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(64) Zpisob pfemény aldézy nebo jejiho monofosfatu na ketézu nebo jeji
monofosfat

Vyndlez se tykd zpisobu premdny alddzy nebo alddzovych derivdtd na ketdzu nebo ketd-
zové derivdty v pfitomnosti kysliketého eniontu, & to zejména pFemdny glukdzy na fruktozu.
manndzy na fruktézu, glukézo-6-fosfdtu na fruktéza-6-fosfét, meltdzy na maltuldzu, gelakto-
ry na tagatézu a latdzy na laktulézu a ostatnich snalogickych reskci, jako je premina xyldzy
na xyluldzu. Zpisob mi%e byt provédd¥n v pritomnosti nebo nep¥{tomnosti enzymd katelyzujicich
preménu.

Provddi-1i se piem¥na glukdzy na fruktdzu v pPitomnosti enzymu, glukézoisomerézy, do-

séhne ge velmi &asto rovnovéhy, kdy% 50 a% 55 % glukozy v reekinim médiu se p¥emZni na
fruktézu. Dosud nebylo mo¥né prem¥nit glukdzu ne fruktézu neenzymstickou reekci bez ved-
lejdich produktd. Existujfl Zetné publikace, napfikled USA patenty &. 2 487 121, 3 432 345,
3 558 355 & 3 514 327 a NSR patent &. 1 163 307, tykajici se neenzymatické p¥emdny glukdzy
na fruktozu, p¥ilemi v3echny popisuji zpisoby, kde fruktéze je provézens alkalickou degre-
deci vznikajicimi produkty & Jinymi nelistotemi vznikajfcimi p¥i &isté chemické a neenzyme-
tické reakci.

Proto a% do nyn&jska jekdkoli velkovyroba fruktdzy byla zaloZena na enzymaticky katgly-
zované reakci. . .

PPi enzymetickém procesu premény tak,jak vzristd podfl fruktézy v enzymatickém reakinim
prost¥edf, klesé rychlost, kterou je fruktoza produkovéna. Proto v komerdnich zpdsobech h
pro premdnu glukdzy na fruktdzu je frugtézovy vytéZek optimalizovdn vyrovndnim ztréiy
v reak®nim pomsru, piifem# podfl fruktézy v reekdnim médiu pFibyvd. Komer¥ns ¥i{zené api-
soby mohou byt optimalizovény tak, Ze vzniké sirup, ve kterém obvykle 40 % glukozy
bylo pFemé&néno na fruktézu. PFi vit3ind neenzymatickych piemdn glukdzy na fruktdzu mnofstvi
p¥itomné fruktozy po'dosaZeni maxim? klesd.
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Z¥ejm& je vyhodné zvySovat podil glukozy, ktery mi¥e byt ekonomicky pFfemnin v prib&hu
reakce na fruktdozu.

Toho se miZ%e dosdhnout Wdinnym odstrandnim fruktézy z reskiniho média vmisenim &inidlsa,
kterd vytvdr{ silndjs{ komplex s fruktézou ne# s glukozou, adkoli komplexe¥n{ $inidlo miZe
mit p¥idatné vlastnosti, které zvy3uJi nebo sniZujf{ rychlost reakce. éinidly,jei byla navrie-
na k tomuto U¥elu, jsou bordtové sloudeniny, viz Y. Tekasagi: Agr. Biol. Chem. 1971, 35/9
1 371 & 1 375 a USA patent &. 3 689 362 (enzymatické reakce) a J. F, Mendicino, J. Amer.
Chem. Soc. 82, 1960, 4 975 (chemické reakce).

Také byly navrieny bordty S. A. Barkerem, P, J. Somersem a B, N, Hattem Vv britském
patentu &, 1 369 185 jak pro chemické, tak pro enzymstické reskce. Nevyhodsmi v t&chto
ptedchbzich ndvrzich je, Ze v pfipadd bdrétovych sloudenin se jednd o sloueniny toxické, kte-
ré mohou zpisobovat zdravotni riziko, Jje-1li vyrobek mindn jeko sladidlo v potravindch pro
spotiebu lidmi. Nadto v piipad¥ benzenboronétu md tato ldtka omezenou rozpustnost, nemdZe
vytvéfet komplexy v pomdru 2:1 (cukr:bordt) a vysoké koncentrace fruktdzy ve vyt&Zku nemohou
byt dosafeny p¥i vysokych hladindch glukdzy S. A. Baker, B, W, Hatt a P, J. Somers, Carbo-
hydrates Res, 26, (1973) 41 a% 53.

Tak tyto komplexalni reakce nevedly o sob¥® ihned k pouZiti v komer&n& vedenych zpisobech
premdny. Aby byly vyvinuty komerdni zpisoby, ve kterych je zvy¥en podil fruktdzy ve vyrdbi-
ném sirupu, Je nezbytné nalézt komplexedni &inidlo bez tekovych nevyhod spojenych s Jeho
pouZitim. °

Predmstem vyndlezu je tedy zpisob piemény alddzy nebo jejiho monofosfétu na ketdzu
nebo jeji monofosfdt tek, %e se pfipravi vodny roztok alddzy nebo Jejiho monofosfétu
a v tomto roztoku se podrobi chemické nebo enzymatické isomeraci p#i pouZiti p¥fslusné
isomerdzy alddza nebo Jej{ monofosfdt na odpovidajici ketozu nebo jejl monofosfét p¥i pH
6 a% 10 a p¥i teplotd 25 e¥ 100 °C za pritomnosti komplexotvorného &¥inidle, které vytvéi{
8i1n¥j3{ komplex s ketdzou nebo jejim monofosfétem ne% e sldozou nebo jejim monofosfétem
s nédslednou izolaci ketdzy nebo jejfho monofosfétu, vyznadujici se tim, ¥e komplexotvornym
&inidlem Jje kyslikaty aniont nebo smifené komplexni kyslikaté enionty, vznikajfci reakci
mezi kyslikatym aniontem germenis nebo cinu s iontem dal3fho prvku ze skupiny IV nebo
s prvkem ze skupiny V. nebo VI, periodického systému.

Vyndlez Jje aplikovatelny ne 3iroky rozsah premdn a zejména na ty konverze, jezlbyly
svrchu specifikovdny; je nejuiitedn&ji poufitelny p¥i pFem¥n¥ glukdzy na menndzu a fnuk-
tozu. V prib3hu pFemdny mi%e byt pf{tomen enzymaticky katelyzdtor, tam, kde umo¥nuje pou-
%£it{ mirngjsich podminek reaskce, nebo maji dals{ vyhody, jako Je selektivni plsobeni pouZi-
tého enzymu na pouze jediny isomer (D nebo L).alddzy nebo alddzového derivétu. Provédi-1i
se enzymaticky katalyzovand p¥em%na, enzym miZe byt p¥itomen v roztoku nebo v imobilizované
form$ na pevné matrici, kterou mife byt %ivéd bunke, inaktivovand bunke nebo delsf vhodnd
matrice. Enzym miZe rovndZ byt v roztoku. Isomerdzovy typ enzymu vhodny pro piem&ny tohoto
typu (p¥iklady Jsou vyJjmenovény v tabulce A), na ktery je vyndlez aplikovatelny, mi%e sestd-
vat'z jednoho nebo ze série enzymd zepojenych do nédslednjch reskcf.

Tabulka A

Pfem&na Enzym . Odkaz
1, D-glukéza == D-tagatdza L—afgbinoze-lsomeré— J. Biol.schem.
za -galaktéza~iso~ 1971, 2
merd za? 5 ?09 E§'5 106
2. L~arsbindze ==" L-ribuldza ~ Jako v 1 jeko v 1
3. L-fukdza === L-fukuldze L-fukdzo-1isomerdzea J. Biol. Chem.

