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HMccnenoBanns no npuMeHeHu:o B3Becu docdopHOKMCTON Meau s
KOJMYECTBEHHOro omnpeneieHusa d-rioko3zamMuHa

Studies on the Application of Copper Phosphate Suspension for
Quantitative Determination of d-Glicosamine

Ledderhose przeprowadzil hydrolize kwasng chityny i po raz pierwszy
w roku 1876 otrzymal chlorowodorek glikozaminy wg Popowicza (4). Glikoz-
amina, podobnie jak i inne aminocukry, wchodzi w sklad rodinych substancji
o waznych funkcjach biologicznych jak np. heparyna, kwas hyaluronowy, muko-
polisacharydy, hormony gonadotropowe, woski mykobakterii, jak rowniez w sklad
pewnych antygenéw bakteryjnych. Rownolegle do badan nad metabolizmem
glikozaminy rozwijaly sie metody ilosciowego oznaczania tego zwigzku. Mandel
i Neuberg (2) zastosowali do tego celu barwng reakcje, jaka daje glikozamina
z orcyng i HCl po uprzednim zadzialaniu na nig podchlorynem sodu. Hurtley
i Wootton wykorzystali do oznaczen iloSciowych glikozaminy alloksan dajacy
purpurowe zabarwienie. Glikozamine oznacza sie rowniez w postaci alfa-naftyloure-
tanu d-glikozaminy otrzymanego przez zadanie chlorowodorkiem alfa-naftylo-
izocjanianu w rozcienczonym NaOH (1).

W badaniach naszych przeprowadzono obserwacje nad mozliwosciami zasto-
sowania zawiesiny fosforanu miedziowego wg Pope-Stevensa do ilodciowego
oznaczania d-glikozaminy.

BADANIA WLASNE

Badanie zdolnosci kompleksotwoérczej d-glikoz
aminy z jonami miedziowymi

Do badan uzyto wzorcowego roztworu chlorowodorku glikozaminy
zawierajacego 2 mg d-glikozaminy w 1 ml roztworu. Pierwszym zagad-
nieniem bylo stwierdzenie czy chlorowodorek d-glikozaminy posiada
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zdolnos¢ do kompleksowania z jonami miedziowymi, pochodzacymi
z zawiesiny fosforanu miedziowego wg Pope-Stevensa (3), w $ro-
dowisku stabo kwasnym przy pH 5—6, obojetnym i zasadowym przy
pH 8,5—9,5.

Chlorowodorek d-glikozaminy posiada w roztworze wodnym odczyn
stabo kwasny o pH 5,3, bezposrednio wiec bez dodatkowego zakwaszania
mozna bylo do badanych prob o zawartosei 1—10 ml wazorca dodac
30 ml zawiesiny fosforanu miedziowego i dopeli¢ woda destylowana
do 50 ml. Dalsze proby, zawierajaoe taka samg ilo§¢ wzorca zcbojetniano
0,01 n NaOH do pH 7, lub alkalizowano do pH 9—89,5, a nastepnie
kompleksowano w ten sam spos6b jak podano wyzej. Jednoczesnie
wykonano réwniez ,,8lepa” probe. Analizy wykonywano w cylinderkach
miarowych na 100 ml. Kompleksowanie przeprowadzano w ciggu 10 minut,
wytrzasajac proby z zawiesing fosforanu miedziowego przez 2—3 minuty,
nastepnie sgczono je.

Przesacze posiadaly zabarwienie niebieskie z widocznym uintensyw-
nianiem sie¢ barwy wzorca w miare wzrostu stezenia d-glikozaminy
uzytej do analizy, Przesgcz ,S$lepej” proby byl bezbarwny. Zabarwienie
przesgczu nasuwalo przypuszezenie o kompleksowaniu miedzi przez
d-glikozaming oraz o tworzeniu sie rozpuszczalnego kompleksu ¢ barwie
niebieskiej. To przypuszczenie potwierdzono, rozbijajac kompleks lodo-
watym kwasem octowym, co uwidacznialo sig odbarwieniem przesgczu.
Wydzielona miedz oznaczano ilo§ciowo, metoda jodometryczng. Wyniki
zestawiono w tabeli 1.

