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@ Spos6b oksydatywnej degradacji kwasu mlekowego znakowanego izotopami wegla i
izotopami wodoru, znamienny tym, ze s61 kwasu mlekowego i/lub kwas mlekowego miesza
sie z zawiesing wodng dwutlenku manganu, wytwarza si¢ prozni¢ i wprowadza do mieszaniny
reakcyjnej kwas siarkowy i/lub kwas ortofosforowy albo kwas mlekowy miesza si¢ z kwasem
siarkowym i/lub kwasem ortofosforowym po czym wytwarza si¢ préznig, utlenia si¢ kwas
mlekowy dwutlenkiem manganu i/lub nadmanganianem potasu z wytworzeniem mi¢dzy
innymi aldehydu octowego i dwutlenku wegla, ktére w postaci gazowe]j opuszczaja samo-

- czynnie i gwattownie §rodowisko reakcji, po czym przeprowadza si¢ cz¢$ciowy ich rozdziat

- schtadzajac do temperatury okoto 190 K, a nastepnie zestala si¢ je przez schiadzanie do
temperatury 80-90 K i poddaje catkowitemu rozdzieleniu na drodze niskotemperaturowej
destylacji pr6zniowej znad chlorku cynku.



SPOSDB OKSYDATYWNEJ DEGRADACII KWASU MLEKOWEGO ZNAKOWANEGO IZOTOPAMI
WEGLA I IZOTOPAMI WODORU

Zastrzezenlie patentowe

Sposéb oksydatywnej degradacji kwasu mlekowego znakowanego izotopami wggla i izotopami
wodoru, znamienn y tyam, 2e sél kwasu mlekowego i/lub kwas mlekowy miesza sig z
zawlesina wodng dwutlenku manganu, wytwarza sig préznig i wprowadza do mieszaniny reakcyj=-
nej kwas siarkoﬁyi/lub kwas ortofosforowy albo kwas mlekowy miesza sig z kwasem siarkowym
i/lub kwasem ortofosforowym po czym wytwarza sie préznie, utlenia sig kwas mlekowy dwutlen-
kiem manganu 1/lub nadmanganianem potasu z wytworzeniem migdzy innymi aldehydu octowego i
dwutlenku wggla, ktére w postaci gazowsej opuszczaja samoczynnle i gwaitownie drodowisko
reakcji, po czym przeprowadza sig czgéciowy ich rozdzial schiadzajgc do temperétury okoto
190 K, a nastgpnie zestala sig je przez schladzanie do temperatury 80-90 K i poddajs calko-
witemu rozdzieleniu na drodze niskotemperaturowej destylacji prézniowej znad chlorku cynku.

* %k ¥

Przedmiotem wynalazku jest udoskonalenia sposobu oksydatywnej degradacjl kwasu mleko= .
wego znakowanegc izotopami wegla: C, C lub ¥4 C oraz izotopami wodoru: 2H lub H.

Znana jest metoda Boasa, ktéra po udoskonaleniu pozwala okreslié z 98-procentowa Wy~
dajnodcia zawartosé kwasu mlskowego w prdbce biologicznej. Polega ona na wkraplaniu'w ci@;
gu 16 minut starannie przygotowanego koloidalnego MnO, do kolby Kjeldahl'a, zawierajacej
analizowana prébke rozpuszczong we Wrzacym roziworze siarczenu manganu z dodatkiem talku
w rozciehczonym roztworze kwasu fosforowego lub siarkowego pod ciénieniem afmosferycznym.
Ulatniajgcy sig wraz z parami wodnymi aldehyd octowy jest pochléniany w kclbie zawierajgce:
nadmiarowg ilosé okoto O0,1 N roztworu kwasnego siarczynu. Po 15 minutach i cchizodzeniu kol-
by z otrzymanym adduktem aldehydu octowego z kwasnym siarczynem sodu, odmiareczkowuje sie
standardowym roztworem jodu w. obecnosci krochmelu do pojawienia sie koloru niebieskiego
najpierw swobodny siarczyn, nastepnie siarczyn zwigzany po roziozeniu adduktu siarczynu
z aldehydem nasyconym roztworem NaHCOg.

