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(64) Zpisob p¥fipravy D-glukosaminu zna¢eného radioizotopem 14C

nebo stabilnfim izotopem 13¢

Vyndlez se tykd zplsobu p¥ipravy D-glu-
kosaminu znaceného radioizotopem 1%C nebo
stabilnfm izotopem 13C.

Podstata navr¥eného YeSenf spolivd v tom,
¥e znadend D-fruktdza se uvede v reakci
s mathanolickym nebo ethanolickym amoniakem,
ptipravenym nasycenim pf¥{slusného alkoholu
p¥i 0 ©C, s vyhodou p¥i teplot& 18 a%Z 24 °C
po dobu 15 a% 18 dnl v uzavfeném systému
v pfftomnosti jednoho nebo vice katalyzd-~
tord vybranych ze skupiny zahrnujfci kyselinu
salicylovou, kyselinu gallovou, kyselinu jan-
tarovou, kyselinu glutarovou, vyhodné v cel-
kovém mnoZstvi 0,03 aZ 0,09 mmol na 1 mg
vichozi D-fruktdzy.
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.‘vynélez Yes{ zpisob p¥fpravy D-glukosaminu znafeného radioizotopem ~ C nebo stabilnfm

izotopem 13¢,

. D-glukosamin pat¥{ k vyznamnym p¥frodnim l4tkdm. Je soutdst{ polysacharidi charakteris-
tickfch pro kory¥e, hmyz a nékteré houby, vyskytuje se v glykoproteinech, lipopolysacharidech
a antibiotikdch. Tvo¥i zdklad skeletu kyéeliny,muramové, obsa%ené v polysacharidech bakte-
riflnfch stén, je sou¥dst{ kyseliny neuraminové v mucinech, kyseliny hyaluronové a jinych
l4tek. D-glukosamin zna&eny isotopy'dhliku je_mimofédné dile¥ity zejména p¥i biochemickych
a imunochemickgch studifch.

Zdrojem D-glukosaminu jsou ptirodn{ létky /nap¥. chitin/, z nichZ se izoluje po hydro-
lyze, zejména ve form& funk&nfich derivdtd {stacey M., Webber J. M.: Methods Carbohyd. Chem.
1, 228 /1962/). Tyto cesty p¥ipravy praktickym vyznamem vyrazn& pfevySuj{ syntetické postupy.

I kdy# je zndma fada metod p¥fpravy aminocukrl, pouZitelnych i pro pfipravu D-glukos-
aminu /Pigmah W., Horton D., Wander J. D.: The Carbohydrates, Academic Press, New York 1980/,
jako jsou kyanhydrinovd syntéza, redukce nitroderivdtd po nitrometanové syntéze, Sté&peni
oxiramovych kruhd, substituce sulfoesterli, oxyaminace dvojné vazby nebo redukce dusikatych
kondenza&nfich produktd glykosulos (uplatnitelnd i u polysacharidd jako tzv. aminace amylosy,
viz Wolfrom M. L., Wang P. Y.: Caxbohyd. Res. 18, 23 /1971/) jsou to postupy pro pfipravu
tak zékladnkho aminocukru, jako je D~glukosamin, p¥{1i¥ komplikované a ekonomicky nevyhodné,
nebot vychozf l&tky t&chto syntéz jsou tém&¥ vesm&s nedostupn&jsi, nef samotny b-glukosamin.

Tyto postupy by byly o to nevfhodn&jE{ s ohledem na prdci s malymi kvanty pri p¥ipravé
znadeného D-glukosaminu.

V praxi je pochopltelni tendence pouffvat co nejdostupnéjsi suroviny v jednodu¥iich pro-
cesech. 7 tohoto hlediska v podstat® jedinou vyufitelnou cestou p¥ipravy D-glukosaminu jsou
pfesmyky glykosylamind a aminoketos /Amadoriho a Heyns8v/ /Standk J., terny M., Kocourek J.,
Pacdk J.: Monosacharidy, NESAV, Praha 1960/.

Tak byla popsédna pfﬁpravatD—glukoéaminu reakci D-fruktosy s kapalnym amoniakem v auto-
kldvu pfi teploté 100 % v pf{tomnosti nebo bez p¥fitomnosti katalyzdtoru /chloridu nebo
octanu amonného/ /patentovy spis USA 2 884 411/. Soud4stl tého¥ patentového spisu jsou pff-
klady p¥ipravy D-glukosaminu z D-fruktosy nebo D-glukosy a vodného amoniaku pfi teploté varu
za normdlnfho tlaku,

V dal¥{m p¥ipad¥ je vychozi ldtkou pro p¥ipravu D-glukosaminu l-amino-l-~deoxy-D-fruk-
tosa, kterd se uvede v reakci s kapalnym amoniakem v autokldvu bud p¥i 95 a% 105 O¢ nebo
p¥l teplotd mistnosti /patentovy spis USA 2 918 462/.