Tab. 1. Oznaczanie jodometryczne skompleksowanej miedzi przez d-glikozamine
w $rodowisku zasadowym i obojetnym
Iodometric determination of copper bound in a complex by d-glicosamine
in alkaline and neutral media

Ilo$¢ ml $ci$le 0,01 n Na,S,0; zuzyta na zmiareczkowanie

. . wydzielonego przez jony miedziowe wolnego jodu
Glikozamina
Lo. | uzyt'; Iigéngvle;i%vg?- Tlo§é mg %;“536&;;? Tlo$é mg

o analiz - -

y wisku zasado- skomple}:so wisku obojet- skomple%‘:so

w mg wym ml 0,0l n| Wanego jonu |nym ml 0,01 n| Wanego jonu

Na,S,0; miedziowego Na,S,0; miedziowego
1 3,330 0,95 0,6022 1,0 0,6357
2 6,660 1,5 0,9535 2,0 1,2714
3 9,990 2,8 1,7800 2,8 1,7800
4 1,332 3,2 2,0342 3,8 2,5150
5 1,665 4,6 2,9212 3,8 , 2,56150
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Zaobserwowano, ze kompleks miedzi z d-glikozaming jest nietrwaty
i po pewnym czasie ulega rozbiciu, co uwidacznialo sie odbarwianiem
kompleksu, metnieniem roztworu, ktéry przybieral przy tym barwe
zielona, charakterysatyczng dla jonow miedzi jednowartosciowej. Po
pewnym czasie roztwoér z koloru zgnilozielonego przechodzil w rdzawo-
ceglasty i nastepnie osiadal na dnie naczynia tlenek miedziawy. Reakcje
te znacznie przyspieszalo ogrzanie przesgczu zawierajgcego kompleks na
lazni wodnej oraz srodowisko zasadowe. Przez ogrzanie osigga sie row-
niez szybszg koagulacje i opadanie osadu Cuy0.
Tab. 3. Ekstynkcje uzyskane w fotometrze Pulfricha przy
zastosowaniu filtra dla niebieskich kompleksow jonéw
miedziowych z d-glikozaming w §rodowisku zasadowym
Extinctions obtained in Pulfrich’s photometer with filter

for blue complexes of copric ions with d-glicosamine in
alkaline medium

Glikozamina uZyta do | Ekstynkcja przesgczu

Lo | komploksowania |Zavwieraiacess micbicsk

W mg z jonami miedziowymi
1 0,05
2 0,09
3 12 0,16
4 16 0,19
5 20 0,22

Szybkos¢ rozkladu kompleksu jest zalezna od stezenia skompleksowa-
nej d-glikozaminy. Im wigksze jest stezenie skompleksowanej d-glikoza-
miny, tym szybciej rozklada sie kompleks.

Poczynione obserwacje wykorzystano do opracowania iloSciowe]
metody oznaczania d-glikozaminy. Reakcja kompleksowania jonéw mie-
dziowych z d-glikozaming w wyzej podanych warunkach zachodzi
ilosciowo.

OPIS METODY

Do miarowych 100 ml! cylinderkéw ze szlifami pobierano 1, 2, 3, 4 i 5 ml
2%/ wzorca. Pobrang ilo§¢ wzorca rozcienczano woda destylowang do 10 ml i alka-
lizowano 3—5 kroplami 1 n NaOH, osiggajac pH roztworu 8,7—9.0 Nastepnie doda-
wano 30 ml zawiesiny fosforanu miedziowego, przygotowanego wg Pope-
Stevensa i dopelniano do 50 ml woda destylowang. Po wytrzgsnieciu analizy
i piecio-minutowym odstaniu sgczono do 100 ml erlenmajerek. Jednoczesnie w ten
spos6éb przeprowadzono ,S$lepa” proébe.

Do przesgczu przechodzil rozpuszczalny kompleks d-glikozaminy, co uwidacz-
nialo sie zabarwieniem niebieskim, poglebiajgcym sie wraz ze wzrostem stezenia
wzorca. Przesacez ,Slepej” proby byl bezbarwny. Caly zebrany do kolbki przesgcz
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ogrzewano przez 30 minut na wrzacej lazni wodnej. Podezas ogrzewania w pierw-
szym stacium przesacze metnialy i przybieraly zabarwienie zielonkawe przecho-
dzace w rdzawoceglaste od wytragcajacego sig tlenku miedziawego. Nastepnie kolbki
pozostawiano na przecigg 30 minut celem opadnigcia osadu Cu,0. Optycznie mozna

Tab. 4. Ekstynkcje uzyskane dla siarczanu amoniakalno-

miedziowego uzyskanego przy oznaczaniu d-glikozaminy

wg opracowanej metody
Extinctions for ammonia cupric sulphate obtained during
determination of d-glicosamine by the authors’ method