Metode te zastosowano do wyznaczania potozenia wegla izotopowego w kwasie mlekowym.
Aldehyd octowy i dwutlenek wegla unosi sig z kolby reakcyjnej w strumieniu powietrza. Alde-
hyd pochiania sig w piuczce zawierajgcej kwasny siarczyn sodu, za$ dwutlenek wggls, po wczes-
niejszym usunigciu z powietrza dwutlenku siarki w wiezy wypeinionej pdinasyconym roztworem
nadmanganianu potasu, pochiania sig W roztworze alkalicznym, z ktérego jest nastgpnie wy-
trgcany wodorotlenkiem baru.

Przedstawiona powyzej metoda jest klopotliwa i pracochionna ze wzgledu na stosowanie
metod konwencjonalnych do przygotowania odpowiednich prébek sta&ych, umozliwiajacych iloé-

:clowy pomiar radioaktywnoséci radiowegla.

Znana jest takze enzymatyczna metoda utleniania kwasu mlekowego do kwasu pirogronowego
z pbézniejsza syntezag krystalicznej pochodnej -tego ketokwasu. Pozwala ona okreglicé sumarycze
na radioaktywnoéé wszystkich trzech wegli w kwasie mlekowym, lecz gubi nielabilny tryt lub
deuter znajdujgcy sig w wigzaniu Col-H i wymaga degradacji ketokwasu w celu wyznaczenia
procentowej zawartosci radiowegla w pozycjach C/i/' C/2/' i C/3/‘ Ponadto przygotowanie po=
chodnej krystalicznej kwasu pirogronowego i aldehydu octowego przydatnej do ilogéciowych
oznaczefl radicanalitycznych wymaga diuzszego czasu co jest duzg niedogodnos$ciag w przypadku
aracy z kwasem mlekowym znakowanym izotopenm 110 Znany jest tez sposéb oznaczania zawar-
todci kwasu mlekowego w prébkach bioleogicznych metoda dekarbonylac11 we wrzacym Kwasie

siarkowym wediug schematu:
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CH.,CH/OH/CO H -ﬁggg‘-‘------>cn CHO + CO + H,0
3 2" 150-170% 3 2 ,

Miara stezenia kwasu mlekowego jest dwutlenek weggla otrzymany z utleniania tlenku wegg-
la sproszkowanym J3,0. '

Istota sposobu wediug wynalazku polega na tym, ze sél kwasu mlekowego i/lub kwas mle~-
kowy miesza sig¢ z zawiesing wodng dwutlenku manganu, po czym wytwarzas sig préznig 1 wpro-
wadza do mieszaniny reakcyjdej‘kwas siarkowy -i/lub kwas ortofosfdroﬁy albo kwas mlekowy
miesza sig z kwasem siarkowym i/lub kwasem ortofosforowym, po czym wytwarza sig préznig i
utlenis kwas. mlekowy dwutlenkiem manganu i/lub nadmanganlanem potasu.

Reakcja utleniania przeblega wediug schematu:

CHSCHOHCOOH + MnOz/H2504 = CH30H0 + 602 ¥‘Mn804-+ 2 H20

Stechiometrie reakcji sprawdza sig stosujac kwas mlekowy znakowany izotopenm 1 C w gru-
pie karboksylowej oraz kwas mlekowy znakowany trytem w nielabilnych pozycjach:
14 "f‘coz + NSO, + 2 Hy