(D-arebindza-isomerdza) 1958, 230, 457
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Tagbulka A~ pokradovdid
Premdna Enzym Udkaz
4, L-rhemnéza == L-rhamuléze Le-rhamnézo-1sonerdza Methods Enzymol,

5. Iemennéza o Le-fruktdze
6. D-menndze === D-fruktdze

7. D-glukdza =3 D-fruktoze

8. D-glycero- === D-gedoheptu-
~D-ganno~ 1628
0z8
9. D-iykdza == D-xyluldza
10. D-xyldza s==2 D-xyluldze

11, Lexyldza ===% Lexyloldze

12, D-arabindzacm==> D-ribuldza

13, D-ribdza- _ s Deribuldzo-
~5-fosfht = ~5-Posfht

s Deribuldzo-
=TT -5-fosfét

14, D-grabindiza-~
~S-fosfét

15 Deglyceral~ «. @khydroxy-
dehydmjwfosfét<‘ ~aceton-Jj-fosldt

16, D~galaektdzo-
-6~fosfét

Dtagotozo-
=== -6-fosfét

_17. D-glukézo~ D-fraktdzo-

~6-foafdt T -G-fosfdt
18, D-msnndzo-~ -_MM>D~frugtozo—
-6-Pfosfat T.6-fosfét

19, B-glukosemin- n, Defruktozo-
~6-fosfit " .b-fosldt

L~mennodzo-isomerdss

D-1yxdzo-isonerdza
{ D-mannozo-isomersza)
D-glukdzo~isomerdza
(D~xylozo-1somerdza)

jeko v 6
joko v 6

Jako v 7

L~xyldzo-~leomerdze

Juko v 3

Degrabindzo=-5=
-isomeréze

597 a% 582
o8] °
Carb Res, 1968,
8, 3 444

J. Biol. Chem.
218 (1956) 535

Biochem. Biophy
Acta, (1969) 1§ 8
376 a% 379

Js Biol, Chem.
218 (4956) 535
joko v 6
Jeko v T

Fed. Proc, 19
(1960) 82

Juko v 3

Je Blol, Chem.
1957, 226, 65

Metheds Enzymol,
% 585 a% 5%8
{966)

Biochem, J,
1968, 107, 775

Biochem. Biogphys.
Res, Comm, 3
52, 641 8% 647

‘J. Biol. Chem,
1973, 248, 2 219

J, Blol. Chwm,
1968, 243, % 410
ak 5 41§

Adv, Epzymol,
43, 4N (1975)

7

V této pfinidsce pod terminem ketdza se rozumi ketuldza, viz diskusi o momenklatuite
ketdz v "The Editorial Report on Nomenclature" Journal of the Chemicel Scciety P 5110

(1952).

Komplexadni ¥inidlo mdle bft zavedeno do procesu pfemdny Jekymkoli vhodnym apdsoben,
t3. jeko komplex alddzy & kyslfkatého aniontu nebo jako derivét xompiexu alddzy & kyslike-~

tého aniontu nebo Jako sdl nebo jeko slou¥enins, jako

Je oxid; ktery ive

nebo smf3ené komplexnf kyslikaté anionty za podminsk procesu pieudny.
miZe byt rovnd% zavedeno jako kyslikatf enient, ktery byl pPedtim prechovdvén ne polyocla

nebo na iontomdnifové pryskyfici nebo Jiném nerozpustném nosidl,

xadnim &inidlem nebo ohbzahuje komplexedni ¥inidlo.

ktery

5 kysliketé enionty

Boasiexadnl dinidlo

tvo¥i cheldt s kowple~

Vhodnym zplsobem se saf{¥eny komplexni kyslfikaty iont vytvé¥{ interakef kyslfkaténo
sniomtu s germeniem neboe cinem s iontem del#fho prvku IV. skupiny nebc s prvkem ze skupiny

V. nebo VI. S vyhodou kyslikety eniont nebo smiSeny komplex kyslikatého anlontu o

germanium.

obsahuje
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Zejména vhodnyui komplexadnimi &inidly Jsou germangtové mebo poly-germendtové ionty,
zahrnuté nap¥iklad jako germandt sodny nebo germanium dioxid e pouZité v roztoku jako immo-
bilizované cheldty nebo jako protiionty iontom¥nilovych pryskyfic. SmiSené lonty jako
[Ge02(504)2]2_[HGeOZ(PO4)]2' nebo jako laktdt-germaniové smds (str. 7) mohou byt s vyhodou
v nékterych pi#ipadech pouZity.

Je zndmo z prdce Lindberge a Swena, Acta Chem. Scend. 14 (1960}, 1 043 aZ 1 050,
%e kdy? jsou elektroforeticky separovény pfi pH 10,7, fruktézo-germandtové komplexy se
velmi 1i3{ od glukdzo-germandtovich, @ Ze prvé mejl vice neZ dvojnésobnou mobilitu proti
druhym p#i 40 °a,

V. A. Nagerenko @ G. V. Fyantikova (Zh Neorgen Khim 8, (1963) 2 271, 1 370) citujf
joniza¥ni konstanty pro glukézu s germendtem 8,3 x 107 a 1,04 x 1074 pro fruktézu s germe-
nédtem. Ddle uvdddji konstanty nestdlosti pro glukdzu s germendtem 3,54 x 10"2 a pro fruktd-
zu s germandtem 4,24 x 1072,

Je pbekvepujici, Ze germendtové ionty mohou byt u¥ite¥né jako &inidla p#i pPem¥nd
glukozy na fruktdzu z ndsledujicich ddvodd:

1. Bylo dokézéno, %e germandt existuje jako monogermandtové == pentagermendtové &=
<=2 heptagermandtovéd rovnovéhe, kterd Je posunuta vpravo p¥i zvySovéni germeniové kon-
centrace a vievo pPi zvyden{ pH ned pH 9 (D Everest a J. C. Harrison, J. Chem. Soc., 1959,
str. 2 178 a% 2 182). Pro ekonomické postupy je pfednost{ minimdin{ hmotnost germendtové
smési e maximdlni rychlost pfemdny a stejn& tak vyhnut{ se vyrob¥ vedlejsich produktd alka-
lické degradace.

2. Germeniundioxid a germendt sodny msjl velmi omezenou rozpustnost ve vodé, viz P, J.
Antikainen {Suomen Kenustilehti, 33B (1960), 38 a% 40). Gulzien a Muller, J. Amer. Chem.
Soec. 1932, 54, 3 142 uvddi 31 8% 33 mmol/l pro GeO, ve vod#, D. A. Everest a J. C., Har-
rison, J. Chem. Soc. 1959, 2 178 uvddl 870 mmol/l pro germendt sodny.

3. Megnesiové ionty jsou obvykle p#itomné v reekinich médiich pouifvenych pro ensymatic-
kou pFemdnu glukdzy na fruktozu. Magnesium orthogermandt (Mnge04) Je extrémn¥ nerozpusting
ve vods & poultivéd se pFi analytickém urdovéani germenia, viz J. H. Muller, J. Amer. Chen.
Soc., 1923, str. 2 493 a% 2 498. Za niZe citovanych podminek neprecipituje z roztoku.

42 Glukdzové isomerdza md sterické poZadavky pro D-glukozu (K. J. Schrey a I, A. Rose,
Biochemistry 10 (1971, 1 058 a% ' 962) a glukdzogermendtovy komplex, jen%, jak Je szndmo,
se vytvéf{ a miZe interferovat s enzymatickou reakci tim, Ze ji zcelm nebo &dste&n¥ inhibuje.
Ve skutedénosti Je 1,2—cis-glykol»elfa—D-glukézy vhodndjs{ pro vytvofeni komplexu s germand-
tem nef alfa-D-glukdza, '

5. Mennéze vytvé#{ mnohem pevngjsi komplex s germandtem ne? glukdze (P, J. Antikainen,
Acta Chem. Scand., 13, /1959/, 312).

Ptem¥na glukozy na fruktézu md%e byt uskutednéne ¥ist¥ chemickou reakci s pou¥itim
germandtovych slou¥enin nebo cini¥itenovych komplexd, které posunuji pseudoekvilibrisa popsa-
nd S. A, Barker, B. W. Hatt a P, J. Somers (Carb., Res. 26, /1973/, 41 aZ 53). S vyhodou
se v3ak provédi jako enzymaticky kataelyzovand reakce v pPitomnosti glukogoisomerdzy. Jakyfkoli
glukdzoisomerdzovy enzym mdZe byt poufit pii plem¥nd, amle tyto enzymy se 1i8{ co do svého
optima pro pH a teplotu.

