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Oddelovanie aldobiurénovych kyselin na vymiefaéi aniénov
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Bratislava

Zmes aldobiurénovych a urénovych kyselin mozno rozdelit na silne bézic-
kom vymieniaéi aniénov Dowex 1 v acetdtovej forme gradientovou eliciou
kyseliny octovej.

V literatire sa opisuji viaceré modifikicie na oddelenie urénovych a niekto-
rych aldobiurénovych kyselin na vymiefiadoch aniénov. J. X. Khym a D. G.
Doherty oddelili kyselinu glukurénova od kyseliny galakturénovej eliciou
kyselinou octovou [1]. A. Hallén na takito separaciu pouzival ako eluéné
¢inidlo zmes tetraboritanu a kyslého uhli¢itanu sodného [2]. R. Derungs
a H. Deuel oddelili oligogalakturénové kyseliny gradientovou eliciou kyse-
linou mravéou [3]. Niektoré urénové kyseliny oddelili aj B. Larsen a A.
Haug eltciou kyselinou octovou [4]. D. Dziewiatkowski separoval hexu-
rénové kyseliny za podobnych podmienok eliciou roztokom octanu sodného
[5]. O. Samuelson a L. O. Wallenius rozdelili zmes aldénovych a aldobié-
novych kyselin [6]. O. Samuelson a L. Wictorin eluovali v mikromeradle
0,02 M octanom sodnym aldobiurénové kyseliny: 2-0-(4-O-metyl-a-p-glukuro-
nopyranozyl)-p-xylézu, 6-O-(f-p-glukuronopyranozyl)-p-galaktézu a 2-O-(«-
-D-glukuronopyranozyl)-p-xylézu. Elaciou 0,08 M octanom sodnym ziskali
kyseliny urénové v poradi: 4-O-metyl-pD-glukurénovi, bp-galakturénovi
a D-manurénovu [7].

V naSej préci sme sa zamerali na oddelenie tychto latok: 6-O-(4-O-metyl-
--p-glukuronopyranozyl)-p-galaktézy, 2-O-(f-p-glukuronopyranozyl)mandzy,
kyseliny 4-O-metyl-p-glukurénovej, kyseliny p-glukurénovej, 6-O-(4-p-glukuro-
nopyranozyl)-p-galaktézy, 4-O-(«-D-galakturonopyranozyl)-n-galaktézy, kyse-
liny 4-O-(x-p-galakturonopyranozyl)-p-galakturénovej a kyseliny p-galaktu-
rénovej. S problémom preparativneho oddelovania tychto latok sme sa stretli
pri Strukturdlnom vyskume gumy marhule (Prunus armeniaca L.) [8], ako aj
pri §trukturdlnom vyskume kyseliny pektinovej z planych jablk (Malus sil-
vestris MILL.) [9].

Experimentilna ¢ast

Chemikdlie

Na oddelovanie sa pouzil silne bézicky vymieniaé¢ aniénov Dowex 1X8, 100/200 mesh,
ktory sa aktivoval 3 9%-nym NaOH a premyl sa vodou. Nasledovalo premyvanie 2 M ky-
selinou octovou a nakoniec vodou do neutrilnej reakcie. Takto pripravenym vymietiadom
aniénov sa naplnila kolénka o rozmeroch 17 X 1030 mm.
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6-0-(4-0O-Metyl-f-p-glukuronopyranozyl)-n-galaktéza, Reaia = 0,87, [a]p = + 2,8° (Ba
sol, ¢ = 2,04 vo vode); 2-O-(f-p-glukuronopyranozylymanéza, Rgas = 0,68, [a]p =
= —27,4° (Basol, ¢ = 2,04 vo vode); 6-O-(f-p-glukuronopyranozyl)-p-galakiéza, Rgaia =
= 0,47, [a]p = —6,0° (Ba sol, ¢ = 1,43 vo vode); kyselina 4-O-metyl-p-glukurénova
a kyselina p-glukurénové sa pripravili v laboratérnych podmienkach a z bérnatych soli
sa uvolnili perkoldciou cez Zerolit 225 v H+ forme [8]. 4-O-(a-p-Galakturonopyranozyl)-
-D-galaktéza, Rgaia = 0,50, [a]p = +136° (¢ = 1,04 vo vode); kyselina 4-O-(x-D-galaktu-
ronopyranozyl)-n-galakturénovd, Rgas = 0,43, [alp = +144° (c = 1,64 vo vode)
a kyselina p-galakturénové sa takisto pripravili v laboratérnych podmienkach [9].

