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U jednom od svojih ranijih radova!) dokazao sam eksperi-
mentaino, da se na karboksilne grupe oksiceluloze mogu adi-
cijom vezati aromatski diamini. Nakon diazotacije preostale slo-
bodne aminogrupe i pripajanja dobivenog diazospoja na B-naftol
odnosno druge razvijace dobivaju se karakteristi¢na obojenja.
Na osnovi tih eksperimentalnih Cinjenica izradena je kvalita-
tivna reakcija za dokazivanje oksiceluloze pod imenom diamin-
ske reakcije. Pomoéu te reakcije mozZe se pouzdano razlikovati
oksiceluloza od hidroceluloze i nativne celuloze.

Istu diaminsku reakciju mogao sam uspje$no primijeniti za
dokazivanje i raspoznavanje oksidiranih skrobova?) kao i oksi-
dacijom modificiranog inulina i lihenina, Diaminskom se reakci-
jom moze dokazati, dakle, ne samo oksiceluloza nego i drugi
oksidacijom karboksilirani polisaharidi za razliku od istih spo-
jeva u nativhom stanju,

U daljnjem preciziranju kvalitativne reakcije izradena je
metoda, kojom se kvantitativno odreduje koli¢ina vezanog
diamina odnosno benzidina tako, da se na taj natin moZe oci-
jeniti i stepen oksidacije, Dobiveni rezultati izraZavaju se ben-
zidinskim brojem?), koji oznadava miligrame benzidina §to ih
veze oksidacijom modificirani polisaharid, Benzidinski broj pro-
porcionalan je koli¢ini karboksilnih grupa u oksidiranim polisa-
haridima. » -

U ovom radu poku$ao sam da proSirim aplikaciju diaminske
reakcije na dokazivanje onih prirodnih makromolekularnih spo-
jeva, koji sadrZavaju karboksilne grupe vie¢ u nativnom stanju.
Prve takve identifikacije izveo sam na pektinima, voskovima
i smolama,

Eksperimentalno sam mogao zaista utvrditi da pektini daju
izrazito pozitivnu diaminsku reakciju, dok svi makromolekularni
spojevi, kao 3to je celuloza, $krob, inulin, lihenin i dr., koji dolaze
u biljnom materijalu, a ne sadrzavaju karboksilnih grupa u na-
tivnom stanju, ne pokazuju diaminsku reakciju,

Ta &injenica je od velikog prakti¢kog znagenja, jer se moze
pretpostaviti, da ée se diaminska reakcija moéi aplicirati i kao
mikrokemijska reakcija za dokazivanje i raspoznavanje pektina
kod histoloskog proucavanja razvoja biljnih organa. To je od
naro¢ite vaznosti i zbog toga, $to do danas ne poznamo neki
drugi specifi¢ni reagens.za pektine.
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Peelinji, karnauba i drugi voskovi kao i smole, koje sadr-
Zavaju makar i male koli¢ine slohodnih visckomolekularnih
karbonskih kiselina, adiraju takoder diamine posredovanjem
svojih karboksilnih grupa. Nakon odgovarajuée obrade po-
javljuje se kod tih voskova i smola karakteristi¢no cbojenje za
razliku od parafina i drugih neutralnih neosapunjivih materija,
koje ako se obrade na isti nadin ostaju potpuno bezbojne, Dia-
minska reakcija moZe prema tome da posluZi za kvalitativno
dokazivanje svih voskova, vostanih materija i smola, koje uz
ostale sastojine sadrzavaju i slobodnih karbenskih kiselina.
Obzirom na do sada izvrSene eksperimentalne radove moze se
pretpostaviti, da ée se diaminska reakcija moéi primjenjivati i
za naucno istraZivalatke biolotke radove. Medu ostalim sma-
tramo, da je moguce tu reakciju primjeniti u prilagodenom obliku
za dokazivanje i identifikaciju svih onih mikroorganizama
(bakterija), koji na svom tijelu nose vostane prevlake odnosno
takve makromolekularne spojeve, koji sadrZavaju u nativnom
stanju otvorene karboksilne grupe. ‘