Vyt8¥ky D-glukosaminu p¥i p¥f{pravé z D-fruktosy a kapalného amoniaku jsou v citovanych
patentovych spisech uddvény v rozmez{ 19 a¥ 24 %, pfiZemZ ve vodném prostfeai a zejména
v pfipadé pt{pravy z D-glukosy klesajf. Vyhodn&js{ je v tomto ohledu vyuZit{ l-amino=-l-deoxy=-
-p-fruktosy, komplikujfc{m faktorem je ale pifprava této vychozi ldtky.

Mimo uvedenou patentovou literaturu je o syntetickou p¥ipravu D-glukosaminu minimdlni
zdjem. % dostupnych zdrojd lze uvést prdci popisujfcf dvoustupfiovou pifpravu D-glukosaminu
2z D-fruktosy reakc{ s metanolickym amoniakem p¥i teplot& mistnostl v p¥ftomnosti chloridu
amonného (Heyns K., Paulsen H., Eichstedt R., Rolle M.: Chem. Ber. 90, 2 039 /1957/), pt¥item%
D-glukosamin md vznikat b&hem druhého, odd¥leného stupn& reakce po odstran&ni amoniaku a p¥i-
davku kyseliny jantarové pﬁi teploté 4_°C. D-glukosamin, ve vyt&fku 12 %, vznikd zfejmé
cestou Heynsova p¥esmyku (Heyns K., Koch W.: Z. Naturforsch. 70, 486 /1952/, Beyns K.,
Eichstedt R., Meinecke K.-H.: Chem. Ber. 90, 2 039 /1955/, Carson J, F.: J. Amer. Chem. Soc.
78, 3 728 /1956/).
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VitéZek je oviem pro preparativnf vyufit{ mdlo uspokojivy.

Postupy, které jsou uvddény v dostupnych literdrnich pramenech, splfiujf vidy jen nékte-
r§ z po¥adavkl, vyznamnych pro p¥fpravu znadeného D-glukosaminu. Spolednym nedostatkem po=-
stupl, které by vyhovovaly jednoduchostf vZetné dostupnosti vychoz{ 1ldtky je nizs{ vytéi-
nost. P¥i préci ve vodném prostf¥ed{ nebo p¥i vyZ&fch teplotdch a tlacich je prib&h reakci
slofit&jsf, pfibyvd vedlejifch produktd /hn&dnut{ reakinich sm&s{/ a omezuje se moZnost re-
generace vychozi létky a tim zvySuje ztrdtovost, co¥ je obzvl4itd ne¥ddouci p¥i p¥ipravé
izotopy zna¥enych sloutenin.

; VySe uvedené nedostatky odstrafiuje zplisob p¥{pravy D-glukosaminu znadeného radioizoto-
pem 14C nebo stabilnim izotopem 13C, jeho¥ podstata spodfvd v tom, Ze D-fruktosa se uvede
v reakci s methanolickym nebo ethanolickym amoniakem, p¥ipravenym nasycenim p¥isludného al-
koholu p¥i O %, s vyhodou pfi teploté 18 aZ 24 °c po dobu 15 a% 18 dndt v uzavieném systému
v p¥{tomnosti jednoho nebo vice katalyzdtorl vybrangch ze skupiny zahrnujficf kyselinu benzo-
ovou, kyselinu salicylovou, kyselinu gallovou, -kyselinu jantarovou a kyselinu glutarovou,

v¥hodn& v celkovém mno¥stvi 0,03 a¥ 0,09 mmol na 1 mg vychozi D-fruktosy.

Do reakdnf sm&si se mi¥e p¥idat chlorid amonny, s vyhodou v muo¥stvi 0,008 a% 0,025 mmol
na 1 mg vychozf D-fruktosy. ’

Provddf-1i se reakce v p¥ftomnosti chloridu amonného, miZfe se katalyzgtor, vybrany ze
skupiny kyselin, p¥idat aZ v jejim prib&hu, s vyhodou po 8 a% 10 dnech.

Vyhodou tohoto zplsobu p¥fpravy D-glukosaminu, znafeného radiocizotopem 14¢ nepo stabil-
nim izotopem 13C spodivd v tom, Ze:

- yyt&inost D-glukosaminu je vyznamn® vyZ¥{, neZ u dosavadnich postupd, vychdzejfcich z D~
~fruktosy nebo D-glukosy,

~ umoZfiuje regenerovat kolem 50 % vychoz{ D-fruktosy, kterou je mo¥no vrdtit do reakce a tim
vyt&¥nost ddle zvysit, :

- reakce probfh4 za mirnych podminek a provedenf je jednoduché.

