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STANOVENIE KYSELINY GALAKTURONOVEJ

V. ZITKO, J. ROSIK, J. VASATKO

CSAYV, Chemicky tstav Slovenskej akadémie vied v Bratislave

Na kolorimetrické stanovenie kyseliny galakturénovej, resp. prislu$ného
polysacharidu — pektinu — pouzivaji sa tri typy reakecii: reakcia s nafto-
rezorcinolom v prostredi kyseliny solnej, reakecia s karbazolom v prostredi
kyseliny sirovej a reakcia s niektorymi zldéeninami, obsahujicimi sulfhydry-
lové skupiny, takisto v prostredi kyseliny sirovej [1—2]. J. R. Helbert
a K. D. Brown opisuju reakeciu hexurénovych kyselin s antrénom [3].

Vsetky tieto reakcie vyzZaduji pripravu $pecidlnych a vdésinou mélo stalych
¢inidiel. Okrem toho nie sd Specifické a k farebnej reakeii dochddza i s niekto-
rymi pentézami a hexézami. M. Tkawa, C. Niemann [4], I. H. Bath [5]
opisali spektrofotometrické stanovenie cukrov na zaklade ultrafialovej ab-
sorpcie produktov, ktoré vznikajt z cukrov pri zahrievani v prostredi kyseliny
sirovej. Na tomto principe sme vypracovali spektrofotometricki metédu
analyzy zmesf arabanu, galaktanu a pektinu, ako aj prisluSnych monosacha-
ridov [6]. Pritom sa ukézalo, Ze pri zahrievani roztoku kyseliny galakturénovej
v koncentrovanej kyseline sirovej dochidza k tvorbe éerveného sfarbenia,
kym v pripade arabinézy a galaktézy sa toto sfarbenie netvori.

V predlozenej praci sme na zaklade uvedenej farebnej reakcie vypracovali
metédu kvantitativneho stanovenia kyseliny galakturénove;j.

Experimentalna éast

Kyselinu galakturénovi sme pripravili z D-galaktézy cez 1,2,3,4-diszopropylidén-
-D-galaktézu oxydédciou manganistanom draselnym [7, 8]. Podla udajov literatiry sa
ziska zmes «-D-galakturénovej kyseliny a f-D-galakturénovej kyseliny, ktord obsahuje
0,5 moélu krystalovej vody. Teoreticky tento prepardt teda obsahuje 86,7 9, anhydro-
galakturénovej kyseliny. Potenciometrickou titrdciou sme stanovili hodnotu 87,2 9.
Ultrafialové spektrum produktu ziskaného z pripravenej kyseliny galakturénovej za-
hriatim v koncentrovanej kyseline sirovej sa zhoduje s tdajmi [5, 6]. Dalej sa v préci
pouzili prepardty arabinézy a galaktézy o éistote pro analysi, vyrobky n. p. Lachema
a preparét kyseliny glukurénovej ,,C-grade‘‘, vyrobok firmy Dade Reagents, Miami USA.

Pri stanoveniach sa pouzivala kyselina sirovéd pro analysi, oznadend ako 96 %. Jej
koncentrécia sa kontrolovala ponornym refraktometrom Zeiss po desatndsobnom zriedeni.
V danom pripade presnéd koncentrécia bola 94,6 9, véh.

Absorpéné spektrum a zdvislosti extinkeie od koncentrécie kyseliny galakturénovej
sa stanovili spektrélnym fotometrom UVISPEC Hilger. Jedna séria merani sa uskutoc-
nila i Pulfrichovym fotometrom s filtrom S 53.

Pracovny postup bol rovnaky ako v préei [6]. Dobu zahrievania sme volili 5 minut
v suhlase s pracami [5, 6]; s rastdcou dobou zahrievania (sledovali sa rézne doby zahrie-
vania az do 20 mint) extinkeia nepatrne klesd. Vyslednd koncentrdcia kyseliny sirovej
sa menila pipetovanim 1 ml vodného roztoku kyseliny galakturénovej do rézneho mnoz-



Stanovenie kyseliny galakturénovej 8901

stva kyseliny sirovej. Koncentrdcia kyseliny galakturénovej je poéitand na kyselinu
anhydrogalakturénovd a vyjadruje sa v mg/ml vodného roztoku.

Vysledky a diskusia

Pri zahrievani roztoku kyseliny galakturénovej v koncentrovanej kyseline
sirovej vznikd ¢ervené sfarbenie s maximom absorpcie pri 510 mu. Za tychto
podmienok nedava nijakd farebnd reakciu arabinéza, v pripade galaktdézy
vzniks velmi slabé z1té sfarbenie s maximom absorpcie pri 460 mu (diagram 1).