Vhodné isomerdzy zahrnuji enzymy ziskané z rodu Aerobakter, Pseudomonas, Lactobacillus
(K. Yemeneka, Agr. Biol. Chem. 27, 1963, 265 aZ 270), Streptomyces, Curtobacterium (jak Je
popsédno v britském patentu &. 1 328 970). Glukogové isomerdzy z thermofilnich mikroorganiamd
rodu Thermoactinomyces, Thermopolysporas, Thermomonospora a Pseudomonocardia, Jjek jéoﬁ popeény



5 226164

v japonském patentovém spisu &. 74/30 588, Jsou rovngZ vhodné, Nikteré ze svrchu uvedenych
glukézoisomerdz vyZaduji ke své u¥innosti kobaltové ionty.

Premdna glukdzy na fruktdzu mi%e byt provedena kontinudln& prichodem roztoku s obsahem
glukézy sloupcem, ktery obsahuje imobilizovany enzym nebo Jiny katelyzdtor, S v¥hodou se
enzym 1mob111zuje tak, %e je obsafen ve flokulovanych celych bunkdch zpdsobem, popsanym
v britském patentu &. 1 368 650. Komplexotvorné &inidlo, napPiklad sloudeniny germania nebo
cinu, miZe byt piitomno v roztoku, ktery prochézi sloupcem nebo v imobilizoveném enzymu nebo
jiném katalyzdtoru ve sloupci. V tomto p¥iped® je vyhodné plnit sloupec materidlem, v ném%
je %inidlo dispergovéno nebo jej plnit st¥f{davd vrstvemi imobilizoveného enzymu & reak&niho
ginidla pPi pouZiti sfti nebo mi{Zek k odd&leni t¥chto vrstev. Je~1i reak¥ni &inidlo pfitom-
no ve sloupci, jde o jeho nerozpustnou formu, napfiklad gel jako zeolit nebo o anorgenicky
nebo organicky derivédt polymeru.

Po pPemdnd glukézy ve fruktdzu je moZno fruktdzu ze smEsi obsehujic{ komplexotvorné
ginidlo izolovaet Jako takovou nebo spolu s glukozou. Produktem je tedy glukdza, glukozo-
fruktazovy sirup nebo fruktoza i glukozofruktozovy sirup. Komplexotvorné ¥inidlo lze odd&lit
jako tekové, spolu s glukézou nebo spolu s glukézou a komplexn& védzenym podilem glukdzy
a vrétit do po¥dtedni féze postupu. Odddleni je moZno provést jakymkoli vhodnym zpisobem,
zejména ndsledujfciml dv¥ma metodemi:

a) Je mo%no nechat po&dédtedni produkt konverze glukézy na fruktozu prochdzet sloupcem
s obsahem iontom&ni%e spolu s ionty kovd II. skupiny periodické soustavy a s obsahem vodiku.
T{m se rozddli polddtedni produkt na fruktézu, kterd se odvadi jeko vysledny produkt
a glukéza spolu s komplexoivornym Zinidlem se pPivdd{ zp&t. Kovem II. skupiny je s vihodou
védpnik.

b) Je mo¥no nechat projit poddteini produkt pFemé&ny glukézy na fruktozu nejprve sloupcem
s obsahenm kationtom¥nide spolu s kationty I. a II. skupiny periodické soustevy, s vyhodou
s obsahem sodnych iontd. Tim se poddtedni produkt rozd&l{i ne dvd 4sti, a to na

i) sirup s obsehem glukézy a fruktézy e na
ii) fruktdzu s komplexotvornym Zinidlem.

Prvni podil se odstrani a druhy pod{l se nechd projit sloupcem stejn¥d jako ve stupni &)
k odddleni fruktdézy od komplexotvorného &inidle, které se pPivéd{i zpét.

P provédddni zpisobu a) i b) Je pryskyPict s vyhodou na jdd¥e sulfonovany polystyré-
novy kationtom&ni& s obsahem &inidla pro tvorbu prignych mistkd.

Je mo¥no uZit i Jjingch zpGsobd k odd&leni fruktozy s komplexotvornym #inidlem, napiiklad
rozrudeni komplexu s obsahenm fruktézy pouZitim polymeru s obsahem dlouhého Fetdzce cis-hydro-
xylovych skupin, vézanych tercidrnim atomen dusiku k polystyrendivinylbenzenové m¥{Zce (Bo-
rasorb-Calbiochem. Ltd.). V pPipadd, Ze se reakce provédi s kemplexotvornym &inidlem v roz-
toku v reak&nfm prost¥edi, miZe byt toto reszkini &inidlo rovn&¥ vréceno do vychoziho stupné.
Germendt, vdzany ne Borasorb je moZno vym§t zdésadou nebo kyselinou. V3echny tyto stupnd
je moZno vynechat v p¥ipadd, Ze se komplexotvorné &inidlo uZije v imobilizované formé.

Prem¥na glukdzy na Pruktdzu se s vyhodou provdd{ enzymaticky a kontinudlnd p¥i pouZitl

sloupce vyvlolkovenych celych bun¥k s obsahem enzymu, jak bylc pogséno svrchu. V pFipadd,

%e je reakdni &inidlo p¥itomno v materidlu, pPivad3ném do sloupce, mé koncentraci 200 a’

800 mmol/1, s vyhodou 500 aZ 600 mmol/l. Reakdni prostiedi, pFivédéné do sloupce s vyhodou
obsahuje 30 8% 50 hmotcovych % glukdézy ve vodném roztoku e reakce se #1di tak, Ze koncentrace
fruktézy ve vytékajicim roztoku je 490 =% 85 %, s vyhodou 75 8% 80 %. Reak&ni prostiedi mé
oH 6 8% 10 s optimenm p¥i 8,0 a zejména pii 7,8. Tato hodnote se pondkud wdni podle iypu
enzymu, avedenéd hodnoty se tykeji enzymu z Arthrobscter, Teplote vhodnd k provéddni postupu
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se pohybudevv rozmezi 50 aZ 100, s vyhodou 45 aZ 80 °C. Eludt md obvykle ni%¥{ pH, protoZe
vznikajic{ fruktdze vytvér{ komplex s kysliketym eniontem,

Krom¥ giukézy a germandtovych iontd miZe reak&ni prostfedf s vyhodou obsahovat Je¥td
delsf sloZky, & to zejména lonty Mg*+ v koncentraci 4 mmol/l s chloridovymi ionty v ekviva-
lentnf{ koncentraci a NeOH k dpravé pH.

Pro daldf enzymaticke reakce, napfikled pfi pouziti fosfoglukdzoisomerdzy, kterd pre-
vdd{ glukdzo-6-fosfdt na'truktézo-ﬁ—fosfét 8 nejvy3simi vytsiky pPi teplot¥ 25 ¢ p¥i pou%i-
t1 germendtu, jsou reek¥ni podminky velmi 0dli3né a je nutno je stanovit 2v143t pro kaid&
engym. Glukdzoisomerdzu je moZno uf{t také pro pFem¥nu D-xylézy na D-xyluldzu. Tato metoda
Je vyhodnd zejména pro dosaefeni vys3fch vytaikid xyluldzy, zv143t& pFi pouZiti germandtu.

UZit{ germendtovych iontd Jako komplexotvorného &inidla je vyhodndjs{ ne% u%it{ bordtu
proto, Ze germendt tvo¥i pevn¥j$f komplex s fruktdézou a je selektivndjdi. Odpadajf také
obti¥e, spojené s toxicitou slouZenin boru. Na rozdil od orgenickych sloufenin boru tvo¥f
germendét s fruktozou cheldt v poméru 1:2, tak¥e je tento postup také levn¥jif.

