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Aldobiurénové kyseliny z polysacharidov gum zo stromev rodu
Prunus (I)
Metylaéna analyza

J. ROSIK, A. KARDOSOVA, J. KUBALA

Chemacky ustav Slovenskej akadénie vied,
Bratislava

Vykonala sa metylaénd analyza troch aldobiurénovych kyselin. Produkty
hydrolyzy sa identifikovali plynovou chromatografiou na dvoch zakotvenych
fazach, a to Carbowax 6000 a neopentylglykolsebakét.

Aldourénové kyseliny st hlavnym $tiepnym produktom parcidlnej hydrolyzy
polysacharidov rastlinnych gim. Niektoré z doteraz izolovanych aldobiuréno-
vych kyselin st uvedené v monografiach [1, 2]. Jednym zo sposobov stanovenia
konstitticie aldobiurénovych kyselin je identifikicia produktov hydrolyzy
tychto kyselin a produktov hydrolyzy ich permetylovanych derivatov. V nasej
prici sme sa zamerali na identifikdciu metylovanych aldobiurénovych kyselin,
ktoré sme izolovali z polysacharidov 6 rozliénych gim zo stromov rodu Prunus
{uvedenych v tab. 1):

Tabulka 1

Néavazky oligosacharidov na metyldciu a ich vytazky
po metyldcii v miligramoch

Oligosacharidy
A B c

névazok | vytazok | navaiok | vytazok | navazok | vytazok

Oligosacharid ziskany
z polysacharidu gumy

1. ¢ereSne 51,3 27,7 — — — —
(P. avium L. var.
Jjuliana 1.)

2. planej &eresne 50,4 34,7 — — 56,3 50,7
(P. avium L. subsp.
avium)

. slivky 51,6 26,7 51,7 49.5 61,0 54,5
(P. domestica L.
subsp. domestica)

)

1 4. broskyne 39,3 21,0 41,0 33,1 28,6 23,5
(P. persica (L.)
BATSCH) . )
5. vidne 50,0 27,8 34,0 26,2 35,0 24,5
| (P. cerasus L.) .
6. marhule 50,5 24,1 50,5 42,8 51,7 40,5

(P. armeniara L.)

O-(B-p-glukuronopyranozyl)-p-galaktoza;
0-(4-0-metyl-B-p-glukuronopyranozyl)-p-galaktéza;
-0O-(B-p-glukuronopyranozyl)-p-mandza.

A: 6
B: 6
ag: 2
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1. 6-O-(B-p-glukuronopyranozyl)-p-galaktéza (4);

2. 6-0-(4-O-metyl-f-p-glukuronopyranozyl)-n-galaktéza (B);

3. 2-0-(p-p-glukuronopyranozyl)-p-manéza (C).

V pracach [7, 8] sme uviedli §trukturdlne charakteristiky polysacharidov
gim broskyne a slivky a konstatovali sme, Ze obidva obsahuju pomerne znaéné
mnozstvd D-manézy, avSak oligosacharid C sme nezistili. Viésie mnoZstva.
aldobiurénovych kyselin na ucely metylatnej analyzy sme ziskali parcidlnou
hydrolyzou dalsich mnoZstiev uvedenych polysacharidov, priom sa nim
podarilo izolovat aj oligosacharid C.

D-Galaktéza a D-mandza si v tychto aldobiurénovych kyselinach viazané na.
kyselinu p-glukurénovi, resp. jej 4-O-metyléter f-glykozidickymi vézbami, o
vyplyva z hodnét ich optickych otaéavosti.

Obr. 1. Plynovy chromatogram standardov.
Rr 1,16 — metyl-2,3,4,6-tetra-O-metyl-D- 2 1
-galaktozid (I); Ry 3,45 a Rr 4,47 —
metyl-2,3,5-tri-O-metyl-p-galaktozid (2, 3); 3
zakotvend fdza Carbowax 6000 (3 9% na

Celite).