Zavislost extinkcie od vyslednej koncentricie kyseliny sirovej znizoriiuje
diagram 2. Sfarbenie o maximalnej extinkeii sa tvori pri vyslednej koncentrécii
kyseliny sirovej 85,3 %, vah. (1 ml roztoku kyseliny galakturénovej + 5 ml
kyseliny sirovej o koncentracii 94,6 9, vah.).

Ako naznaduje diagram 2, tvar kalibraénej krivky pre kyselinu galakturé-
novi bude zivisiet od vyslednej koncentracie kyseliny sirovej. Kalibraéné
krivky pre tri rozliéné vysledné koncentracie kyseliny sirovej si zndzornené
na diagrame 3. V intervale koncentracii kyseliny galakturénovej 0,1—0,8 mg/ml
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Diagram 1. Absorpéné spektrum produktov Diagram 2. Zavislost intenzity sfarbenia
vznikajucich pri zahrievani roztokov kyse- od vyslednej koncentrécie kyseliny sirovej.
liny galakturénovej a galaktézy v koncen- na useCke: hore vysledna koncentracia

trovanej kyseline sirovej. kyseliny sirovej, vaéh. 9,
na uUse¢ke:  vinovia dlzka v mp dolu ml kyseliny sirovej
na poradnici: k. 10* extinkény koeficient .zmieSané s 1 ml vodného

pocitany na 0,1 mg/ml latky roztoku kyseliny galaktu-
KG — kyselina galakturénové rénovej
G — galaktéza na poradnici: modul extinkecie pri vinovej

dlzke 510 my
Koncentriciakyseliny galakturénovej 0,262
mg/ml (ako kyselina anhydrogalakturé-
nova)
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plati Lambert —Beerov zakon iba pri vyslednej koncentracii kyseliny sirovej
90 %. Pri nizsich koncentracidch kyseliny sirovej extinkecia v zdvislosti od
koncentracie kyseliny galakturénovej vzrasta viac nez linearne.

Napriek tomu, Ze ani arabinéza ani galaktéza neddvaji pri zahrievani
v prostredi kyseliny sirovej dervené sfarbenie, v ich pritomnosti vzrasta
intenzita sfarbenia vytvaraného kyselinou galakturénovou. Na diagrame 4
je znazornené relativne zvySenie extinkcie v zavislosti od mnozstva arabinézy,
resp. galaktézy. Z tychto udajov vyplyva, Ze arabinéza nerusi stanovenie kyseli-
ny galakturénovej, ak mnozstvo arabindzy v zmesi s kyselinou galakturénovou
neprekro¢i 30 %, resp. mnozstvo galaktézy 10 9%,.

Zo ziskanych vysledkov je zrejmé, Ze Gervené sfarbenie, ktoré sa tvori pri
zahrievani roztokov kyseliny galakturénovej v koncentrovanej kyseline sirovej .
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Diagram 3. Zavislost extinkeie od koncen-
tracie kyseliny galakturénovej.

na tsedke:  koncentracia kyseliny an-
hydrogalakturénovej v 0,1
mg/ml

na poradnici: modul extinkecie

Krivka 4 — vyslednd koncentricia kyse-

liny sirovej 85 9, véh., krivka B — 88 9

véh., krivka C — 90 9, véh., krivka 4" —

85 9, véh. Extinkcie merané Pulfrichovym

fotometrom s filtrom S 53.

Diagram 4. Relativne zvySenie extinkcie
za pritomnosti arabinézy a galaktoézy.
na usecke: % galaktézy, resp. arabinézy
vo vzorke

