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U jednom od svo!jih ranijih radova1) dokazao sam ek,spe.ri­
mentalno, da se na karboksilne grupe oksiceluloze mogu adi­
d )um vezati aromatski diamini. Nakon diawta.cije preostale slo­
bodne aminogrupe 'i p·r'Jpajalllja dobivenog diawsipoja na ~-nafto•l 
odnosno druge razvijače dobivaju .s1e karakteristična ,obojenja .. 
Na o,snoivi tih eksperimentalnih činjenica i'zradena je· kvalita­
tivna reakcija za dokazivanje oksiceluloze pod imenom diamin­
ske reakcije. Pomoću te reakcije može !Se pouzdano razlikovati 
oksicefoloza od hidroceluloze i nativne celuloze. 

Istu diaminsku reakciju mogao sam uspješno primii1e1niti za 
dokazivanje i raspoznavanje oksidiranih škrobova2

) kao i oks:i­
dacijom modlfiickanog inulina i liheni111a. Dia:mfoskom se reakci­
jom može dokazati, dakle, ne samo oksiceluloza nego i drugi 
oksidacijom karhoksHirani polisaharidi za razl~ku od ii.stih spo-
jeva u nativnom ·stanju. · 

u daljnjem preciziranju kvalitativne reakcije iizradena a'e 
mefo da, kojom se kvantlitatiivno odredtllj!e količina ve.zanog 
diamina odnosno benzidina t•ako, da se na taj način mo,že oci­
jeniti i sfopen oksidacije. Dobiveni rezultati izraižavaju s,e ben­
z:idinskim br.ojem3) , koji oznarčava miHgrame benziidina što ih 
veže oksidacijom modificirani p10Hsahairi1d. Benzi,dinski broij pro­
porcionalan je količini karboksi1lnih grupa u oksiđinnim poilisa­
haridima. 

U ovom radu pokušao 1sam da prol§kim apHlkacljju dia~~ke 
reakcije na dokaziiVanj e onih prirodnJh mak romoJekularinih spo­
jeva, koji sadržavaju karbokisilne grupe· v1elć u nativnom 1stanju. 
Prve takve identifikacije izveo sam na rpektinima, voskov,ima 
i smolama. ' 

Eksperimentalno sam mogao zaista utvrditi da pektini daju 
izrazito pozitivnu diaminsku reakciju,, dok svi makromolekularni 
spojevi , kao što je ,celuloza, š1krob,_inulin, lihen1in i dr., koji dolaze 
u biljnom materijalu, a ne sadržavaju karboksilnih grupa u na­
tivnom stanju, ne pokazuju diaminsku reaJkciiu. 

Ta činjenica ~1e od veliko·g prakti1čkog značenja, jer se može 
pretpostaviti, da će se diaminska reakcija moći aplicirati i kao 
mikrokemi1j-ska reakcij a za dokazivanje J raspaznavanj~ peJ.dina 
kod hiistološkog proučavanja razvoja biljnih organa. To je od 
na.ročite važnosti i zbog toga, što do danas ne poznamo neki 
drugi specifični reagens . za pektine. · 
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Pče,lilnji. karnauba i drugi voskovi kao i sm'Ole, koje sadr­
žavaju makar i male kolilčine slobodnih visc·k'omolekularnih 
karbonskih kiselina, a,diraju također diamine posredovanjem 
svojih karboksilnih grupa. Nakon odgovarajuće obrade p'O­
javljuje se kod tih voskova i smola karakteristi1.foo ohoje1nje za 
razliku od par.aHna i drugih neutralnih neos,apuniivih materija, 
kQje ako s,e obrade na isti način oistaju po,tpuno bezbojne. Dia­
minsika reakcij1a može p~ema tome da posluži za kvalitativno 
dokazivanje svih vosko.va, voštanih materija i smoJa, koje uz 
ostale sastoj'ine sadrfavaju i slobodnih ka:r1boriskih kiselina. 
Obzirom na do sada izvrršene eksperimentalne radove može se 
pretpostaviti, da će se diaminska reakcija mo16i primjenjivati i 
za nawčno istraživala1ake biološke radove . .Među ostalim sma­
tramo, da je mogU1će tu •reakciju primjeniti u prilagođenom ,obliku 
za ·dokazivanje· i identifikaciju svih onih mirkrnorganizama 
(bakterija), koji na 1svom tijelu nose voštane rprevlalke odnosno 
takve malkriomolekularne spojeve, koM sadržavaju u nativnom 
stanju otvorene karhoksilne grurpe. · 