Metyla¢né analyza oligosacharidu 4 a oligosacharidu B vedie k zaujimavym
vysledkom. Produktmi hydrolyzy tychto iplne metylovanych oligosacharidov,
identifikovanymi chromatografiou na papieri, si kyselina 2,3,4-tri-O-metyl-D-
-glukurénova a 2,3,4-tri-O-metyl-p-galaktéza. Predpokladali sme, Ze plynova
chromatografia potvrdi tieto vysledky. Na zazname plynového chromatografu

Obr. 2. Plynovy chromatogram produktov metanolyzy metylovaného oligosacharidu 4.,
izolovaného z polysacharidu gumy visne.
a) Zakotvena faza Carbowax 6000 (3 9% na Celite): Rr 1,16 — pravdepodobne metyl-
-2,3,4,6-tetra-O-metyl-n-galaktozid (0); Rz 1,79 a Rr 2,32 — metylester-metylglykozid
kyseliny 2,3,4-tri-O-metyl-p-glukurénovej (1, 2); Rr 3,45 a Rr 4,47 — metyl-2,3,5-tri-O-
-metyl-p-galaktozid (3, 4); Br 5,84 — metyl-2,3,4-tri-O-metyl-p-galaktozid (5).
b) Zakotvend fdza neopentylglykolsebakat (10 9% na Celite): Rr 1,05 — pravdepodobne
metyl-2,3,4,6-tetra-O-metyl-p-galaktozid (0); Rr 1,53 a Rr 1,89 — metylester-metyl-
glykozid kyseliny 2,3,4-tri-O-metyl-p-glukurénovej (1, 2); Rr 2,32 a Rr 3,08 — metyl-
-2,3,5-tri-O-metyl-p-galaktozid (3, 4); Rr 3,55 — metyl-2,3,4-tri-O-metyl-p-galaktozid (§).
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sa v3ak objavili dalsie piky. Retenény ¢as dvoch pikov (Rr 3,45 a Rr 4,47)
bol totozny s retendnym &asom pouzitého Standardu metyl-2,3,5-tri-O-metyl-
-p-galaktozidu. Retenény déas tretieho piku (Rz 1,16) sa zhoduje s retenénym
dasom metyl-2,3,4,6-tetra-O-metyl-p-galaktozidu. Plynovy chromatogram je
na obr. 1. Stihlasné vysledky sa zistili pri pouziti dvoch rozliénych zakotvenych
faz, a to Carbowax 6000 a neopentylglykolsebakat.

Na obr. 2 a 3 st plynové chromatogramy produktov hydrolyzy tplne mety-
lovanych oligosacharidov 4 a B. '

Obr. 3. Plynovy chromatogram produktov metanolyzy metylovaného oligosacharidu B,
izolovaného z polysacharidu gumy broskyne.
a) Zakotvens faza Carbowax 6000 (3 9 na Celite): Rr 1,16 — pravdepodobne metyl-
-2,3,4,6-tetra-O-metyl-p-galaktozid (0); Rr 1,79 a Rr 2,32 — metylester-metylglykozid
kyseliny 2,3,4-tri-O-metyl-p-glukurénovej (I, 2); Rr 3,45 a Ry 4,47 — metyl-2,3,5-tri-O-
-metyl-p-galaktozid (3, 4); Rr 5,84 — metyl-2,3,4-tri-O-metyl-p-galaktozid (5).
b) Zakotvend fdza neopentylglykolsebakat (10 9, na Celite): Ry 1,06 — pravdepodobne
metyl-2,3,4,6-tetra-O-metyl-nD-galaktozid (0); Rr 1,53 a Rr 1,89 — metylester-metyl-
glykozid kyseliny 2,3,4-tri-O-metyl-p-glukurénovej (1, 2); Rr 2,31 a Rr 3,07 — metyl-
-2,3,5-tri-O-metyl-p-galaktozid (3, 4); Rr 3,54 — metyl-2,3,4-tri-O-metyl-p-galaktozid ().

Pritomnost metyl-2,3,5-tri-O-metyl-D-galaktozidu nevieme dostatotne vy-
svetlit.

K podobnym vysledkom dospeli aj G. O. Aspinall a R. M. Fairweather,
ktori obidva uvedené oligosacharidy ziskali z polysacharidu gumy Araucaria
bidwilli [9]. Pri pouziti butan-1,4-diolsukeinatu ako zakotvenej fazy a pri teplo-
te 175 °C identifikovali okrem metylester-metylglykozidu kyseliny 2,3,4-tri-O-
-metyl-D-glukurénovej a metyl-2,3,4-tri-O-metyl-p-galaktozidu aj metyl-2,3,5-
-tri-O-metyl-p-galaktozid, zatial &o pri pouziti polyfenyléteru [m-bis(m-fenoxy-
fenoxy)benzénu] a pri teplote 200 °C sa t4 istd latka neprejavila na plynovom
chromatograme. '
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Metylovany oligosacharid C poskytol po metanolyze metylester-metylglyko-
zid kyseliny 2,3,4-tri-O-metyl-D-glukurénovej a metyl-3,4,6-tri-O-metyl-p-
-manozid. Pri pouziti Carbowaxu 6000 ako zakotvenej fazy sa pik metyl-3,4,6-
-tri-O-metyl-D-manozidu prekryva s druhym pikom'metylester-metylglykozidu
kyseliny 2,3,4-tri-O-metyl-p-glukurénovej, kym pri pouziti neopentylglykol-
sebakatu ako zakotvenej fazy mozno obidve latky rozlisit. Na obr. 4 st plynové
chromatogramy produktov metanolyzy tiplne metylovaného oligosacharidu C.

