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(540  Sposob pripravy /u-14C/ D-fruktozy o vysokej molovej aktivite

Vynélez sa tyka oboru biochémie,
chémie sacharidov, ako aj lekérskej a
potravinérskej chémie.

Vyndlez riedi pripravu /U-14C/
D-fruktozy o vysokej molovej aktivite,
pre itudium metabolizmu sacharidov, ako
aj pre teoretické Studis v oblasti
chémie a biochémie sacharidov.

Uvedeného uéelu sa dosiahne tym, Ze
su-l4c/ D-glukoza sa transformuje pdso-
benim enzjymu xylaza izomerézy v rozpust-
nom alebo imobilizovanom stave alebo ako
sidasti imobilizovanych buniek a reakiné
zmes sa chromatograficky rozdeli.

Vynédlez m4 pouZzitie predovSetkym
pri priprave /U-1%C/ fruktozy ako &istej
chemik4lie, vhodnej pre §tidia metabo-
lizmu sacharidov, ako aj pre teoretické
Stadium v oblasti chémie a biochémie
sacharidov a tieZ v lekarskom vyskume a
farmaceutickom priemysle.
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Vynélez sa tyka spdsobu pripravy /U-14C/ D-fruktozy o vyso-
kej molovej aktivite.

Obvyklou metodou pripravy /U-14C/ D-fruktozy je inverzia ré-
dioakt{vnej sacharozy v slabo kyslom prostredf (&s. patent 121 808),
pripadne transformdcia /U-14C/ D-glukozy s nasytenym roztokom
hydroxidu vdpenatého (Cs. AO 181 475) alebo transformécia /U-14C/
D-glukozy pbsobenfm roztoku hlinitanu sodného (8s. AO 187 109).
Priprava /U-14C/ D-fruktézy z su-t4c/ sacharozy je neekonomické 7
pre nizky obsah sacharézy v riasach, ako vychodzom biologickom ma-
teridli pre pripravu znadenych sacharidov. Pri chemickych transfor-
mécidch aldoz a ketoz je pomerne znadny zdchyt zna¥enych sacharidov
rddionuklidom 14C v precipitdtoch, ¥im sa zniZ¥uje vytaZok /U~l4C/
D-fruktozy. Technicky obta¥nym stupnom je dalej aj vymyvanie vznik-
nutych zrazenin vodou dovtedy, dokial do filtrdtu prechddza rédio-
aktivita. Z hladiska vytaZku, dalSie straty sacharidov znadenych
rddionuklidom 140 vznikaji pri odsolovani reak&nej zmesi na ionto-
menidoch,

Uvedené nevyhody v podstatnej miere odstranuje spdsob pripra-‘
vy /U—14C/ D-fruktézy o vysokej mélovej aktivite podla vyndlezu,
-ktorého podstata spodiva v tom, Ze /U-14C/ D-glukoza sa transformu-
je pdsobenim xyiéza izomerdzy v rozpustnom alebo imobilizovanom
stave, alebo vo forme sudasti imobilizovangch buniek a reek®nd zmes

sa chromatograficky rozdelf.

Po ukon¥en{ reekcie katalyzovanej xyloza izomerdzou (EC
5.3.1.5) reakdnd zmes obsahuje su-t4cy D-glukozu & /U-14C/ D-fruk-
tozu v moldrnom pomere cca 1 : 1. Vyhodou navrhovaného postupu je
jeho jednoduchost, moZnost pripravy rddioakt{vneho prepardtu o vyso-
kej 8pecificke] aktivite a moZnost spétnej kvantitat{ivnej izolécie
nezreagovanej /U-l4C/ D-glukozy.
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10 mg /U-14C/ D-glukdzy o aktivite 248 MBq (6,7 mCi), molové
‘aktivite 4440 MBq (120 mCi)nmél sa rozpusti v 0,2 ml tlmivého roz-
toku Tris-(hydroxymetyl)- -aminometan-hydrochlorid 20 mmol/l o pH
8,0, obsahujicom 0,1 mol heptahydrdt siranu hore&natého a 1 mmol
hexahydrét chloridu kobaltnatého a enzym xyloza izomerdzu (ex
Wingea robertsii) 60 nkat. Inkubdcia prebiehasla po dobu 12 h pri
teplote 70°C., Reak®nd zmes sa potom naniesla na chromatograficky
papier (Whatman 3MM) a eluovale sa v zostupnom usporiadan{ v sys-
téme 2-butanon nasyteny vodou, resp. octan etylnaty- 2-propanol-
-voda (6 : 2 : 1). Po rozdeleni reakénej zmesi sa jednotlivé 70~
ny prislichajice Ziste] /U- 4/ D-glukoze a /U- 4c/ D-fruktdze
‘eluovali destilovanou vodou. Zfskalo sa 4,8 mg D—fruktozy o cel-
kovej aktivite 120 MBq a 5,2 mg /U=~ 14C/ D-fruktozy o celkove]
aktivite 128 MBq. Rédiochemickd &istota prepardétov bola vy88ia
ako 98 %, kontrolované pomocou papierove]j chromatografie v sys-
témoch l-butanol - kyselina octovd - voda (4 : 1 : 5) a 1l-buta-
nol - l-propenol - smoniak - voda (7 : 5 : 7 : 2).

Priklad 2

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze namiesto
vodorozpustného enzymu (ex Wingea robertsii) sa pouZije imobili-
zovand xyloza izomerdza (ex Streptomyces violaceus), imobilizo-
vané v sietovanom polyetylénimfne o celkovej aktivite 63 nkal
(per 85 mg). VytaZok /U-14C/ D-fruktozy bol 50 % pri resk&nej do-
be 6 hodin,

Pr{klad 3

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze k trans-
formdcii /U~ 4C/ sa pou?iji celé bunky Wingea robertsii, perme-
abilizované po dobu 5 min toluenom pri teplote 70 °c. Xyloza
izomerdzovd aktivita buniek imobilizovanych v sietovanej celulo-
ze a impregnovanej sietovanym polyetyléniminom bola 0,71 nkat/mg.
Celkovy objem reakénea zmesi bol 0,7 mi, pricom imobilizovanych
~ buniek Wlngea robertsii sa pou¥ilo 100 mg. Reek&nd zmes obsahova-
la 46 % /U~ l4¢/ p- fruktozy a 54 % /U- 14C/ D-glukozy a imobilizo-
vané bunky Wingea robertsii boli pou¥itePné ku katalyze izomeré-
zovej reeskcie 45 ndsobne.
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Vyndlez m8%e ndjst Siroké uplatnenie pri vyrobe /U-14=C/ _
D-fruktézy a pri Stddiu metabolizmu sacharidov, ako aj pre teore-
tické 3tédie chémie a biochémie sacharidov a tieZ v lekédrskom vy-
skume a farmaceutickom priemysle.
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v Spasob pripravy /U~ 4C/ D-fruktozy o vysoke] molovej akti-
vite vyznaéujﬂcl sa tym, e /U~ 4C/ D- glukoza sa transformuje
pésobenim enzymu xylozo izamerézy v rozpustnom alebo imobilizova-
nom stave alebo ako su&asti imobilizovengch buniek a reak®nd
zmes sa chromatograficky rozdelf.
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