Normdlni optimélni pH pro enzym nemusi byt optimdlni pH i pro komplex enzymu a komplexo-
tvorného €inidla. Znemend to nep¥iklad, Ze schopnost snf{Zit pH nap¥iklad glukdzoisomerdzy
bude pPiznivd pro provéddini tohoto postupu. To je neodekévens pravdivé prévd v piipads
glukdzoisomerdzy z Arthrobacter & u ndkterfch daldfch dileZitych enzymd. P¥fznivd Je i
schopnost snizovatu teplotu pfi soudasné schopnosti zv§&it nebo udriet procentudlni vytéZek.
To sice nenf prevdivé v pPipadd glukdzoisomerdzy z Arthrobacter, v tomto p¥ipadd v3ak
hraje udlohu jind p#fznivd okolnost. PPiddni germentdu toti% znedn¥ zvysuje poddtedni reakdnf
rychlost premény glukdzy ne fruktdézu, takie se dostateZné pFemény doadhne v krat3f{ dob¥
a tim 1 levndji. Mimoto germsndt nijek nenaruduje stdlost uvedené glukdzoisomerdzy, nebot
zmirnuje pokles pH, k némuZ pfi postupném hromeddni glukézy za piftomnosti germendtu
dochédzis

Ne obr. 1 je graficky zndzorndn vzteh procenta glukézy v eluentu ze sloupce s imobili-
zovanou glukdioisomerdzou proti dobd, kterou pPivédny roztok strdvi v minutdch ve sloupci.

K¥ivka 1: pfivéd{ se roztok fruktdzy, obsah germendtu je 600 mM
Kfivka 2: piivdd{ se roztok glukdzy, obsah germandtu je 600 mM
K¥ivke 3: pPivdd{ se roztok glukdsy, kterf neobseshuje germandt
Kfivka 4: pFivéd{ se roztok fruktdzy, kterj neobsshuje germandt.

Z grafického zdznemu ziskenych vysledkd na obr. | Je zrejmd vyhodnost pouZit{ germandtu
Jako komplexotvorného &inidla p¥i provdddni zpisobu podle vyndlezu.

Na obr. 2 je zndzorndna zména optické otd&ivosti v % jako vysledek tvorby komplexu
v zdvislosti na pH.

Kiivka 1: komplex s fruktdzou
K¥ivka 2: komplex s glukdzou

K#ivke 3: komplex s manndzou

Jek je zFejmé, bylo u fruktézového komplexu zJi¥tdno ni%df pH nef pro glukdézovy a man-
nézovy komplex. : .

Vyndlez bude osvitlen ndsledujfcimi pi#fkledy.
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Pr{iklad 1
Enzymetickd pPeména glukézy ne fruktdzu

Byl p¥ipraven sloupec o délce 32 cm a vnit¥nim priméru 0,4 cm, neplniny neporusenymi
vyvlod&kovaenymi bunkemi s obsahem glukdzoizomerdzy. Timto sloupcem prochézely vodné roztoky.
glukdészy s rdznou koncentraci glukézy, ho¥éfkovjch iontd a germendtovich iontd. Odpovidajicdi
roztoky bez germsnétu byly ufity jako kontrolnf roztoky. Procentudlni preména glukdzy ne
fruktézu v eludtu ze sloupce byla mé¥ena ne pristroji Autosnalyser pii pouziti resorcinolové
metody. Reakce byla provdddna p¥i po¥dtednim pH 8,5 a teplotd 60 °C a pfi koncentraci
0,004 mol/1 chloridu hofe¥natého ve vodnych roztocich glukézy.

P#i piipravé glukozovych roztokd o koncentraci 100 mmold/l bylo nutno zabrdnit, aby
germendtové ionty nezplsobily vysrdfeni hote&natfch iontd z roztoku. 2 tohoto divodu byly
germandtové ionty vidy pridény ke glukézovym roztokdm t¥snd pied vstupem do'sloupce, ale
Jestd pred piiddnim chloridu hofednatého, protoZe hoP&{k se nevysrdii v pfitomnosti
komplexu glukdzy a germendtovyich iontd, ktery Je jiZ v roztoku vytvofen., Roztoky s obsahem
germandtovych iontd byly pFipravovény tak, Ze byl uveden v suspenzi ve vodd kyslilnik
germenidity, ne¥e% byl pFfiddn koncentrovany roztok zdsedy af do dosaZeni pH 10,5 a pek
teprve roztok glukozy @ nakonec chlorid hofelnaty. Nakonec byl roztok upraven ne pH 8,5,

- 8fm% soudesn¥ do¥lo k jeho vydefeni.

V pripad¥ pfipravy roztokd s obsahem 200 mold germendtovych iontd nebo s je3td vy33im
obsahem t¥chté iontd byl postup provéddin tek, %e kysli&nik germenility byl pfidén k roztoku
glukézy o koncentraci ! mol/l, p¥ilemZ byla plerudovend priddvéna zdseda af do pH 8,5, tekie
germendt pomelu prechdzel do roztoku. Po pfiddni chloridu ho¥e¥natého se roztok slebd zaka-
111, av3ak eludt ze sloupce byl neprosto &iry.

V§sledky Jjsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka 1

Kdncentrace Koncentrace % premé&ny pH Rychlost
%lukozy germendto- glukozy na eludtu pritoku
mmol/1) v§ch iontd fruktdzu ml/min

(mmo1/1)
0,528 . 0 v 59 ' n.a. C0,12
0,528 25 15 n.a. 0,12
4,65 Y 57 8,3 . 0,10
4,58 25 - 82 8,1 0,10
122 0 41,5 7,0 0,11
118 - 25 80,5 6,8 0,11
337 0 44,5 6,8 0,11
270 25 63 6,7 0,11
259 0 46" 6,5 , 0,11
265 25 53 6,3 0,11
300 ' 50 52 6,0 0,11
284 : 100 59,5 6,4 0,11
275 200 72,5% 7,2 0,11

* 55,5 % p#i rovnovéZném stavu
X 82 ¢ pii rovnovéiném stavu (koncové pH 6,5)
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Jak je zrejmé z tabulky 1, doslo zs p¥{ftomnosti germendtovych iontd vZdy k vzestupu
koncentrace fruktozy ve srovndni s obdobnymi roztoky bez piitomnosti germendtovych iontd.

P¥r{klad 2
Enzymetickd premdna glukdzy na fruktdzu

Byl opakovén postup podle pfikladu 1 p¥i poufiti sloupce s obdobnymi rdzméry, t.
30 cm délky @ 0,4 cm vnit¥niho priméru, prilem% byl sledovén vliv stoupajfcf koncentrace
glukdzy. V tomto pripad¥d byla rychlost pritoku snifena na 0,03 ml/min. tek, aby roztok
zlstdval ve sloupci 125 minut, takZe b&lo dosaZeno rovnovdiného stavu po dobu n¥kolikae ho-
din a bylo moZno stanovit podminky, které vedou ke vzniku tohoto rovnovéZného stavu. Po
vzniku sm¥si byla vidy stanovena koncentrace glukdzy, aby bylo mo¥no provést opravu na
p¥itomnost zdsady a horednatych solf.

V¥sledky t¥chto pokusd jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2

Po¥dtednt kon- Koncentrace Koncentrace % prem&ny
centrece gluko- germandtovych fruktozy .
zy g/100 ml roztoku fontd (mmol/1) &/100 ml

roztoku
47,4 0 25,6 54,0
45,6 364 32,0 79,0
43,7 524 35,0 80,0
435 696 36,5 84,0
50,0 ‘ 800 - . 39,7 79,4

Jak je ziejmé z tabulky 2, zvySujl germendtové ionty podstatnym zplsobem pFeménu glu-
kozy na fruktézu.

MnoZstvi fruktdézy bylo stenoveno Chaplin-Kennedyho metodou (Cerbohydrate Res., 1975,
40, 22 a% 33). P¥i tomto zpiisobu provedeni se z{skej{ o nsco vyss{ v§sledky neZ p¥i resor-
cinolové metod¥, kterd byla ke stanoveni fruktdzy ufita ve viech nédsledujicich pi{kladech.

Delsi pokus byl proveden p¥i pou?iti resorcinolové metody (Carbohydrate Res., 1975,
26, 41) a pfi pou¥itf sloupce t¥ch% rozmérd pii teplotd 60 °C a pH 8,5. P#i rdznych pri-
tokovych rychlostech byly ziskdny nésledujfct vysledky.