2

b

Obr. 4. Plynovy chromatogram produktov metanolyzy metylovaného oligosacharidu C,
izolovaného z polysacharidu gumy slivky.
a) Zakotvens féza Carbowax 6000 (3 9, na Celite): Ry 1,79 — metylester-metylglykozid
kyseliny 2,3,4-tri-O-metyl-p-glukurénovej (I); Rr 2,32 — metylester-metylglykozid
kyseliny 2,3,4-tri-O-metyl-p-glukurénovej a metyl-3,4,6-tri-O-metyl-p-manozid (2; piky
sa prekryvaji).
b) Zakotvensd fdza neopentylglykolsebakdt (10 9 na Celite): Ry 1,53 a R» 1,89 — metyl-
ester-metylglykozid kyseliny 2,3,4-tri-O-metyl-p-glukurénovej (I, 3); Rr 1,68 — metyl-
-3,4,6-tri-O-metyl-D-manozid (2).

Experimentalna éast

Sposob izoldcie kyslych oligosacharidov opisujeme v pracach [3—8].

Chromatografiu na papieri sme robili v sustavich:

S,: etylacetdt —pyridin—voda 8:2 : 1,

S,: etylacetdt—kyselina octovd—voda 18 : 7 : 8§,

S,: n-butanol —etanol—voda 4 :1: 5,

S, : metyletylketén nasyteny vodou.

Oddelovanie sme uskutoénili na papieri Whatman 1. Na detekciu sme pouzivali
aniliniumhydroftaldt [10].

Plynovs chromatografia metylderivdtov metylglykozidov monosacharidov sa robila na
pristroji Pye-Argon. Ako zakotvend fdza sa pouzil Carbowax 6000 (3 9, na Celite) pri
164 °C a neopentylglykolsebakét (10 9, na Celite) pri 166 °C. Rozpustadlom analyzovanej
zmesi bol chloroform. ’

Metyldcia aldobiurénovijch kyselin

Vsetky vzorky aldobiurénovych kyselin sa osobitne metylovali obvyklou metédou
dimetylsulfétom a hydroxidom sodnym [11]. Parcidlne metylované produkty sa dalej
metylovali metyljodidom a kysliénikom striebornym [12]. Vysledné produkty nevykazo-
vali absorpciu OH v infradervenom spektre. Mnozstvd oligosacharidov pouzitych na
metyldciu a ich vytazky po metyldcii uvddzame v tab. 1. Cast vzoriek sa metanolyzovala
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12 hodin 5 9}, metanolickou kyselinou solnou a zmes metylderivitov metylglykozidov
po neutralizdcii uhliéitanom striebornym sa analyzovala plynovou chromatografiou.
Cast vzoriek sa hydrolyzovala 72 9, kyselinou sirovou [13] a v hydrolyzdte po neutralizécii
uhli¢itanom bérnatym sa chromatografiou na papieri za pouzitia Standardov identifikovali
metylderivaty sacharidov. Metylované oligosacharidy mali tieto hodnoty optickych
otdéavosti:

6-0-(2,3,4-tri-O-metyl-f-p-glukuronopyranozyl)-2,3,4-tri-O-metyl-p-galaktéza: [a]p =
= —17° (¢ 1 v chloroforme);

2-0-(2,3,4-tri-O-metyl-f-D-glukuronopyrunozyl)-3,4,6-tri-O-metyl-D-manéza: [a]p =
= —25° (¢ 1 v chloroforme);

6-0-(2,3,4-tri-O-metyl-f-p-glukuronopyranozyl)-2,3,4-tri-O-metyl-n-galaktoza: [a]p =
= —20° /¢ 1 v chloroforme) — pévodnd kyselina 4-O-metyl-p-glukurénovsé.