EKSPERIMENTALNI DIO 

Specifi.čnost diaminske reakcij.e za pektinske materije mo­
ga:o sam dokazati na osnovi izvršenih pokusnih bo1jenja. koja su 
izvršena usporedno i uz iste uslove na celulozi. škrobu, inulirnu, 
liheninu i agaru (pekti.nu), i to sa safranin1om, metilenskim pla­
vilom, i rutenijskim crvenrilom. Za bojenje su upotrehljene vo­
dene otopine tih bo.ja u rnzrjeđeriiu 1 : 5.000. Diamiinska reakcija 
je izvedena sa m/11000 vodernom otopinom benz1diina. U tako 
priređene oforpine bo.ja i reagensa stavljena je celuloza, šikroib, 
inuHn, l:ihenin i agar. Pojedini uzmci tih makromolekularn!irh 
spojeva ostavljen~ su u otopinama 20 minuta kod oibilčne tempe­
rature . Nakon toga su obojeni uzorci i1sprani hladnom vodom, a 
uzorci· koji 1su biH u bernzidirnsko1j otopi,ni, obrađeni su dalje 
diazotacijom i razvijeni dodatkom ~-naHola . 

PosHgnuti re~ultati obojenja prikazami su u slijedefoj tablici: 
Iz podataka u tablici 1 vidimo, da rutenijsko crveni1lo kao 

i hazi1čne boje 'Safranin i meHlensko plavilo boje jače ili slabij e 
celulozu, škrob, inulin, ~ihenin ka10 i pektinske tvari u agaru. 
Primjenom diaminske reaikcije spomelnuti polTsaharidi u nativ­
nom stanju ne pokazuju obojenje. Pektinske materije, koj,e po­
sredovaniem svojih karibohilnih grurpa ve1Ž'll benzidi[]J, oboje se 
primjenom diaminske reakcije. -

Za izvođenje diaminske reakcije na vo·skovima i smolama 
upotrebio ·sam alkoholnu odnosno alkoholno-eternu otopiinµ 
benzidina. U svrhu uisrporedbe i,zvdšfo sam diiaminsku reakdju 
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Tablica 1 

I Re:rulta;t rboj.enija sa: 

Sa,f,ra;ntinom I Metilensktm I Ru1te111ijskim 
plavilom crventi:Jom 

Celuloza + + + 

š·kmb + + + 
--- ·--

l'l11uhn + . -~ + 

Liiheniin. I 
I 

+ + + 
/ 

A1ga:r + I + ++ 

Tablica 2 

V os ko v i Sm o le 

Dtiaminskom 
reakci.jom: 

-

-

-

-

++ 

NeooaiP'unj1ivel 
mate•rije: 
parafin pčelinji i kwrnaubal=Fd~~:k1-=s~~-

1-Diiam-imika..:...-I .+ -, + I ...L I + I + I I 
Te-akaiija 1 

-

:.......~~~~~~~_.:.~~~....:...~~~~~....:.~~
~-'-~~~~~ 

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

ZAKLJUčAK 

Ovim ie radom dokazano, da se diaminska reakciija mOlže 
UP'Otrebiti u nešto prilagođenom ,obliku za dokazivanje makro­
molekularnih spojeva. što sadržavaju slOibodne karboksi.lne 
grupe u naitivnom stanju, kao št10 su na pr.: pektinske tvari, v10-

skov1i i smole. Te materije moguće je diferencirati diaminskom 
reakcijom ·od drugih makromO'leJkularnih neutralnih 1spojeva. 

Obzirom na ve·ć izv11šene prip1remne radove utv~đen-0 Je, da 
će se diaminska :rieiakcija moći wpotreh1ti u prila.gođenom ·obliku 
i kao mikrokemijska reakcija za dokaz~vanje pekti.nskih tvari 
pri histološkim istraživanjima 1staničn:ih membrana. te nadalje 
pri proučavanj'u sa,stava i determinacij'i lip,o.idnih ov.o~nica kod 
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nekih mikroorganizama (1kaJo na pr. kod add1oreziste1ntnih hakte· 
rija). Metodika m;ikrokemijske diram'inskre rea:kcije hit će ohj.av­
ljeina neposredno u vezi sa rjeišavanjem konkretnih histoloških 
i mikrobioloških problema. 
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ABSTRACT 

Th~ application o.f the diam.ino reaction for the determination of some 
macromolecular substances, which contain carboxyl groups 

by 

Mladen Krajčinović 

The d iamino react iQn in a modifci.ed f.orm i•s appl;i.ed for the de1ter­
minaiti.o:n of pectins, res:ins and wax, whrirch contarin in thei'!' native sta.te 
free carboxyle groups. Thos.e de.termina1tio~1s m'ight be oif some use in 
hys.tologk.al and microbiollo.gica1l determ irnra•hons. 
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