Rychlost pritoku P¥ivdd&ny materi:él(vidy s 4 mmol/1
(ml/min) 51,2,8/100 ml 47,8 g/100 ml
8lukozy glukozy + 800
germandtu
0,015 53 T4
0,030 : 42,5 ) 69
0,050 36 50

Produkt p#i po¥dtedni koncentraci glukdzy 43,5 % ze svrchu uvedend tabulky 2 byl frakeio-

novén na aniontomdni¥i Jeol v bordtové forms p¥i pou¥iti gradientové eluce bordtovymi pufry
(0,13 mol/1 bordt o pH T a 0,35 mol/l bordt o pH 9,8), &m¥ bylo dosafeno odd&lenf glukozy
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a fruktézy. Toté% d¥leni bylo provddEnoc po o0ddsleni germandtu i na sloupci p¥iprevku BORA-
SORB. Pom¥r glukdézy a fruktézy se pohyboval v rozmezf 3,31:1 bez pfedchoziho odstirendni
germandtu. Fruktdza a glukoza byly stenoveny metodou s uZitim cysteinu a kyseliny sirové.

P¥ri{klad 3
Chemickd pPemsna glukdzy na fruktdzu

Gistd chemickd pPemdna glukdézy na fruktézu za p¥ftomnosti germendtovjch iontd bylae
sledovéna tak, Ze byl zeh¥ivdn roztok s obsahem 50 % glukozy, 4 mmol/l hofe&naté soli a 600

mmol/l germandtovich iontd na 60 °¢ p¥i pH 8,5. Bylo dosafeno nésledujicich koncentraci
fruktézy po rdznych reskénich dobdch.

Cas (min) % fruktdzy
90 3,3
135 4,6
180 5,7

Pokus byl opakovén p¥i teplotd 90 %0 a p¥i koncentraci glukozy 48,8 a% 50 % a koncentre-
ci germendtovych iontd 600 a% 582 mmolu. Procentudlni pfeména glukézy ne frukidzu po riznfch
reak&nich dobdch je uvedena v tabulce 3. Fruktéza byla stanovenas resorcinolovou metodou.

V pribshu pokusu byl pritomen v zehfiveném sirupu dusik. Ve v3ech pFipadech do3lo k poklesu
podétedniho pH, m&feného pii teplotd 310 °C a bylo nutno pH vyrovnévat,

Tabdbulka 3

48,4 (g/100 ml roztoku) 50 (g/100 ml roztoku) 50 (g/100 ml roztoku)
glukozy, poddtedni pH %1ukozy poddtedni pH glukdzy, poldtedni pH 8,0
7,0 bez MgCl, 32 bez MgGlz bez MgCl2
582 mmol/l germandt 600 mmol/l germendt 600 mmol/1 germandt
das % premé&ny, das % premény . &as % prem&ny
h na fruktozu 'h na fruktozu h na fruktozu
0,5 2,0 0,5 4,3 0,5 9,1
1,0 3,8 1,0 8,2 1,0 12,5
1,5 4,7 1,5 9,7 1,5 14,4
2,5 6,8 2,0 15,2
3,0 7,4 3,0 12,6 3,5 5,4
3,5 7,8 3,5 12,6 3,5 15,4
(pH 6,74)

4,0 8,3 4,0 18,3
4,5 8,7 6,0 12,2 4,5 18,3

(kkoncové

pH 6,37)

Podobné pokusy byly provedeny za pritomnosti MgCl2. Vysledky, doseiené resorcinolovou
metodou jsou uvedeny v tabulce 4.

Nésledujfci vysledky, ziskené zo p¥itomnosti 1,245 mmol/l glnkdzy, 600 mmol/l germ&-.
ndtu a 4 mmol/l chloridu hoYednatého ukezuJ{ ddleZitost pom&ru mezi glukdzou & germandto-
vymi ionty.
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Bas (h) ' 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 (pH 7,48

% pfemdna na fruktdézu 19,8 31,6 36,2 38,6 38,6
&as (h) 3,66 4,33 6 6,5
% piem&ne ne fruktézu 46,1 48,5 48 45

Produkt, ktery byl ziskén v prib&hu n¥kolike hodin, byl rozdilen na.borétovém sloupei
po pfedchozim odstrandni germandtovych iontd i bez tohoto odstrensni. Byl ziskédn v obou
pi*{padech ty% vysledek 39,7 % fruktoézy.

Tabulka 4

50 g/100 ml glukdzy, poldtedni 50 g/100 ml glukézy, poddtedni 50 g/100 ml glukdzy poldtedni

pH 8 0,004 mol{MgCl,  pH 8,5 0,004 mol/1 MgCl, pH 9,0 0,004 mol/1 MgCl,

600 mol/l germendtu 600 mmol/1 germendtu 600 mmol/l germandtu

das . % premé&na na gas % pFemé&ne na das " % pfem&na na

hod fruktdzu hod fruktdzu hod fruktozu
0,5 19,5 0,5 30,3

, 1,0 28,5 1,0 35,2

2,17 16,9 2,0 35,7

2,83 19,0 ' 2,83 29,8 2,33 36,7

3,33 18,8 3,33 27,2 2,67
(pH 6,42) (pH 6,98)

4,0 18,0 3,33 35,8

(pH 6,37) .

4,5 22,1 4,5 34,3 3,67 36,2

4,83 23 5,0 35,5

5,33 22,7

PFi poufiti roztoku s obsahem glukdzy 55 g/100 ml roztoku, 600 mmol/l germenétu,
0,004 mol/1 MgCl, pfi zehfdti ne teplotu 90 °C a pti poldtednim pH 7,5 po 6 hodindch bylo
dosa¥eno premdny glukdzy na fruktdzu v rozseshu 13,7 %, jak bylo zjisténo resorcinolovou
metodou,

Chemickd pPemsna glukdzy na fruktézu probfhd velmi pomaelu pii nizkych koncentracich
germandtovych iontd a p¥i teplotd 90 % a pH 8,5 bez pfidédni chloridu hoffe¥natého.

100 mmol/1 glukézy 20 mmol/1 glukézy 20 mmol/l glukézy

10 mmol/l germandtu 10 mmol/1 germandtu . 20 mmol/1 germandtu
tag . % premény tas % pFemdny Zas % pfem¥ny
0,5 3,5 0,5 4,3 0,5 4,3
1 7,6 1 8,5 1 8,5
1 10,7 1,5 ST 2 15,5
2,67 18,2 2,5 18,7
3 18,8 3t ‘ 19,8
(pH 8,16) fpH 7,78) _
3,5 21,5 3,5 25,3 3% pH 8,22 19,8
4 24,2 4 . 29,1 3,5 20,4

4 25,6

- 25,6
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Tebulka - pokrafovdnl

100 mmol/l glukdzy 20 mmol/l glukdazy 20 mmol/1 glukézy

10 mmol/l germendétu 10 mmol/1l germendtu 20 mmol/1 germendtu
&as % piem&ny tas % pPeminy gas % piemdny
5 21,5 5" 33,4 5 29,7

(pd 7,8) )
5,5 29,1 5,8 32,2
) (pH 8,0)

6 30,3 6 36,8 6 33,5
ki 3,8 7 37,3
7,5 31,9 7,5 39,7
(pH 7,82)
8,5 : 33,4 8 40,6 8 39,4
9 34,6 9 40,6 9 38,9
* pH 8,5

P¥r{Lklad 4
Pfeména glukézy na fruktézu pi¥i pouZiti rozpustné glukézoisomerdzy

Po&dte¥ni reakinf{ rychlost pii pou¥itf 200 mikrolitrd glukozoisomerdzy v rozpustiné
formg pfi teplotd 60 9C a pH 8,5, prifemZ substrdtem byla D-glukoza v koncentraci 0,5 mM
pki pFfiddnt 4 mmol/l chloridu nof¥ednatého a 0,5 mmol/l chloridu kobeltnatého v sérii rozto-
k8 po 25 ml s obsshem rdzného mno¥stvi germendétu. Roztoky byly enalyzovény eutomatizovenou
resorcinolovou metodou. Bylo u%ito nésledujicich typd roztokl:

1, bez germendtu, 6,25 mikrogramd fruktozy/min/ml enzymu.
2. 0,5 mmol germendtu, 8,75 mikrogramd fruktézy/min/ml enzymu.
3. 25 mmol germendétu, 15 mikrogremd fruktdézy/min/ml enzymu.