AJBbJOBNYPOHOBEIE KUCJOTLI, IIOJIVUEHHBIE 13 KAMEIU
IOJINCAXAPUIIOB OEPEBBEB POIOA Prunus (I)
METUJIAIMOHHBIT AHAJIN3

1. Pocuk, A. Kapgomosa, II. Ky6ana

Xumuuecknit uucruryr CroBankoil akajeMuu HayK,
Bparucnasa

Brin mpoBejieH MeTHIALMOHHHIL aHAJM3 Tpex aubfo0MypoHOBHIX KucIOT. IlomyueHusie
BELIECTBA 9TUX METHIMPOBAHHHX OJMrocaXapuAoB GEIM UAeHTUHHIUPOBAHHLIE C IOMOILbLIO
xpomarorpaduu Ha Gymare 1 rasoBoit xpomaTorpaduu Ha ABYX HEMOABIIKHHX fa3ax UMeHHO
Carbowax 6000 u HeomeHTHMArIMKONI cebamara. IlyTebeM rupgponnsa mepMeTHIMPOBAHHEIX
6-O-(B-D-TII0KYpOHONMPAHO3NI)-D-FAJAKTO3H ¥ 6-0-(4-O-MeTHI-B-D-TII0OKYPOHOIMPAHO-
311)-D-TATAKTO3H OHRIIM IIOMYyYeHH MeTHIIQUDPH: METHITIIOK03uf 2,3,4-Tpu-O-MeTUiI-D-
-TIIIOKYPOHOBOM KUCJIOTH, MeTHJI-2,3,5-Tpu-O-MeTHII-D-TATAKTO3US, MeTHI-2,3,4-Tpu-O-Me-
THJI-D-TAJIAaKTO3UJ M TaKKe BepOATHO MeTui-2,3,4,6-Terpa-O-Metua-p-ranakrosus. Ilpu
TULPONIN3e IOJIHOMETHINPOBAHHOH 2-O-(f-D-IiIOKYypOHOIMPAHO3UI)-D-MAHHOSH OBIIM II0-
JIy4YEHH: MeTHII(PUD METIIINIIOK03UN, 2,3 ,4-Tpu-O-MeTUII-D-TIIOKYPOHOBAA KUCIOTA M METHI-
-3,4,6-Tpu-O-MeTun-D-MaHO3uA. MerTni-3,4,6-Tpu-O-MeTHI-D-MaHO3UK COBIANae€T C BTOPHIM
NUKOM MeTHId(PUpPA METUIrIKO3NAa 2,3,4-Tpu-O-MeTUI-D-IIIOKYPOHOBOI KUCIOTH Ha
Carbowax 6000 a Ha HEONCHTUINIMKOJ cebalaTa d9TH JBa 3aMellleHHbIe paanmlaromﬂf

Prelozil M. Fedorotiko

ALDOBIURONIC ACIDS OF THE POLYSACCHARIDES OF
GUMS FROM THE TREES OF GENUS PRUNUS (I)
METHYLATION ANALYSIS

J. Rosik, A. KardoSovs, J. Kubala

Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences,
Bratislava

Methylation analysis of three aldobiuronic a-ids was carried out. The products obta ined
on hydrolysis of the methylated oligosaccharides were identified by paper and gas chro-
matography, respectively. Carbowax 6000 and neopentylglykol sebacate polyester were
used as the stationary phases. The hydrolysis of the fully methylated 6-0-(8-p-glucu rono-
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pyranosyl)-p-galactose and 6-0O-(4-O-methyl-f-D-glucuronopyranosyl)-p-galactose affor-
ded: methylester of methyl-2,3,4-tri-O-methyl-D-glucuronic acid, methyl-2,3,5-tri-O-
-methyl-p-galactoside, methyl-2,3,4-tri-O-methyl-D-galactoside and probably methyl-
-2,3,4,6-tetra-O-methyl-p-galactoside. The hydrolysis of the fully methylated 2-O-(8-p-
-glucuronopyranosyl)-p-mannose gave: methylester of methyl-2,3,4-tri-O-methyl-p-
-glucuronic acid and methyl-3,4,6-tri-O-methyl-D-mannoside. Methyl-3,4,6-tri-O-methyl-
-p-mannoside was overlapped by the second peak of methylester of methyl-2,3,4-tri-O-
-methyl-p-glucuronic acid on Carbowax 6000, however, on neopentylglykol sebacate
polyester these derivatives were distinguishable.

Prelozila A. KardoSovd
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