EKSPERIMENTALNI DIO

Specifi¢nost diaminske reakcije za pektinske materije mo-
gao sam dokazati na osnovi izvr§enib pokusnih bojenja. koja su
izvrSena usporedno i uz iste uslove na celulozi, skrobu, inuliny,
liheninu i agaru (pektinu), i to sa safraninom, metilenskim pla-
vilom, i rutenijskim crvenilom. Za bojenje su upotrebljene vo-
dene otopine tih boja u razrjederju 1 : 5.000. Diaminska reakcija
je izvedena sa m/1000 vodenom otopinom benzidina, U tako
priredene otopine boja i reagensa stavljena je celuloza, skrob,
inulin, lihenin i agar. Pojedini uzorci tih makromolekularnih
spojeva ostavljeni su u otopinama 20 minuta kod obi¢ne tempe-
rature, Nakon toga su obojeni uzorci isprani hladnom vodom, a
uzorci- koji su bili u benzidinskoj otopini, obradeni su dalje
diazotacijom i razvijeni dodatkom 8-naftola,

Postignuti rezultati obojenja prikazani su u slijedeéoj tablici:

Iz podataka u tablici 1 vidimo, da rutenijsko crvenilo kao
i baziéne boje safranin i metilensko plavile boje jace ili slabije
celulozu, 8krob, inulin, lihenin kao i pektinske tvari u agaru.
Primjenem diaminske reakcije spomenuti polisaharidi u nativ-
nom stanju ne pokazuju obojenje. Pektinske materije, koje po-
sredovanjem svojih karboksilnih grupa vezu benzidin, oboje se
primjencm diaminske reakcije. )

Za izvodenje diaminske reakcije na voskovima i smolama
upotrebio sam alkoholnu odnosno alkoholno-eternu otopinu
benzidina, U svrhu usporedbe izvdsio sam diaminsku reakciju
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Tablica 1

Rezultat bojenja sa:
Diaminskom
L Metilenskim | Rutenijskim | reakeijom:
Safraninom plavilom crvenilom
Celuloza + + 4 .
Skrob + + + .
' Inulin + - -+ + —
Lihenin + + - —_—
Agar + + o ++
T a b lica 2
Vs ko Smole Neosapunjive
materije:
parafin

péelinji 'karnauba damar| sandarak| mastix

Diaminska + +

reakcija T + + -

jednako i na parafinu. Postignuti rezultati obojenja prikazani
su u tablici 2.

ZAKLJUCAK

Ovim je radom dokazano, da se diaminska reakcija moze
upotrebiti u nesto prilagodenom obliku za dokazivanje makro-
molekularnih spojeva, Sto sadrzavaju slobodne karboksilne
grupe u nativnom stanju, kao $to su na pr.: pektinske tvari, vo-
skovi i smole. Te materije moguée je diferencirati diaminskom
reakcijom od drugih makromolekularnih neutralnih spojeva.

Obzirom na veé izvrSene pripremne radove utvrdeno je, da
ée se diaminska reakcija mo¢i upotrebiti u prilagodenom obliku
i kao mikrokemijska reakcija za dokazivanje pektinskih tvari
pri histoloskim istraZivanjima staniénih membrana, te nadalje
pri proudavanju sastava i determinaciji lipoidnih ovojnica kod
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nekih mikroorganizama (kao na pr. kod acidorezistentnih bakte-
rija). Metodika mikrokemijske diaminske reakcije bit ¢e objav-
ljena neposredno u vezi sa rjeSavanjem konkretnih histoloskih
i mikrobiolodkih problema.
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ABSTRACT

The application of the diamino reaction for the determination of some
macromolecular substances, which contain carboxyl groups

by
Mladen Krajéinovié

The diamino reaction in a modified form is applied for the deter-
mination of pectins, resins and wax, which contain in their native state
frec carboxyle grcups. Those determinaticns might be of some use in
hystological and microbiological determinations.
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