Bylo stanoveno i procentudlni mno%stvi pPem¥ny v prib&hu 21 hodin. V roztoku i - pfemé&-
na 33 %, v roztoku 2 - 51 % a v roztoku 3 - 62 %.

P¥i{kled 5

-2
Phem¥ne menndzy na fruktdzu
Roztok s obsahem 50 5/300 ml mennézy, 4 mmolu/l chloridu hofefnatého a 600 mmolu/l

. germendétu byl zahiivén na teplotu 90 °¢ pri pH 8,5, Koncentrace fruktdzy pii stanoveni
resorcinolovou metodou byly ndsledujici:
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Tabulka 5

fas (min) % pfeména na fruktdzu
30 3,44

60 6,42

120 13,4

150 : 15,4

170 (pH 7,25, upraveno 15,9

260 na pH 5, 5) 20'4

280 20,6

Priklad 6
Premdna glukozo-6-fosfétu na fruktozo-6-fosfdt

Zpisobem podle pFfikladu ! byla provedena Pade pokusid pfi pouzitf 0,5 mmol/1l roztoku
glukdzo-6-fosfétu s rlznym mnoZstvim germendtu. Pokusy byly provdddny p¥i teplotd 25 °¢
p¥i rizném pH. PouZity enzym byl enzym Sigma Grade III z kvasnic ve form& krystalické
suspenze a byl ¥eddn 200x a dislyzovén proti destilovanéd vod& k odstrandni pufru t¥sn¥
pred pouZitim. Zis?any fruktdzo-6-fosfdt byl stanoven resorcinolovou metodou.

Y

Procentudlni p¥emdna je uvedena v tabulce 6.

Tabulke .6

Koncentrace % premdny (pH)

germandto-

vych iontd ;

mmolu/1 10,5 10,0 9,5 9,0 8,5 8,0 1,5 7,0
200 84 86 84 63 56 48 36 30
100 81 81 T - 68 48 40 36 32
50 82 81 71 62 48 40 33 29
25 89 81 18 60 50 39 29 23
12,5 76 69 64 56 40 29 25 22
6,25 62 55 48 40 32 ) 25 23 22
0 23 22

Z tabulky Jje z¥ejmé, Ze procento prem¥ny stoupd s mnoZstvim germandtovych iontd.
P*r{f{klaad 7
Stabilita enzymatické pPemdny glukdzy na fruktozu

Sloupcem, obdobnym sloupci z p¥fkladu 1, se nechd projit roztok s obsahem 41,2 %
glukézy, 600 mmol/l germendtu a 4 mmol/l chloridu hofednatého pii po¥dtednim pH 7,0.
Koncové pH a % pfemény na fruktdzu se m3#{ v rdznfch ¥asovich intervelech. Pokus byl
rozdslen na ti#i &asové Useky.

Po prvnim dseku trvejicim 43 hodin byl roztok vy¥efen k odstran&ni slabého zdkelu,
ktery se tvod{ po deldf dob& v roztoku glukozy & germendtu. Po druhém obdobi, které

tr¢alo od 43 do 102 hodin, bylo pH roztoku zvyseno na 7,8 s velmi dobrym vysledkem. Po deldim
y
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priichodu sloupcem pokleslo vyznamnd pH eludtu, Je z¥ejmé, Ze je moZno udriet % pFemdny
vys51 ne# 70 % po del¥{ dobu v p¥ipad¥, Ze se pH eludtu udrZuje na hodnoté alespon 7,0
nebo jen o mélo niz¥{. Vysledky jsou uvedeny v tebulce 7A.

Tabulksa TA

Bas Po¥dtedni pH Koncové pH po % pPem&ny na
hod prichodu enzymem fruktizu

2 7,0 6,6 ; 67,2
7 7,0 5,6 61,5
43 7,0 5,5 60,8%
54 7,0 5,8 64,9
102 ' 7,0 5,7 65,5%%
126 1,8 6,9 76,5
150 7,8 6,9 18,3
174 7,8 6,9 76,5
198 7,8 6,8 7,6

¥ na konci prvntho $asového useku - nésledovalo vydefeni prevédd&ného roztoku
®% ;o konci druhého obdobf - dodlo ke vzestupu polétedniho pH

Vliv teploty na stabilitu reakce v del3im ¥asovém useku je uveden v tabukdch 7B a 7C
p¥i pouzit{ obdobného sloupce jeke v p¥ikladu 1. V tabulkdcn jsou uvedeny resk®ni podminky.
V tabulce 7B bylo pPem¥ny dosaZfeno a% po rovnovéiném stavu, kdeZfto v tabulce 7C od po&dtku.
V obou p¥ipadech je zFejmy kumulativni efekt.

Tabulkas B

44 g/100 ml glukézy + 4 mmol/1 MgCl, + 600 mmol/l germendtu pH 7,1
Rychlost pritoku 0,05 ml/min enzymem .

Teplots o Datum : % pfemény na fruktdzu
: (enzym byl promyt pFed 2 dny)

55 26, 11. 15 69,2
60 26, 11, 75 73,4
65 26, 11, 75 75,)
70 27. 11, 75 71,5
75 27. 1. 75 72,1
80 27. 1. 75 75,0

85 27. 1. 75 60,5




226164 , 14

Tabulkeae T7C

44 g/100 ml glukdzy + 4 mmol/l MgCl, + 600 mmol/l germendtu pH 7,1
rychlost pritoku 0,16 ml/min sloupcem enzymu

Teplota °C Datunm % plemdny ‘ Prdchod Celkovd
na frukto- sloupcem doba pri~
zu (enzym p*i urdité chodu roztoku
byl promyt teplotd sloupcem
pfed 14 dny) (hod) (hod

5 8. 12, 715 22,1 Vs 11/2

60 9, 12. 75 30,1 1 1/2 3

65 9. 12, 75 31,8 11/2 4 1/2

70 9. 12. 15 34,1 1 1/2 6

5 9., 12. 75 35,8 21/2 8 1/2

80 9. 12, 75 32,4 2 10 1/2

85 9. 12, 75 25,6 1 1/2 12

P¥1L1klad 8
Chemickd pFem¥na cukrd
a) Prem¥ne glukézy na fruktdzu

Roztok glukdzy o koncentraci 55 a% 60 % byl p¥ipraven s pFisadou 600 mM germandtu
nebo bez této p¥isady. Okem%it¥ po p¥iprav¥ byly odebrény pod{ly o velikosti 50 mikrolitrd,
tyto podfly byly Reddny na 5 ml a pek byly skladovény p¥i teplotd -20 ¢ o analyzy.

Sirupy pak byly uloZeny do zezdtkovenych lehvi do lednice p#i teplot& 4,5 °¢. Pak byly
1éhve denn& protiepdvdny v Sasovych intervelech, uvedenych v tabulce 8A. VSechny roztoky
byly analyzovény d&lenim na iontomdniZi s boritenovymi ionty a ziskené vrcholy byly podro-
beny stanoveni s sutomatizovanou metodou p¥i poufiti cysteinu a kyseliny sfrové. (Anal.
Bioch., 26, 219, 1968). Bylo zji3téno, %e roztoky s obsahem germandtu m&ly b&lavou
barvu, a to v pribshu celého ohdobi, uvedendho v tabulce 8A, kde%to roztoky bez obsahu
germandtu rychle zezelenaly a toto zbarveni se prohlubovalo v pribshu skledovéni.

