesnelheidskonstante kan echter nooit 

kleiner worden dan nul. 

Een betrekking die misschien wel met een fysische reali­

teit overeenstemt is s 

y = a(l - e" ) 
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maar het gebruik ervan steunt op het aannemen van een verlies aan 

kapteerhare fotonen door transmissie, hetgeen niet helemaal overeen­

stemt met andere waarnemingen. 

Wordt, in het geheel van de experimentele gegevens, het 

klassieke schema voor de zuiü?stof overdracht via een "charge trans­

fer complex" (CT) heschouwt, dan kan op grond van het schema ; 

" > I s 

ŝ — ^ ŝ 

3g + 0^ .> 33QQ 

^SOO ^ ^ 2 >̂ ^ ^ «2°2 ^ °^ 

wel vooropgezet worden dat de gemeten reaktiesnelheidskonstante he— 

invloed wordt door de pH waarde en door de helichtingsintensiteit, 

en dat in bepaalde proefomstandigheden de reaktiesnelheid afhanke­

lijk kan worden van de diffusiesnelheid van de zuurstof. 

Als limiterende faktoren zouden op grond van dit reaktie-

schema de koncentratie aan sensihilisatormolekulen, de zuurstofkon— 

oentratie of de helichtingsdensiteit kunnen vooropgesteld worden. 

Experimenteel is echter gebleken dat de totale hoeveelheid van de 

opneembare fotonen in de oplossing ktumen achterblijven zodat de 

koncentratie aan riboflavinemolekulen niet de begrenzing in de reak­

tiesnelheid kan veroorzaken. Anderzijds werden de proefoplossingen 

klaargemaakt met water dat in evenwicht was met de normale labora­

torium atmosfeer, zodat vooropgezet kan worden dat ten minste 0,25 
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milliraoles zuurstof aanwezig zijn tegenover de 0,006 millimoles 

rihoflavine en de 0,11 millimoles l-ascorbinezu\ir. Het lijkt dan 

ook weinig waarschijnlijk dat de zuurstof optreedt als een begren­

zende faktor. • 

Volkomen in overeenstemming met de experimentele gegevens 

blijkt dus dat het aantal fotonen de begrenzende faktor is. Maar 

onder deze voorwaarden is het niet moeilijk om tot een welbepaalde 

verhouding te besluiten tussen de chemisch meetbare konoentratie 

aan fotosensibilisator enerzijds en de konoentratie aan het CT kom-

plex anderzijds. Deze verhouding zal afhankelijk zijn van de ver-̂  

houding tussen het aantal fotonen en het aantal sensibilisatormole— 

kulen, zodat voor een verdubbelen van het beschikbare aantal fotonen, 

de verhouding CT/S verdubbeld wordt, het aantal botsingen per tijds­

eenheid tussen een CT komplex en een monoascorbaation eveneens zal 

verdubbelen en de reaktiesnelheidskonstante dubbel zo groot zal zijn. 

Wordt echter het aantal beschikbare fotonen konstant gehouden en 

wordt de konoentratie aan sensibilisatormolekulen verdubbeld, dan 

wordt de verhouding CT/S gehalveerd, maar de totale konoentratie aan 

GT molekulen is konstant gebleven, zodat aan de botsingskansen tussen 

een CT komplex en een monoascorbaation niets gewijzigd werd. Derge­

lijke voorspelling is echter niet in overeenstemming met het gevonden 

gedrag van de reaktiesnelheidskonstante. 

Ook het tweede vooropgezette schema, waarin de triplet­

toestand van de zutirstofmolekule via een f otoohemische aktivatie naar 

een reaktieve singulettoestand overgaat, leidt tot de vooropstelling 

dat een variatie van de konoentratie aan sensibilisatormolekulen 

geen verhoging van de reaktiesnelheidskonstante voor gevolg heeft. 
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Het derde schema kan als volgt opgebouwd worden s 

AH. 

AH + HOH 

AH HOH + Rib 

'AH HOHRib 
h^j 

AH"H"^ 

AH^HOH 

AH~H0HRib1 

A + OH + RibH, 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

Voor een gegeven stel van proefvoorwaarden geeft dit 

schema aanleiding tot de vooropstelling dat er een bepaalde ver­

houding gevonden zal worden voor het aantal fotonen dat gekapteerd 

wordt door de complexevorm van de sensibilisator en door de vrije 

vorm. Door een verandering van de pH zal een verandering tot stanc 

komen van de dissociatiegraad van het l-asoorbinezuur, Onder deze 

voorwaarden wordt de konoentratie aan het moncascorbaation gewijzigd, 

verschuift met andere woorden het evenwicht in de derde reaktie in 

de richting van het complex, zodat ook de verhouding toeneemt tussci 

het aantal fotonen dat gevangen kan worden in het oomplex en het aan­

tal dat gevangen kan worden door de vrije sensibilisatormolekulen» 

Bij de verhoging van de belichtingsdensiteit, hetzij door 

de intensiteit te verhogen bij een welbepaalde belichtingskuvet, het­

zij door bij een gegeven belichtingsintensiteit de kuvet te wijzigen, 

zal uiteraard de verhouding niet gewijzigd worden tussen het aantal 

fotonen dat door de vrije sensibilisator opgenomen wordt en het aan­

tal fotonen dat door het complex gevangen wordt. Het aantal gekap— 

teerde fotonen per tijdseenheid neemt wel toe, zodat ook de rcaktie-

snelheidskonstante zal vergroten. 

