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Spektrofotometrické stanovenie acetylskupin
v O-acetylderivatoch sacharidov

V. BILIK, 5. KUCAR

Oddelenie chémie monosacharidov a oligosacharidov
Chemického ustavu Slovenskej akadémie vied,
Bratislava

Metéda stanovenia acetylskupin je zaloZend na reakcii hydroxylaminu
s O-acetylderivitmi sacharidov, priéom mnozstvo vzniknutej kyseliny
acethydroxdmovej sa vo forme farebného zelezitého komplexu stanovuje
spektrofotometricky. Metéda je jednoduchd, presnd a na stanovenie je
potrebné mnozstvo sacharidu s obsahom 1—3 mg acetylskupiny.

Na stanovenie acetylskupin v O,N-acetylderivitoch sacharidov sa najéastejsie
pouziva Kuhnova—Rothova metdda [1], pri ktorej kyslou hydrolyzou vzniknuta
kyselina octovd sa z reakéného prostredia oddestiluje vodnou parou a v destilate
sa stanovi acidimetrickou titraciou. H. H. Stroh a spolupracovnici [2, 3] stanovuja
O-acetylskupiny po hydrolyze, ktori uskuto¢nuju kyselinou, resp. alkoholickym
Iihom zndmej normality a potom zvySené mnozstvo kyseliny, resp. zniZzené mnozstvo
Iihu stanovuju titrdciou. Vo velmi zriedenych hydrolyzaénych roztokoch sa pre-
ferovane hydrolyzuje vdzba O-acetyl [2, 3], na hydrolyzu vidzby N-acetyl sa vyzaduja
zvySené koncentracie kyseliny, ako aj dlhsi ¢as [1].

Na kvalitativne uréenie [4], stanovenie [5—14] a identifikdciu chromatografiou
na papieri [15—17] esterov karboxylovych kyselin, lakténov, acylhalogenidov
a acylanhydridov sa vyuZiva jednoduché prevedenie uvedenych typov zlicenin
na hydroxdmové kyseliny, ktoré so Zelezitymi solami poskytuji farebny komplex.
Absorbancia Zelezitého komplexu hydroxdmovych kyselin sa sledovala v zivislosti
od pH roztoku [6, 10, 14] a od vplyvu substituentov monokarboxylovych a dikarbo-
xylovych kyselin [11, 12]. E. Bayer a K. H. Reuther [8] rozliSuju tri typy Zele-
zito-benzohydroxamovych komplexov, ktoré sa navzajom liia sfarbenim a konstita-
ciou, pricom poukazuju na moznost pouzitia hydroxdmovej metédy aj na stanovenie
acetylderivatov sacharidov. S. Hestrin [6] v8ak zistil, Ze pentaacetylglukéza
v porovnani s acetylchloridom poskytuje pre acetylskupinu o 10 9, vaé$iu absorban-
ciu. E. A.McComb a R. M. McCready [9] stanovovali acetylskupiny v polysacha-
ridoch a ako Standardnd latku na zostrojenie kalibraénej krivky pouzili penta-
-O-acetyl-f-p-glukézu.

V predlozenej praci sme sa zapodievali stanovenim acetylskupin v O-acetylderi-
vatoch monosacharidov a disacharidov hydroxdmovou metédou.

Experimentalna ¢ast

Spektrofotometrické merania sme robili na spektrofotometri Hilger H 700307 pri
500 nm. Absorpént krivku v rozmedzi 390—650 nm sme zmerali na spektrofotometri
model ORD/UV-5 fy Jasco.
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Poutité roztoky

Alkalicky roztok hydroxylaminu sa pripravi denne ¢erstvy zmieSanim 7,0 9%, vodného
roztoku NH,OH . HCl a 2,5 N-NaOH v pomere 1 1 (v/v).

1 M vodny roztok kyseliny trichléroctovej.

Kysly roztok FeCl, — 20,0 g FeCl; . 6H,O sa rozpusti vo vode a po pridani 2,5 ml
koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej sa doplni na objem 500 ml.

Metéda stanovenia sa overovala na acetylderivétoch sacharidov (tab. 1), pripravenych
podla literatiiry a charakterizovanych bodom topenia a Specifickou otdéavostou.