V¥sledky jsou uvedeny v tabulce 8A,

Tabulka 8A

Doba skla- Roztok s obsshem germandtu Roztok bez germendtu
dovédni (dny) fruktdza glukdza fruktdza glukdza
&/100 ml zbytek /100 ml zbytek
g/100 ml &/100 ml
0 2,1 51,8 2,2 48,7
14 17,8 40,3 8,9 44,6
23 25,0 T 34,2 11,1 35,2
27 - - 11,1%% 35,6
31 31,9% 26,9 - -
*

ekvivalentni 54% plem&ny ze p¥{tomnosti pouze 3,1 % manndzy,
** bylo pritomno 5 % menndzy.
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b) Byl sledovén i vliv inkubace p¥i pH 12 a teplot& 5 O¢ za pi{tomnosti e v nep¥{tom-
nosti germendtovych iontd p¥i pou¥iti celé fady cukrd. Vysledky =ziskend phi zdseditém
pH jsou uvedeny pro fruktézu, menndézu, meltdzu a 3-O-methyl-D-glukdzu v tabulkdch 8B, 8C
a 8E. Ve vdech t&chto p¥ipadech m&l germanét dva d¥inky, & to a) oddaluje rozped cukrd
a b) m&ni rovnovéinjy stav smési. V tabulkéch neddvaji udaje dohromady 100 %, protoZe dochézi
it rozkladu.

Tabulk o 8B

Poddtedni koncentrace 52,1 g/100 ml 50,5

D-fruktdzy s germa- g/100 ml
nétem 0 600 mmol/1
slozky (% 17 dni 30 dngt 17 én{t
D-glukdza 36,4 42,3 18,1
D-mannoza 22,8 24,3 26,17
D-fruktdza 27,8 21,2 51,2
nezndmd slofxe 2 +i+ +++ +
neznémd slofka b P P +
Tebulka 8C . .
Po&dtedn{ koncentrace 51,14 g/100 ml 53,3 g/100 ml
D-menndzy s germené-
tem 0 600 mmol/1
slo¥ky (%) 17 dnd 30 dnt 17 dni 30 dant
D-mannoza ' 79,3 53,4 60,2 27,45
D-fruktdze 13,69 18,3 32 44,4
neznémd sloZka 1 + ++ : - -
neznémg sloZka 2 + 44+ - -
D-glukbzy 7,2 18,8 7,1 13,36

Tabulka 8D

Poddtedni koncentrece 59 g/100 ml 58,713/100 ml
meltézy s germendtem : 0 358 mmol/1
slozky (%) 15 dn{ 27 ant 15 dan{ 27 ant
meltéze 38,3 26,5 48,5 13,9
neltuldze™ 24,5 21,5 51,9 67,9
fruktoze 2,4 4,39 - -+
glukoza 22,1 22,8 stopy 9,3

* poditdno p¥es molekulovou hmotnost s 0,5 moly glukézy + 0,5 moly fruktézy
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Tabulka B8E

Poldtedni koncentrace 41,8 58,7
3-0-methyl-B-glukdzy™ g/100 ml /100 ml
8 germandtem 0 464 mmoX/1
sloZky 15 dni 15 dn{
3-0-mathylfruktdze®® 18,5 29,7
3-0-methylglukdza 36,1 46

nestdld v alkelickém prostiedf
** 3 ohlede na fruktdzu

P#r{f{klad 9
Enzymatickd premdna xyldzy na xyluldzu

Roztok xyldzy obsehoval 44 g/100 ml xyldzy a 4 mmoly chloridu hofenatého. Tento roz-
tok byl po dpravé pH na 7,0 nenesen na sloupec s obsahem glukézoisomerézy, tJ. téhoZ enzymu,
ktery byl u%it v pfedchozim pfikladu pro enzymatickou piemsnu glukdzy na fruktdzu.

Teplota sloupce byla 60 °C a rychlost pritoku 0,05 ml za minutu. Obddbnym zpisobem
byl tymZ sloupcem p¥i pH 7,0 prohdn¥n roztok, ktery obsshoval 44 % xyldzy, 4 mmoly/l
chloridu ho¥ednatého a 600 mmoll/l germandtovych iontd.

Po 2 hodindch byly odebirdny frakce a tyto frekce byly ddle déleny ne sloupci iontomd-
nidové pryskyfice v bordtové form¥., Pro srovnéni byl obdobnym sloupcem d¥len i roztok
xyldzy, ktery byl uZit jako standard. Eludt ze sloupce byl automaticky enalyzovén na
pentdzy metodou s pouZitfm cysteinu a kyseliny sirové. Tento roztok reeguje teké s pen-
tulézemi a z tohoto ddvodu byl z¥ejm§ i podfl xyluldzy.

ProtoZe standardni roztok xyluldzy pro kalibra¥nf t&ely nenf dosud dostupny, byl
stupen reakce posuzovédn srovndnim ploch pod Jednotlivymi vrcholy. Timto zplsobem byl pro-
veden odhaed, %e pomdr Xyluldzy k celkovému mno¥stvi xyldzy a xyluldzy byl 41:100, v phipads
germandtovych iontd 58:190.

Pr{iklad 10
PPem¥ne glukdzy na fruktozu pri pouditi iontd cinu

Na vrchol sloupce s obsahem glukdzoisomersizy byly stejnd jako v pfedchozich pfikladech
naneseny dva roztoky, které obsshovaly 44,6 % glukozy a.4 mmoly/l chloridu hofednatého

pfi pH 8,5. Jeden z t¥chto roztokd neobsahovel ionty cinu, druhy roztok obsahoval 600
mmold/1 Na28n03.3H20. V¥sledky jsou uvedeny v tabulce 9.
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Tabulkeae 9

- Ces % pfemdny na % premdny na fruktdzu
" hod fruktdzu bez (600 mold/1 cinidite-
ciniZitenu na)-
a b

1 - - 59,4

2 - - 56,6

3 42,6 53,3 -

4 - - 56, 1

Vzorky odebrané ze sloupce po smiSeni s dal3fim podflem glukozy ji% nebyly schopny ple-
v4dst glukézu na fruktdzu, coi znamend, Ze se sktivnl glukézoisomerdza nevymfvale ze
sloupce.

P¥r{klad B
Enzymatickd piemina glukézy ne fruktézu
Vliv pH a mnoZfstvim germendtu

a) Byly provedeny dv& série pokusd, priZemZ byl uZit sloupec s obsahem glukézoisomerd-
zy o délce 31 cm a vnit¥nim prim¥ru 4 cm, obdobny sloupci z piedchozich pFfkladd. V keZdé
sérii byly porovndvény vysledky, které byly ziskény p¥i pouziti roztokd s obsahem glukdzy
a 4 mmold chloridu hofelnatého bez germendiu a ze pPlftomnosti 600 mmold/1l germandtu.
Rychlost pritoku sloupcem byla 0,05 ml za minutu a teplota enzymu 60 9C, Podétedni pH

“roztoku se pohybovelo u rdznjch pokusd na rdznych hodnotdéch, pFidem3 dylo m¥¥eno koncové
pH eludtu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 10,

Tabulka 10

Série Poddtednd Popadil Poddtedni Koncentrace % premdny Koncové pH

pokusi pH analyzy koncentrace germangtu na fruktdzu eludtu

glukozy (mmoly/1)

g/100 ml :
1 7 3 48 0 48,2 -
1 6,9 8 47 o 49,6 7,2
1 8,5 1 49,2 0 49,2 -
1 8,5 2 49,3 0 49,2 -
1 7 5 40,2 600 76,5 7,0
1 7 6 40,0 600 70,3 6,9
1 8,5 4 38,2 600" 74,6 7,2
1 8,3 7 40,0 600 72,5 6,6
1 8,3 9 37,0 600 71,2. 7,0
2 7,0 2 42,0 0 54,0 6,8
2 8,4 1 41,6 0 49,3 7,1
2 8,5 4 44,6 0 54,9 7,0
2 T,1 5 53,4 600 67,4 6,8
2 8,6 3 50,0 600 : 66,7 6,8
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b) Byly provedeny dv& série pokusd pPi pouZiti obdobného sloupce jako v pPfedchozich
prikladech. Na vrchol sloupce byl nand3en roztok s obsshem 50 % glukdzy, 4 mmold/l chloridu
hofetnatého & 200 nebo 600 mmold/l germenétu. Pokusy byly provéddny p¥i rdzném pH.