. . Ekstynkcje kompleksow

Glikozamina uzyskanych w metodzie

Lp. uzyta do analizy Krzeczkowskiej—
w mg Iskierko oznaczenia

d-glikozaminy

1 0,065
2 0,165
3 12 2,250
4 16 0,325
5 20 0,400

bylo dostrzec roznice w ilosci wytrgconego tlenku miedziawego wraz z postepuja-
cym wzrostem d-glikozaminy uzytej do analizy. Osad ten odwirowywano i roz-
puszezano w 5 ml 50% H,SO,. Dodawano przy tym krople 30% H,O, celem utle~-
nienia miedzi z jedno do dwuwartosciowej. Polepszalo to réwniez rozpuszczalnosé

Cu,0. Uzyskany bezbarwny roztwor zadawano 25 ml stezonej zasady amonowej.
b
au1

a3y

Q21

T T T
12 16 20 mg

Ryc. 1.

>4
-

Pod wplywem dodanej zasady roztwér przybieral ciemnoniebieskie zabarwienie od
wytworzonego kompleksu amonizkalnego siarczanu miedzi to jest od siarczanu
tetra lub heksa amoniakomiedziowego. Kompleks ten rozciericzano wodg destylowang
do 50 ml i oznaczano ekstynkcje w fotometrze Pulfricha, stosujac zoity filtr S 47.
Otrzymane wyniki zestawiono w tabeli 4.

Prostolinijng zalezno$é ekstynkcji od stezenia d-glikozaminy ilustruje réwniei
zalgczona ryc. 1.
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OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI.

W przedstawionej pracy wykazano zdolnos¢ do kompleksowania
d-glikozaminy w $rodowisku stabo kwasnym, obojetnym i zasadowym
Z jonami miedziowymi pochadzacymi z zawiesiny Cuy(POy),. Do komplek-
sowania d-glikozaminy zaréwno utlenionej, jak i nieutlenionej uzyto
zawiesiny fosforanu miedziowego wg Pope-Stevensa stosowanego
do ilosciowego oznaczania. azotu alfa aminowego aminokwasoéw. Z ozna-
czen jodometrycznych skompleksowanego jonu miedziowego wynika, ze
na jeden zwiazany gramo-jon miedziowy przypadaja dwie gramoczgstecz-
ki d-glikozaminy. Teoretycznie obliczono, ze 3,33 mg d-glikozaminy po-
winno wigzaé 0,5913 mg gramo-jonu miedziowego a wg oOznaczen jodo-
metrycznych uzyskano wynik 0,6022 mg miedzi. Prawdopodobnie wigza-
nie miedzi zachodzi semipolarnie poprzez wolny bok elektronowy azotu
grupy aminowej glikozaminy i jonowo poprzez tlen grupy karboksylo-
wej przy weglu szostym d-glikozaminy pochodzacej z utlenienia d-gli-
kozaminy. Wytworzony kompleks nie utlenionej d-glikozaminy jest
nietrwaly i skompleksowana miedz wchodzi w reakcje z grupg
aldehydowg d-glikozaminy. Jon miedziowy redukowany jest do jonu
miedziawego, przy czym grupa aldehydowa utlenia sie do grupy karbo-
ksylowej, czego potwierdzeniem jest odbarwienie sie niebieskiego
kompleksu i tworzenie zielonkawego osadu, charakterystycznego dla
zwigzkéw miedzi jednowartosciowej. W nastepnym stadium tworzy sie
ceglasty osad tlenku miedziawego. Szybkos¢ rozpadu kompleksu i re-
dukecja zwigzanego jonu miedziowego jest proporcjonalna do stezenia
skompleksowanej d-glikozaminy.

Nietrwalos¢ wytworzonege kompleksu nie pozwala na jodometryczne
oznaczenie d-glikozaminy metoda posrednig na podstawie ilosci zwigzanej
miedzi, oznaczonej jodometrycznie. Uniemozliwia to zachodzgca reakcja
oksyredox miedzy zwigzanym joneru a grupg aldehydows d-glikozaminy.
Zredukowana miedz do jednowartosciowej nie moze by¢ juz oznaczona
jodometrycznie, stgd przy oznaczeniach jodometrycznych byly obnizone
wyniki. D-glikczamina z jonami miedziowymi kompleksuje ilosciowo,
$wiadczy o tym fakt wzrostu ekstynkeji wytworzonego kompleksu wraz
ze wzrostem d-glikozaminy uzytej do analizy. Potwierdza to rdéwniez
opracowana metoda oparta na redukcji zwigzanego przez d-glikoza-
mine jonu miedziowegc do tlenku miedziawego.