Tabulka 1

Stanovenie acetylskupin v O-acetylderivédtoch sacharidov

% CHZCO
Zluc¢enina, vypodi- . A Choilba
tand zistene (9
I penta-O-acetyl-L-arabit [18] (str. 212) 59,40 59,77 0,62
II | hexa-O-acetyl-D-manit [18] (str. 212) 59,45 59,71 0,43
III | hexa-O-acetyl-dulecit [18] (str. 212) 59,45 59,71 0,43
IV tetra-O-acetyl-g-p-xylopyrandza [18] (str. 212) 54,10 54,51 0,76
14 penta-O-acetyl-8-p-glukopyrandza [18] (str. 212) 55,14 55,59 0,81
VI penta-O-acetyl-a-p-galaktopyranéza [18] (str. 213) 55,14 54,28 1,56
VII 1,6-anhydro-tri-O-acetyl-f-p-glukopyranéza [18]
(str. 396) 4495 45,43 1,06
VIIT metyl-tetra-O-acetyl--p-glukopyranozid [18]
(str. 212) 47,53 47,15 0,80
IX metyl-tetra-O-acetyl-«-p-galaktopyranozid [18]
(str. 212) 47,53 48,13 1,26
X fenyl-tetra-O-acetyl-f-p-glukopyranozid [18]
(str. 398) 40,57 40,56 0,03
XI fenyl-tetra-O-acetyl-f-p-galaktopyranozid [18]
(str. 398) 40,57 40,99 1,03
XII metyl-tri-O-acetyl-6-trityl-o-D-glukopyranozid [19]| 22,95 22,97 0,08
XIIT tetra-O-acetyl-6-tozyl-8-p-glukopyranéza [20] 34,26 34,63 1,06
XI1v okta-O-acetyl-sachardza [18] (str. 212) 50,75 51,16 0,80
XV okta-O-acetyl-trehaléza [18] (str. 212) 50,75 50,84 0,17
XV okta-O-acetyl-f-maltoza [18] (str. 212) 50,75 51,29 1,06
XVII okta-O-acetyl-p-laktéza [18] (str. 212) 50,75 50,23 0,98
XVIII N-acetyl-p-glukozamin [21] 19,46 0

Metéda stanovenia

Do 50 ml odmernej banky sa pridd zvdZené mnozstvo acetylovaného sacharidu alebo
jeho mstanolicky roztok (s obsahom 1—3 mg CH,CO) a metanol, aby thrnny objem
bol 10 ml. Dalej sa pridaji 4 ml alkalického roztoku hydroxylaminu (zmes sa dobre
premieSa) a po 10 minatach sa pridd 10 ml 1 M roztoku kyseliny trichléroctovej, 10 ml
kyslého roztoku FeCl,, zmes sa doplni vodou na objem 45 —48 ml a nechd sa st4t 30 mintt.
Potom sa roztok doplni vodou na objem 50 m! a v priebehu 30 mintt sa meria na spektro-
fotometri pri 500 nm v 1 em kyvetdch oproti roztoku zo slepého pokusu.
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Kalibraénd krivka

Do 100 ml odmernej banky sa navédzi 101,0 mg metyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-n-gluko-
zidu, ktory sa rozpusti v metanole a doplni sa metanolom na objem 100 ml. Z roztoku
(1 ml = 0,48 mg CH,CO) sa do 50 ml odmernych baniek odpipetuje 0,5; 1,0; 2,0; 3,0;
4,0; 5,0; 6,0; 7,0 ml a v kazdom pripade sa celkovy objem upravi pridanim metanolu
na 10 ml; v dalSom sa postupuje, ako sa uvddza v metdde stanovenia. Z nameranych
hodnét (tab. 2) absorbancie (4) vyplyva pre stanovenie mg CH,CO (C) vztah

C = 2,555 4 + 0,024,

Rozptyl bodov okolo regresnej priamky (Szy) méd hodnotu 6,62 . 10-3.

Tabulka 3

Casovd zavislost prevedenia esteru

Tabulka 2 na kyselinu hydroxdmovu

Hodnoty kalibraénej krivky

. C?s Absorbanci
mg CH,CO { Absorbancia | min.
! I
0,24 0,079 [
0,48 0,177 ‘ i g,ggg
0,96 0,373 q g
1,44 0,550 | . it
1,92 0,755 | * o
2,40 0,930 7) 0,712
2,88 ' 1,116 l 7T
3,36 1,302 10 0,773
1