na poradnici: E/E, — pomer extinkciezme-
si k extinkeii éistej kyseliny
galakturénovej (0,262mg/ml)
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mozno vyuzit na kvantitativne stanovenie kyseliny galakturénovej, a to aj
v zmesi s arabinézou a galaktézou, ak sa zloZenie zmesi pohybuje v uvedenych
hraniciach. PretoZe intenzita sfarbenia znaéne zavisi od koncentracie kyseliny
sirovej, treba tuto presne stanovit a kontrolovat. Reakecia je vyhodna pri
analyzach pektinovych preparatov, v ktorych mnozstvo arabanu a galaktanu
neprevysujé stanovené hranice, ¢o mozno dosiahnut izolaciou pektinu zraza-
nim solami tazkych kovov [9, 10]. Reakciu mozno pouzit i pri stanoveni kon-
centracie roztokov pektinovych latok s vyssim obsahom arabanu a galaktanu,,
v tomto pripade vSak treba pre dany preparat stanovit kalibraént krivku.
Vyhodou vypracovanej metédy oproti inym metédam stanovenia kyseliny
galakturénovej je pouzivanie koncentrovanej kyseliny sirovej bez dalSich
Specialnych ¢inidiel. Okrem toho sa pracuje vo viditelnej oblasti, takZe mozno
pouzit bezné fotokolorimetre (napriklad Pulfrichov fotokolorimeter).
Podobne ako kyselina galakturénova reaguje i kyselina glukurénova. Ab-
sorpéné maximum v tomto pripade lezi pri 497 mu a Lambert— Beerov zakon
pri vyslednej koncentracii kyseliny sirovej 85,3 %, vah. plati v intervale
koncentracii 0,1—1 mg/ml. Mozno predpokladat, Ze ide o vSeobecnd reakciu
hexurénovych kyselin. Pretoze v pektinovych preparatoch a v polysacharidoch
ovocnych §tiav sa z hexurénovych kyselin vyskytuje len kyselina galakturd-
nova, je v tomto pripade opisana reakcia jej Specifickym doékazom.
Mechanizmus uvedenej reakcie bude predmetom dalsieho $tddia.

) Dalf:uy'eme firme Dade Reagents Miami Florida, USA za poskytnutie kyseliny gluku-
ronove;j.

Sdhrn

Opisuje sa nova metéda kvantitativneho stanovenia kyseliny galakturéno-
vej, zaloZend na merani éerveného sfarbenia s maximom absorpcie pri 510 mu,
ktoré vzniké pri zahrievani roztoku kyseliny galakturénovej v koncentrovane;]
kyseline sirovej. Podobne reaguje i kyselina glukurénova, v pripade arabinézy
a galaktézy dervené sfarbenie nevznika. Kyselinu galakturénovid moZno
stanovit i v zmesi s arabinézou a galaktézou, ak ich mnoZstvo neprekrodi pri
arabinéze 30 9,, pri galaktéze 10 %, mnozZstva kyseliny galakturénove;j.

OIIPENEJEHNE TAJTAKTYPOHOBOU KUCJIOTKI

B. 3UTKO, W. POCUK, II. BAIIATKO
UYCAH, Xumuveckuii muctaTyT CroBamkoil arameMun Hayk B Dpatuciase

BrrBojin

OnucniBacTcss HOBBIA METON KOJIMYECTBEHHOTO ONpENeTIeHMsI TaJIAKTYPOHOBOM RIHCIOTH,
OCHOBAHHLII HA H3MCDEGHMM KPACHOH OKPacKH ¢ MaKCHMymMoM abcopbdmuu mpa 510 mu,
KOTOpas MOJIy4YacTcs TpII HarpeBaHMM PacTBOPA TaJaRTyPOHOBOH KHMCJIOTH B KOHIGHTPH-
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pOBaHHOI cepRO# KHCcyoTe. [logo0Ho pearnpyeT IIIIOKYPOHOBast KACIOTA, B Cirydae apabHHO3H
¥ rajlaKTo3hl KPACHOW OKPACKH He MONydaeTcA. I'alaKTypOHOBYIO KHCJIOTY MOMKHO Ompe-
JeJIATE A B cMecH ¢ apabuHO30i M ramaKTo30M, eciiM HX KOJIHIeCTBO He IpeBHIMaeT y apabu-
nosut 30 %, y ranaxrossl 10 9, KoimuecTBa TaJIaKTYpPOHOBOI KHCIOTHI.

Hocrymuto B penaknmio 23. 5. 1961 r.

BESTIMMUNG DER GALAKTURONSAURE

V. ZITKO, J. ROSIK, J. VASATKO

GSAYV, Chemisches Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften
in Bratislava

Zusammenfassung

Die Autoren beschreiben eine neue Methode der quantitativen Bestimmung der
Galakturonsédure, die auf der Messung der roten Farbung mit einem Absorptionsmaximum
bei 510 mp begriindet ist. Diese Farbung entsteht beim Erhitzen der Losung der Galaktu-
ronsdure in konzentrierter Schwefelsdure. Ahnlich reagiert auch die Glukuronséure,
im Falle der Arabinose und Galaktose entsteht keine derartige rote Farbung. Galak-
turonsidure kann man auch im Gemisch mit Arabinose und Galaktose bestimmen, wenn
deren Menge bei Arabinose nicht 30 9}, und bei Galaktose nicht 10 9, der Menge der

Galakturonsdure iiberschreitet.
In die Redaktion eingelangt den 23. 5. 1961
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