CHSCHOH COOH + MnOZ/HZS%z CH3CHO +

CH3CT0HCOOH + Mn02/H 80, = CH30T0 + CD 4 MnSO + 2 H20

- Reakcja utleniania kwasu mlekowego zachodzi szybciej od konkuru;acEJ reakc31 dekarbony=~

lacji: o
H so 1

cro* COOH __g_____> CH CHO +

CH 4co + Hy0

3

przebiegajacej ze znacznym'kinetycznym'efektem,izotopowym 140. Wytwarzane w réakcji utle~
niania miedzy innymi aldenyd octowy i dwutlenek wggla w postaci gazowe] samoczynnie 1 gwai-
townie opuszczaja srodowisko reakcji, po‘ézym poddaje sig je rozdzieleniu na drodze nisko-~
‘temperaturowe]j destylacii prézniowej znad chlorku cynku. Miara zewartosci kwasu mlekowego
w analizowanym materiale jest stuprocentows wydajnosc kohcowa dwutlenku wggla. Zrédiem kwa-
su mlekowego jest korzystnie serwatka odpadowa. Jako dwutlenek manganu stosuje sig korzyst-
nie piroluzyt i/lub odpadowy, koﬁcowy produkt powstajacy w czasie utlenianis potaczen orga-
niéznych lub nieorganicznych manganianem lub nadmanganianem potasu w $rodowisku zesadowym.
Korzystnie niskotemperaturowa destylacje prézniows znad chl2 prowadzi sig w tempera-
turze 170-240°K, w ktérej sublimuje zestalony dwutlenek wegla, po czym podnosi sig tempera-
turg do wysokosci 290-345%K i wydziela wolny aldshyd octowy. Korzystnie niskotemperaturcws
destylacjg prézniowa prowadzi sig pod cién;enxem nie przekraczajacym 0,1 kPa.
Przedstawiony sposéb umozliwis bardzo szybkie oznaczenie izotopdéw wggla w grupie karbo-=
ksylowej orez szyvkie oznaczenie izotopéw znajdujgcych sig w pozycjach alfa i bota kwasu
mlekowego co ma szczegdlnie istotne znaczenie, gdy czasteczki kwasu mlekowego sg znakowane
krétkozyciowym izotopem 110 o okresie pdizaniku T1/2 a 20,3 minut. Ponadto otrzymaé RoZna
w sposdb szybki i prosty maie porcje gazowego aldehydu octowego, znakowanego izotopami wo= -
doru lub izotopami wegla z wydajnos$cia 50-75%. Pozostale 25~50% aldehydu octowego stanowi
roztwér wodny sldehydu lub jego polaczenie chemiczne ewentualnie addukt, z ktérego mozna
wyd21elic aldehyd octowy.
Rozwigzanie wediug wynalazku przedstawione jest blizej w przykiadach wykonania.
Przykidae d I.W kolbie reakcyjnej ze szlifem o objgtoéci 250 cm3 sporzadza sig
zawilesing wadna “”02: redukujgc ilosciowo 0,381l9 g /2,4166 mmola/ KMnO4 18-na cm3 rozciefi=~
czonej wody utlenionej. Do zawiesiny dodaje sig¢ 0,14 g MnsO4.H20 oraz 2 cm3 2,162 molarne=
go roztworu wodnego /1-1 C/mieczanu sodu. Kolbe podiacza sig¢ do reaktorka poiaczonego z
ukiadem prézniowym. Po usunlgcxu powietrza mieszaning wodna, zawierajaca Mn02. mleczan
sodu i Mn 2, zadaje sig 100 cm” stgzonego kwasu siarkowego, w efekcie czego dwutlenek man=
ganu w catodci przereagowuje z kwasem mlekowym w ciggu 30 sekund. W czasie reakcji ulatnia
sig gaz, ktéry przepuszcza sig przez wymrazarke o temperaturze 190°K, a nastepnie zamraza
calkowicie w wymrazarce drugiej w temperaturze 90°K. Przeprowadzony pomiar ciénienia otrzy-
manego gazu w czeécl aparatury o znanej objetoéci i znanej temperaturze orsz pomiar jego
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radioaktywnosci wykazuja, 2e uzyskano 2,47 mmole substancii gazowe], ktérej aktywnodé wiag«
ciwe jest trzykrotnie wigksza od aktywnodci wiasciwej dwutlenku wegla otrzymanego ze spalew
nia catkowitego /1-14c/mleczanu sodu uzytego w reakcji. Pozostata porcjg zestalonego gazu
unieszcza sig w retorcie prézniowe) zswierajgcej 2 g znCl, i pozostawia na 12 godzin, w kté=
rym to czasie desorbuje sig 99,57% gazu. Wynika stagd, ze praktycznie caty aldehyd octowy
powstaly w reakcji zostal pochlonigty przaz steiony kwas silarkowy w toku szybkiej reakeji
utleniania i otrzymany gaz jest praktycznie czystym dwutlenkiem wegls pochodzacym 2 grupy
karboksylowej kwasu mlekowego. '