Pracovny postup

Na kolénku s Dowexom 1 sme vniesli 10 ml vodného roztoku 168 mg 6-0-(4-O-metyl-
-f-p-glukuronopyranozyl)-n-galaktézy, 42mg 2-O-(f-p-glukuronopyranozyl)manézy,
52 mg kyseliny 4-O-metyl-p-glukurénovej a 32 mg kyseliny p-glukurénovej, resp. 10 ml
vodného roztoku 120 mg 4-O-(a-D-galakturonopyranozyl)-p-galaktézy, 50 mg kyseliny
4-0-(x-D-galakturonopyranozyl)-np-galakturénovej a 35 mg kyseliny p-galakturénovej.
Frakcie po 10 ml sme zachytévali na automatickom zberagi frakeii, ktory pracoval nepre-
trzite pri teplote miestnosti ca 22 °C. Prietokové rychlost bola 0,3 ml/min. Ako elué¢né
¢inidlo sluzila kyselina octové v rozmedzi koncentrécii 0,05—0,4 M. Mnozstvo pouzitého
eluéného ¢inidla vidiet na obr. 1.

Frakcie sa kvalitativne analyzovali reakciou s fenolom a kyselinou sirovou [10].
Absorbancia sa merala na Langovom fotokolorimetri VI pri 530 mp v 1 em kyvetdch.

Spojené frakeie (I, II, IFI na obr. 1) sme analyzovali chromatografiou na papieri
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Obr. 1. Frakciondcia aldobiuré-
J novych a urénovych kyselin.
J — n = podet frakeii; A = absorban-

700 ' e . cia; I, II, III = frakcie.
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zostupnou metédou v sdistave octan étylnaty —kyselina octovd —voda v pomere 18 7 8
na papieri Whatman 1. Na detekciu sme pouzili kysly ftaldt anilinu [11]. Ako Standard
slazila kyselina p-galakturénové, na ktord sa vztahuja vsetky Rr hodnoty.

Disociaéné konstanty aldobiurénovych kyselin s jednou karboxylovou skupinou
vyjadrené v pK (tab. 1) stt hodnoty pH pri poloviénej ekvivalentovej spotrebe hydroxidu
sodného. Potenciometricks titrdcia sa vykonala na pristroji Titrator TTT le pri koncentré-
cii aldobiurénovych kyselin 0,004— 0,005 eckv. —COOH]/I pri teplote miestnosti ca 22 °C.
Na indikdeciu sa pouZila sklend elektréda. Disociadné konstanty kyseliny p-glukurénovej
a kyseliny p-galakturénovej st hodnoty udavané v literatire [12, 13]. Pre ncdostatok
materidlu sme nestanovili disocia¢né konsStanty kyseliny 4-O-metyl-p-glukurénove;j
a kyseliny 4-O-(«x-p-galakturonopyranozyl)-p-galakturénovej.

Vysledky a diskusia

Oddelovanim aldobiurénovych kyselin od urénovych kyselin na vymienadéi
aniénov sa zistilo, ze najskor sa eluuju aldobiurénové kyseliny a az potom
nasleduje elticia urénovych kyselin [7]. Tento poznatok sa potvrdil aj v nasom
pripade. Vysledky oddelovania st na obr. 1. Za poufZitia kyseliny octovej
o koncentracii 0,05 m a 0,1 M nedochadzalo k eltcii. Kyselinou octovou o kon-
centracii 0,2 M sa ziskala frakecia (I) a chromatograficky sa identifikovala-ako
6-0-(4-O-metyl-g-p-glukuronopyranozyl)-p-galaktéza. Kyselinou octovou o
koncentracii 0,4 M sa eluovala dalsia frakcia (/) a chromatograficky sa iden-
tifikovala ako 2-O-(8-p-glukuronopyranozyl)mandza. Kyselinou octovou o tej
istej koncentracii sa eluovala frakcia (/1) a chromatograficky sa identifiko-
vala zmes kyseliny 4-O-metyl-p-glukurénovej a kyseliny p-glukurénove;j.