Wordt de konoentratie aan riboflavinemolekulen verhoogd, 

dan verschuift het evenwicht in de derde reaktie in de richting van 
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het complex. Schijnhaar wordt hierdoor de verhouding niet gewijzigd 

tussen het aantal sensihilisatormolekulen die in het complex opge­

nomen zijn en het aantal vrije sensibilisatorraolekulen, In werke­

lijkheid is de effectieve koncentratie aan rihoflavine V6«l groter 

dan de gemeten koncentratie en kan als een konstante waarde beschouwd 

worden, dit dank zij de recirkulatie van het rihoflavine. Vanuit dit 

standpunt bezien wordt door een toename van het complex de verhouding 

tussen het aantal door het complex opgevangen fotonen en het aantal 

door de vrije riboflavinemolekulen opgevangen fotonen wel gewijzigd. 

De toename in de reaktiesnelheidskonstante zal dan ook waargenomen 

worden tot op het moment dat ieder monoascorbaation in het complex 

kan opgenomen worden, met andere woorden tot op het ogenblik tot er 

voldoende riboflavinemolekulen in de oplossing voorhanden zijn om, 

bij een gegeven belichtingsintensiteit, ieder foton te laten kapteren 

door een complex. De werkelijke koncentratie aan riboflavino waarbij 

de effectieve koncentratie de opname van alle aanwezige monoascorbaat 

ionen in het complex waarborgt zal afhankelijk zijn van de recirku— 

latiesnelheid en zal dus begrensd kunnen worden door de diffusie­

snelheid van de zuiorstof, 

Dit alles stetmt op het feit dat geen verschillen tussen 

de experimentele en de berekende verhouding van do reaktiesnelheids— 

konstanten bij de twee verschillende belichtint^sinstallaties gevonden 

worden, tenminste voor konoentraties aan de fotosensibilisator die 

gelijk zijn aan of groter dan 1 mg per liter. Het is duidelijk dat 

dit punt aan een uitgebreider onderzoek moet onderworpen worden, 

gezien de experimentele resultaten wel is waar een verandering van 

de reaktiesnelheidskonstante aan het licht brachten, maar die ver­

anderingen blijkbaar niet op een eenvoudige wijze kunnen verklaard 

worden. 
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Naast een verklaring van de waargenomen verschijnselen 

omtrent de invloed van de pH, van de belichtingsintensiteit en van 

de riboflavinekoncentratie op de evolutie van de reaktiesnelheids— 

konstante, naast het vooropstellen van een mogelijke begrenzing van 

de reaktiesnelheid door de diffusiesnelheid van de zuurstof, brengt 

dit schema eveneens een verklaring voor de stabilisatie van de ribo-

flavinemolekule onder de aangewende proefbelichting en wordt de aan­

wezigheid van een waterraolekule in de reaktie niet een gevolg van een 

toevallige trimolekulaire botsing maar een logisch gevolg van de aan­

wezigheid van het monoascorbaation. Na de dissociatie van het proton 

blijft er een negatief geladen kern achter op de 1-ascorbinezuurmole-

kule, zodat de polaire waterraolekule via een waterstofbrug gebonden 

zal worden aan het monoascorbaation. 

4.2. Besluiten. 

Op grond van de experimenten in verband met de fotoge-

sensibiliseerde destruktie van het 1-ascorbinezuur in aanwezigheid 

van riboflavine en uitgevoerd in een waterig midden kunnen volgende 

algemene besluiten geformuleerd worden s 

1. De klassiek aangewende 2,6- dichlorofenol—indofenol 

titratie laat niet toe om het verschijnsel kwantitatief te bestuderen. 

Dergelijke studie kan in waterig milieu wel uitgevoerd worden met 

behulp van de zeer eenvoudige kolorimetrische techniek steunend op 

de reduktie van het fosforaolybdeenzuur. Voor het onderzoek van bio­

logische vloeistoffen zoals melk of het oogvocht dient beroep gedaan 

op een voorgestelde modifikatie van de methode van Moor. 

2. De fotochemische destruktie van het 1—ascorbinezuijr 

in aanwezigheid van riboflavine verloopt volgens een wet van de 

/ 
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eerste orde. De gemeten reaktiesnelheidskonstante is rechtevenredig 

met de dissociatiegraad van het 1—ascorhinezuur, met de telichtin^'s-

densiteit en met de koncentratie aan de sensihilisator, ten minste 

voor koncentraties aan rihoflavine die kleiner zijn dan 2,0 mg per 

liter. 

3. De hekomen resultaten kunnen verklaard worden door 

het volgende reaktiemechanisme i 

AscH 

ASCH" + ÏÏOH 

( AscH.HOH ) + Rib 

{ AscH.HOH.Rib) ' 

(AscH.HOH.Rib ) * 

RibH^ + 0^ 

Rib + HgO^ 

AscH^ + H^O^ 

<-—> 

hU —^ 

AscH" + H"*" (l) 

(AscH.HOH) (2) 

(AscH.HOH.Rib) (3) 

(AscH.HOH.Rib) * (4) 

(AscH.HOH.Rib) (5a) 

Asc + RibH + OH"" (5b) 

Rib + 2 OH (6) 

Itunif lavine + luchroom (7) 

ABC + 2H0H (8) 

en bij een overmaat aan riboflavine 

Rib + 2H0H 

( Rib.2H0H ) hV 
( Rib,2H0H ) 

RibHg + H^O^ 

(9) 

(10) 

Aan te stippen valt dat de vergelijking (8) een mogelijkheid is 

die uiteraard nog een nader onderzoek vergt. 
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