Vysledky a diskusia

Pri stanoveni acetylskupin v O-acetylderivatoch sacharidov reakciou hydroxyl-
aminu v alkalickom prostredi vznikd kyselina acethydroxdamova a vychodiskovy
sacharid. Pouzité alkalické prostredie v priebehu 10 minut pri teplote miestnosti
neovplyviiuje vysledok stanovenia. Pri sledovani vzniku kyseliny acethydroxdémovej
v zdvislosti od ¢asu v pripade metyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o.-D-glukozidu sa zistilo,
ze reakcia je ukonéend za 5 az 7 mindt (tab. 3). Na vytvorenie kyslého prostredia
sa ukdzal vhodnym pridavok 10 ml 1 M kyseliny trichléroctovej a po pridani 10 ml
roztoku chloridu Zelezitého sa dosahuje hodnota pH roztoku 1,15 4 0,05. Vicsie
mnozstvé kyseliny trichléroctovej vyznamnejsie neovplyviuji hodnotu absorbancie
ferihydroxdmového komplexu, zatial ¢o mens$ie mnozstvd tejto kyseliny zvySuji
hodnotu pH a tym znizuji absorbanciu. V niektorych pricach sa odporica hodnota
pH roztoku 1,2 + 0,2 [6], 1,7 4 0,2 [10] a 1,8—2,0 [14]. V rozmedzi 390—650 nm
vykazuje absorpénd krivka maximum pri 495—505 nm.

Pravdepodobnd chyba stanovenia 3,0 mg acetylskupin je + 0,61 9% a maximalna
nihodnd chyba je 4= 2,07 %. Pri uréeni mensich mnozstiev acetylskupin sa chyby
zvicéduju a vysledky namerané na Pulfrichovom fotokolorimetri (filter S 50) dosahuju
az trojnasobné hodnoty chyb. Pri analyzovanych O-acetylderivatoch sacharidov
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(tab. 1) stanoveny obsah acetylskupin je priemerom dvoch stanoveni a absolitne
chyby stanovenia (pri ndvazkoch 2—3 mg acetylskupiny) nepresahuji hodnoty
pravdepodobnej chyby (4 1,21—0,61 %) s vynimkou penta-0-acetyl-a-D-galakto-
pyranézy a metyl-tetra-O-acetyl-a-D-galaktopyranozidu.

Vypracovand metéda stanovenia acetylskupin v O-acetylderivatoch sacharidov
je dostatoéne citlivd, jednoduché a vysledky st dobre reprodukovatelné. N-Acetyl-
skupiny (tab. 1, zlGéenina X VIII) sa tymto spésobom nestanovia.

CIHIEKTPO®OTOMETPIYECHOE OIPENEJEHUE AHETUJIBHBIX TPYIIIL
B O-AIETHMJITIPON3BOAHBIX CAXAPHMIOB

B. Buank, II. Kyuap

OTHen XMMHI MOHOCAXapUAOB U OJUrocaxapupaoB XMMHUECKOT0 HHCTUTYTA
CroBalKoOil aKafieMy HAYK,
Bparucaasa

Merop, onpefieneHuA aUeTUIBHBIX IPYIN OCHOBAH HAa PeaKlUMu THApPOKcuIaMuHa ¢ O-ane-
THIINPOM3BOAHEIMM CAaXaPUA0B, TNpPHUYeM KOJIMYECTBO IOIYYMBIIEiCA AaleTIUPOKCAMOBOM
KHCJIOTH ONpeNeseTCA CHeKTPOQOTOMETPUYECKHM B BHUJEe OKDAIIEHHOTO KOMILIEKCA TpexX-
BAJIEHTHOTO eje3a. MeTod sABIAETCA NMPOCTHM, JOCTATOYHO YYBCTBUTENBHBEIM U JIJIA OIpe-
meneHHss TpebyeTcs KONMYECTBO CaXapupaa, cofepskamiero 1—3 wme aumeruarpynnsl. Ilpu
ompefielleHUN 3 w2 ALETUIBLHOI IPYNIH BepoATHAdA omunbxa ompefeneHus 0,6 &, min e
MaKCHMaJIbHAA CIyvailHaa ommbka 2,1 9.

Ilepeseaa T. Juanurzeposa

SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF ACETYL GROUPS
IN O-ACETYL DERIVATIVES OF SACCHARIDES

V. Bilik, 8. Kugéar

Department of Chemistry of Monosaccharides and Oligosaccharides,
Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences,
Bratislava

The method of determination of acetyl groups is based upon the reaction of hydro-
xylamine with O-acetyl derivatives of saccharides and the spectrophotometric estimation
of the coloured iron(III) complex of acetylhydroxamic acid thus formed. This method
is quite simple, sufficiently sensitive and the amount of saccharide needed for this deter-
mination corresponds to 1—3 mg of acetyl group. When determining 3 mg of the acetyl
group, the probable error is 0.6 9, eventually the maximum random error 2.1 %,.

Translated by Z. Voticky
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