Pri koncentracii 0,2 m kyseliny octovej sa eluuje aj 6-O-(8-D-glukuronopy-
ranozyl)-n-galaktéza. Na eltciu 4-O-(«-D-galakturonopyranozyl)-n-galaktézy
a kyseliny D-galakturénovej je potrebnd 0,4 m kyselina octova. Kyselina
4-O-(a-D-galakturonopyranozyl)-p-galakturénova (kyselina digalakturénova)
sa eluuje 4 M kyselinou octovou. Aj v tomto pripade kyselina p-galakturénova
sa eluuje za kyselinou aldobiurénovou.

Podla doterajsich nasich skiusenosti je nepravdepodobné, Ze pri Struktursl-
nom vyskume polysacharidov sa v hydrolyzate vyskytni vsetky tu uvedené
latky. Kombindciou opisanej metédy a chromatografie na papieri mozno vSak
i toto oddelenie kompletne uskutoénit v preparativnom meradle. Dvojice
aldobiurénovych kyselin, eluované kyselinou octovou o rovnakych koncen-
traciach [6-O-(4-O-metyl-$-D-glukuronopyranozyl)-n-galaktéza a 6-O-(8-p-glu-
kuronopyranozyl)-p-galaktéza eluované 0,2 M kyselinou octovou; 2-O-(8-p-glu-
kuronopyranozyl)mandza a 4-O-(o-D-galakturonopyranozyl)-p-galaktéza eluo-
vané 0,4 M kyselinou octovou], mozno dalej oddelit chromatografiou na papieri,
kedZe ich hodnoty Rp st znaéne rozdielne.

Opisand metdéda je v podstate vytestiovacou eliciou a kedze hodnoty pK
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Tabulka 1
Hodnoty disocia¢nych konstént
Elucia
Kyselina pK CH,COOH
M
6-0-(4-O-metyl-f-p-glukuronopyranozyl)-p-galaktoza 3,36 0,2
6-0-(fB-p-glukuronopyranozyl)-p-galaktoza 3,42 0,2
2-0-(f-p-glukuronopyranozyl)manéza 3,58 0,4
4-0-(«-p-galakturonopyranozyl)-n-galaktoza 3,58 0,4
p-galakturénova [12] 3,42 0,4
D-glukurénova [13] 3,33 0,4

st velmi blizke (tab. 1), separiciu zrejme urdujd adsorpéné sily, dané konsti-
ticiou molekuly a vzajomnou polohou funkénych skupin.

Pokial ndm je zndme, hodnoty pK aldobiurénovych kyselin sa doteraz
nestanovili.

Nami navrhovani metédu oddelovania aldobiurénovych kyselin mozno
podla nasich skiisenosti aplikovat aj na dalsie pripady, napriklad na oddelenie
aldotriurénovych a aldotetraurénovych kyselin [8]. Metéda mé vyhody v tom,
Ze sa uskutodnuje kontinuitne v jednom stupni na automatickom zberaéi
frakeii. Pritom je mozné oddelit pomerne velké mnozstva uvedenych sacha-
ridov.