Przyktad II, Do kolby reakeyjnej ze ezlifem, w ktérej otrzymano w nadmisrze
stechionetrycznym Mno2 redukujac 00,5580 9/3,784 nhola/ KMno4 30=mna cma roz=
ciedezone] wody utlenionej, wprowadza sie 0,6 em™ 3,275 molarnego Foztworu wodrisge mleczas
nu sodu znakowanego trytem w nielabilnych pozycjech. Pqo wymieszaniu zawartodei kolby i wy=
tworzeniu préEni zadaje eie jej zewartodé 0,5 em H,80, 4 0,6 cms H4PO, rozeiedczonymi wo=
da w stosunku objptodeiowym 1:9. W wyniku resakeji wytwarza sig geaz, ktdry ulatnia eilg do
wymrezarki pierwszej schiodzone] do temperatury 190-230°K. 6 nastgpnie przeshodzi do wy=
mrazarki drugiej schiodzonsej do temperatury 80%k, w ktéraj ulegam zestaleniu. Z wymrazarki
tej oddestylowuje sie w temperaturze 190-240% do zbiornika o znanej vbjgtodci 3,3106 mmoli
misszaniny gazowej, ktdérg zemraza sle w retorele zawierajgce] Zn012. Nastgpnie rozmrazg sig
retorte do temperatury ppkojowej i przetrzymuje gaz nad chl2 w ciggu 1 godziny, po caym
catodé ponownie zamraze sig do temperatury 190%. W efekoie uzyskuje sie 1,849 mmoli €Oy
ktéry wprowadza sig do licznika Geigera=-Millera w celu oznaczenia jego aktywnodci. Aldehyd
octowy desorbuje sig z 70% wydajnodcip w ilodci 1,362 mmoli z solwatu w temparaturze 340%
do zbiornika gazowego, po czym mierzy si@ aktywno$é par nad ciekiym aldehydem.

Z pordwnania aktywnosci dwutlenku wegla zanieczyszczonego resztkami eldehydu radioaktyws
nego z aktywnoscia par nad zdesorbowanym ciekiym aldshyden wynika, ze dwutlensk wegla
odsublimowany w temperaturze 190-240% znad solwatu chl2 z aldenydem zawiera 0,44% alde~-
hydu octowego.

Aldehyd octowy zestalony w wymrazarce pierwszej wraz z parami wodnymi oraz aldehyd
czysty zdesorbowany znad Zn012 uzyto do syntezy 28%tego hydrazonu stosujac reagant na grupe
aldehydowg, sporzadzony przez rozpuszezenie 3,24 g 2,4-dwunitrofenylohydrazyny /O N/ CoHo
NHNHZ/ w mieszaninie zawierajacej 15 ml H2504. 20 ml H 0175 ml 96% EtOH. Aldehyd tryto-
wany jest odzyskzwany w postaci gazowej z wydajnoécia 70~5b- Aktywnodé wiadciwa sldehydu
. trytowanego otrzymanego z wysokoasktywnego kwasu mlekowego rozcierczonego nieaktywnym kwa-
sem mlekowym wynosi 2,74.104 Bg/mmol,
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