Rozpuszczony w kwasie siarkowym tlenek miedziawy po utlenieniu
perhydrolem do jonu miedziowego i przeprowadzeniu w amoniakalny
kompleks wykazywat prostolinijng zalezno§é wzrostu ekstynkcji od steze-
nia uzytej do analizy d-glikozaminy.



Studies on the application of copper phosphate suspension 297

PISMIENNICTWO

1. Balstein T. Handbuch der Organischen Chemie. 31. 169—170. Berlin, 1938.

2. Mandel W.: IloSciowe oznaczenie d-glikozaminy. Biochem. Z. 71, 218—219, 1316,

3. Pope C, G, Stevens M. P.: Oznaczanie azotu aminowego metoda miedzio-~
wa. Biochem. J, 33, 1070—1075, 1939.

4, Popowicz J.: Aminocukry. Postepy Biochem. 6, 287—299, 1960.

PE3IOME

B mHacrosmeir pabGore aBTOpaMyM IIOKa3aHa CIOCOOHOCTL d-TJIIOKO-
30aMMHa K 00pa30BaHMIO KOMIIJIEKCHOIO COEAMHEHMs C MOHAMM Meaw,
uMeroLIuMuca Bo B3Becu doccopHOoRMeaoit Menu 1o Pope-Stevens'y. Ha
OfWH TPaMM-MOH Meay IPUXOAATCA JABE TPaMM-MOJIEKYJIbI CBA3aHHOIO
d-rmoxkozoamyuua. OOpa3oBaHHOE KOMILIEKCHOE COEQMHEHME HEeIIPOYHO
u mnopeepraerca pacrnafy. CBA3aHHBINL B KOMILIEKCHOM COEQVMHEHMM MOH
Meay BCTYIaeT BO BTOPMYHYIO PEAKIMIO C aJbAEerMAHON rpynmnoit d-rio-
Ko3oamMyuHa. Temeph HACTYIaeT BOCCTAHOBJIEHME MEAHOI'O0 MOHA [0 Mery-
CTOTO, 0 4YE€M CBUIAETEJBLCTBYET M3MEHEHMEe CHUHEeH OKPacKM KOMILIEKCHOTO
COENMHEHUA B 3eJICHYIO.

ITapasnensHO ¢ yBesgMYEeHMeM  KOHIEHTparwmy  d-TJII0OKO30aMMHA,
B3ATOrO AJIS aHAJIM3a, CTAHOBUTCA 6oJlee MHTEHCUBHOM CHMHSAS OKpacKa
00pa30BaHHOIO KOMILIEKCHOTO COeIMHeHUs Meau. IToT HarT NpoABJIA-
€TCA B NPOHOPLMOHANBLHOM YBEJIMYEHMM SKCTUHKUMM HAPARY C POCTOM
KOHUeHTpauun d-TIIOK030aMuHA.

Apropamu paspafoTaH KOCBEHHBII METOJ KOJMYECTBEHHOro OIpe-
AeJIAHMA d-TJII0OKO30aMyHa, OCHOBAaHHBIA Ha KOJOPUMETPUYIECKOM Ompefe-
JeHUM Meny, CBA3AHHOM KOJMYECTBEHHO B KOMILJIEKCHOM COe€MHEHUM
¢ d-riroKo30aMIHOM.

SUMMARY

The authors demonstrated the ability of d-glicosamine to form
complexes with copper ions deriving from copper phosphate suspension
according to Pope-Stevens. One gram-ion of copper needs two gram-
particles of bound d-glicosamine. The complex thus formed is labile and
undergoes decomposition. The cupric ion bound in the complex combines
in a secondary reaction with the aldehyde group of d-glicosamine. The
cupric ion is then reduced to the cuprous ion, which is evidenced by
a change of the colour of the complex, passing from blue to green.
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Along with the increase of the concentration of d-glicosamine used
for analysis, the blue colour of the copper complex becomes more
intense. This fact is evidenced by an increase of the extinction, propor-
tional to the increase of the concentration of d-glicosamine,

The authors developed an indirect method of quantitative determina-
tion of d-glicosamine, based on colorimetric determination of copper
quantitatively bound in a complex by d-glicosamine.
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