Srovnédvaci pokusy byly provddény bez pritomnosti germandtovych iontd. Ve v3ech pokusech
byly pouZité roztoky prohdn&ny sloupcem s obsehem imobilizoveného enzymu p#i pritokové
rychlosti 0,05 ml za minutu, dobe pobytu roztoku ve sloupci byla 75 minut. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 11, '

Tabulka 11

pH Slo¥eni eludtu (% fruktdzy)
bez germendtu 200 mmold/1 600 mmol/1
germandtu germendtu
9,0 51 68
8,9 51 64 69
8,0 49 59 70
7,5 50 60 70
7,0 50 .60 70
6,5 39 59 69
6,0 58
7 50

Pri{klagdg 12
Enzymatickd pFfemdne glukdzy ne fruktdzu - reverzibilita

Byly pfipraveny‘roztoky glukdzy a fruktdzy, které m&ly koncentraci z tebulky 12.
Tyto roztoky byly v pfipads, Ze m&ly obsshovat germendt, p¥ipreveny tak, Z¥e bylo rozpudténo
odvddend mnoistvi kysli¥niku germeniZitého michédnim v melém mnoistvi 50% hydroxidu sodného
a tento roztok byl pak p¥iddn do roztoku, urdeného k rozpustini cukru. Pak byl k roztoku
priddn chlorid hofelnaty do kone¥né koncentrace 4 mmoly/l a pH roztokd bylo upraveno nea 8,5
pli teplots 25 °C.

Roztoky byly potom prohéndny rychlostf, uvedenou v tabulce sloupcem s obsahem enzymu
o rozmirech 30x0,4 cm p¥i teplot¥ 60 °¢, Po zPeddnt byla stanovena hladina frﬁktézy v elud-
tu. Pro kalibraci byly pripraveny roztoky o koncentraci 0,55 %, které prochdzely celym
enalytickym systémem. Aby bylo moZno kontrolovat poddtedni hledinu glukozy v nand¥eném
roztoku, bylo provdd¥no Feddni vzorkd i stendardd v pomdru 2 x 104 ru¥nd a tyto raztoky
byly pek analyzovdny b&inym zplisobem, p¥i pouZiti cysteinu a kyseliny sfirové. Vysledky
Jjsou uvedeny v tabulce 12 a greficky zndzornény na obr. 1,

Z t&chto udeji Je ziejmé, %e bez pFitomnosti germendtovych iontd je rovnovdiny stav
mezi 52 @ 53 % fruktdzy, 8 to bez ohledu na to, zda se vychdz{ z roztokd s obsshem glukd-
zy nebo fruktdzy. Za p¥itomnosti 600 mmold/l germendtu je vZak rovnovéiny stav za t¥chi
.podminek mezi T4 a% 79 %,a to opdt bez ohledu na to, zda se vychdzl z roztoku glukdzy
nebo fruktozy.
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Tabulka 12

Rychlost % uhlohydrdtu % uhlohydrdtu Doba SloZeni eludtu PPivadany
pritoku v roztoku v roztoku pobybtu bez ger=~ 600 mmol/1 cukr
bez germandtu s germandtem (min) mandtu germendtu
0,1 54,6 50,5 38 22,5 31,0
0,05 51,2 47,8 75 36,0 49,5 glukdza
0,03 51,2 ‘ 47,8 125 42,5 68,5
0,015 51,2 47,8 2514 53,0 74,0
0,1 55,0 48,2 38 71,0 79,0
0,05 55,0 48,2 75 . 55,5 17,5
0,03 55,0 48,2 125 53,5 17,0 fruktoze

0,015 : 55,0 48,2 251 52,0 71,0

Prdiklad 13

Enzymetickd premdna glukdzy na fruktdzu - zdvislost na koncentraci

) Sloupcem glukézoisomerdzy, podobnym jako v pFédchozim piikledech, byla pFfi teploté

60 °c prohdn&na Fada roztokd, z nich% vSechny obsahovaly 600 mmold/l germenétu & 4 mmoly/l

chloridu zinednatého, av8ak rdzné koncentrace glukdzy. Vysledky jsou uvedeny v tebulce 13.

Tabulka 13

Koncentrace % prem&ny na Koncové pH

glukozy v % . fruktézu

20,6 92,7 7,8
30,0 80,0 7,8
40,0 72,5 7,5
53,4 67,4 6,8%
60,0 65,0 7,5

i>z ptedchoziho pokusu
P¥riklad 14
_éhemické pFem¥na melibidzy
Chemické preména melibiézy (6-0-slfa-D-galsktopyranosyl-D-glukdzy) byle studovéﬁa zav
p¥itomnosti @ v nepf{tomnosti germendtovych iontd p#i pH 12,0 a teplotd 4 °C. Koncentrace

melibidzy v poddtelnim roztoku 51,6 %, koncentreace germandtu 324 mmold/l. Vysledky Jsou
uvedeny v tabulcg 14,
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Tabulka 14

Sloudenina % cukru po uvedeném podtu dnd Germendt
0 15 29 42

metibidza 92,2 55,5 57,5 49,6

6-0-alfa-D-galakto-

pyranosyl-D-

~fruktdza 3,2 9,8 12,8 11,0 -

galaktdza - 2,9 11,9 12,3

vytéZek identifi-

kovanych produktd 95,4 75,2 82,2 72,9

melibidza - 42,7 35,0 25,2

6-0-alfa-D-galakto-
pyranosyl-D-

-fruktoza - 37,8 . 42,5 31,1 +
gulaktoze - - 7,9 12,8

vytéiek identifi-

kovanyeh produktd - 80,5 85,4 69,1

PREDMET VYNALEZU

1, Zplsob pPemdny aldozy nebo jejiho monofosfétu na xetdozu nebo Jjeji monofosfdt . tak,
%e se pripravi vodny roztok alddzy nebo jejiho monofosfdtu e v tomto roztoku se podrobi
chemické nebo enzymatické isomeraci pfi poufiti pFisludné isomerdzy alddze nebo jeji mono-
fosfdt na odpovidajfci ketdzu nebo Jejf monofosfdt p¥i pH 6 a% 10 a pFi teplotd 25 a¥ 100 ¢
za piftomnosti komplexotvorného ¥inidle, které vytvdr{ siln¥js{ komplex s ketdzou nebo
Jjedfm wmonofosfdtem ne# s aldézou nebo jejim monofosfdétem s ndslednou izolact ketdzy nebo je-
jfho monofosfdtu, vyznadujfci se tim, %e komplexotvornym &inidlem je kyslikaty aniont
nebo smiZené komplexni kyslikaté senionty, vznikajfc{ reakci mezi kyslikatym anicntem
germenia nebo cinu s iontem daldfho prvku ze skupiny IV. nebo s prvkem ze skupiny V. nebo
VI. periodického systému.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznadujicf se tim, Ze se uZivéd komplexotvorného &inidla,
které je kyslikatym aniontem, nebo smiZenym komplexnim kyslikatym eniontem germenisa.

3. Zpisob podle bodu ! a 2, vyznadujfci se tim, %e se komplexotvorné &inidlo uvddi do
reakce Jjako komplex alddzy a kyslfkatého eniontu nebo jeho derivdt komplexu alddzy =
kyslikatého eniontu nebo jako sil nebo kysli¥nik jiné slou¥eniny, kterd tvoi{ kyslikaté
anionty nebo smiSené komplexy kysliketych aniontd za reekénich podminek.

4. Zpisob podle bodu 1 a% 3, vyznadujici se tim, ¥e se komplexotvorné &inidlo p¥ivdd{
do reakce ve form¥ kyslikatého aniontu, predbd%n& vdzeného na polyol nebo ne iontom&niovou
pryskyfici nebo na jinou nerozpustnou podloZku, kterd tvoP{ cheldt s komplexotvornym &inid-
lem nebo toto &imidlo obsahuje.

5. Zpisob podle bodu 1, vyznadujfci se tim, %e komplexotvorné Zinidlo Je p¥itomno
v roztoku v koncentraci 200 a} 800 mmold/l. : ’

2 vykresy
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