PA3JEJEHUE AJBAOBMYPOHOBLIX KHUCJIOT HA AHNOHUTE

M. Pocuk, B. 3utko, 1. Ky6ama

Xumuyeckuii nacruryr CiaoBauKoii akageMuu HayK,
Bparucnasa

Onncano pasfesicHIle albT00NYPOHOBEIX H YPOHOBBIX KUCJOT C MOMOLIBIO CHJIBIO LIEJI0Y-
Horo aummonnta Dowex 1X8 B ameraTHoii (opMe rpagHeHTOM YKCycHoil Kuciorel. IIpn
KoHIeHTpauuu 0,2 M YKCYCHOil KHCIOTH 6BlIa aaonpoBanua 6-0-(4-0-MeTii-f-D-III0Kypo-
HONMPAHO3II)-D-rajlakTos3a, 0,4 M yKcycHoit Kuciaoroit 2-O-(f-D-TIIoKypOoHOMIIPAHO3M)-
MaHHO3a U CMeCh KHCJOT: 4-O-MeTHJI-D-TJIIOKYPOHOBAaA I D-TilOKypoHoBad. Ilpm KoumeH-
Tpauuy 0,2 M YKCYCHON KHCJIOTHL dJI0OMpYeTcA Tak#e 6-0(f-D-TiIoKypoHONUPAHO31I)-D-Ta-
JIaKT03a, MOKA YTO 4-O-MeTILI (o-D-raaKTyPOHOMIIPAHO3MI)-D-rajakTo3a aaonpyercsa 0,4 M
YKCYCHOI KHCIIOTOHi & TaKke D-TaJaKTypOHOBAaA KHCIOTA. 4-O-(x-D-rajakTypOHOIMPAHO-
3IJ1)-D-TAIAKTYPOHOBAA KHUCJIOTA dJIIOUPYeETCes 4 M yKcycHolt kucioroit. Ilapsr aasmo6uypo-
HOBBIX KHCJIOT, BJIIONPOBaHHBIE OJIHAKOBBIMU KOHIEHTPAUMAMU YKCYCHOIl KHICIOTHI MOM-
HO Jauibllle pas3feanTs Xxpomarorpadueit Ha 6ymare. OTUM CIIOCO60M MOMKHO B IIPENapaTHBHOM
MacuTabe pasgennTh G0JIBIIOE KOJIIMYECTBO BELIECTB, YeM MeTO[aMy ONUCAHHBIMM B JIMTEpa-
type. Onpefenminch 3HAYeHMA KOHCTAHT AUCCOLMALMM IPUBEJEHHBIX aJb00MYpPOHOBHIX
KYCIIOT.

PreloZil M. Fedorofiko
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TRENNUNG DER ALDOBIURONSAUREN AM ANIONENAUSTAUSCHER

J. Rosik, V. Zitko, J. Kubala

Chemisches Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften,
Bratislava

In der vorliegenden Arbeit wird die Trennung der Aldobiuronséuren und Uronséuren
beschrieben, u. zw. an dem stark basischen Anionenaustauscher Dowex 1X8 (in Acetat-
form) und mittels der Essigsdure-Gradientelution. Mit 0,2 M-Essigsdure wurden
6-0-(4-O-Methyl-f-p-glucuronopyranosyl)-p-galactose, und mit 0,4 m-Essigsiure 2-O-
-(f-p-Glucuronopyranosyl)-mannose und ein Gemisch von 4-O-Methyl-p-glucuronséure
und D-Glucuronsédure eluiert. Bei der Essigsdurekonzentration von 0,2 M wird auch
6-0-(B-p-Glucuronopyranosyl)-n-galactose eluiert, wihrend 4-O-(«-D-Galacturonopyrano-
syl)-p-galactose sowie auch bD-Galacturonsdure mit 0,4 M-Essigsdure eluiert werden.
4-0-(a-p-Galacturonopyranosyl)-p-galacturonsidure wird mit 4 m-Essigsdure eluert. Eine
weitere Trennung der mit gleichkonzentrierten Essigsédurelésungen eluierten Aldobiuron-
sdurenpaare ist mit Hilfe der Papierchromatographie méglich. Dieses Arbeitsverfahren
ermoglicht eine priaparative Trennung von groBeren, als in der Literatur bisher bekann-
ten Stoffmengen. Die Werte der Dissoziationskonstanten angefithrter Aldobiuronséduren
wurden ermittelt.

Prelozil M. Liska
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