Zplsob podle vyndlezu je ddle objasnén v ndsledujfcich p¥fkladech provedeni.
p¥fklad 1

"D—/U~14C/-Fruktosa /84 MBg/ se vysuSi vakuovym vymrazenim, pfidd se 5 ml bezvodého metha=- -
nolu, 2 mg pevného chloridu amonného a nasyti plynnym amoniakem p¥i O °Cc. Reakini smés se
nechd stdt v dobfe uzaviené bafice p¥i teplot& 20 aZ 22 °¢ a po 3 a 6 reakénich dnech vzdy
nasyt{ plynnym amoniakem p¥i O °c. Po 9 dnech reakce se pfidd 0,5 ml roztoku 5,9 mg kyseliny
jantarové v bezvodém methanolu a op&t nasyti amoniakem. Syceni se ddle opakuje po 12 a 15
dnech reakce. Po 17 dnech reakce se sm&s ochladf{ mna O aZ 5 Oc, roztok se oddekantuje od vy-
loudeného janﬁaru amonného, vakuovd odpaff p¥i co nejniZ#f teplot& ne zcela k suchu a p¥idd
se 0,003 mmol kyseliny chlofovodikové v 0,2 ml vody. D—/U—14C/—Glukosamin ve formé& hydro-
chloridu se izoluje preparativn{ papfrovou chromatografif v soustavé n-butanol-ethanol-voda
.‘/55:33:12/ na papife Whatman 3 soudasn& s druhym podflem, zfskanym po promyt{ jantaranu
amonného studenym methanolem do odstran&nf radioaktivity, zahuSténf a okyselen{ a soucasné

s D—/U—14C/~fruktosou.

Celkovy radiochemicky vytéZek hydrochloridu D-/U—l4c/—glukosaminu 32,7 MBq, tj. 39 %
a D-/U—léc/-fruktosy 43,7 MBgq, tj. 52 %.

P¥fLfklad 2

Dr/U-l4C/—Fruktosa /115 MBg/ se vysud{ vakuovym vymrazenim, p¥idd se 8 ml bezvodého
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ethanolu, nasyt{ se plynnym amoniakem p¥i O % a prid4 0,5 ml roztoku smési 5,5 mg kyseliny
glutarové a 2,5 mg kyseliny salicylové v bezvodém ethanolu. Reak&n{ sm&s se nechd stét

v dobfe uzaviend baiice po dobu 15 dnfl, ptidem? kafdy druhy a¥ t¥et{ den se opakovan& nasyti
amoniakem p¥i O ©c. Poté se zpracuje jak uvedeno v p¥ikladu 1. .

Radiochemicky vyt&Zek hydrochloridu D-/U—l4c/—glukosaminu 42 MBq, tj. 36,6 % a D-/U-
Mo/ fruktosy 60,9 MBg, tj. 53 . :

P¥{iklad 3

D-/U~14C/—Fruktosa /63 MBg/ se vysudf vakuovym vymrazenim, p¥idd se 10 ml bezvodého
methanolu, 3 mg pevného chloridu amonného, Q,5 ml roztoku €,8 mg kyseliny benzoové ¢ bezvo-
dém methanolu a nasyt{ se plynnym amoniakem p¥i O OCc. Reakén{ smés se nechd stdt pfi teploté
24 °C v dob¥e uzavrené bafice, prlcemi se pribd&¥n& sytl amoniakem p¥i O ©¢ ka¥dy druhy a¥
t¥et{ den. Po 18 dnech reakce se smés zpracuje jak uvesleno v pE¥fkladu-l.

Radiochemicky vyt&Zek hydrochloridu D-/U—14c/—glukosaminu 20,4 MBq, tj. 32,4 % a D-/U~
~140/-fruktosy 30,7 MBq, ti. 48,8 .

PREDMET VYNALEGZU

14C nebo staﬁilnim izotopem

1. zpisob p¥ipravy D-glukosaminu zna&eného radioizotopem
130 vyznaseny tim, ¥e znadend D-fruktosa se uvede v reakci s methanolickym nebo ethanolickym
amoniakem, p¥ipravenym nasyceniﬁ pfisluiného alkoholu pfi O °C, s vyhodou p¥i teploté& 18 a%
24 °¢ po dobu 15 a¥ 18 dnd v uzavfeném systému v pfitomnosti jednoho nebo vice katalyzdtord
vybranych ze skupiny zahrnujici kyselinu benzoovou, kyselinu salicylovou, kyselinu gallovou,
kyselinu jantarovou a kyselinu glutarovou, vyhodn& v celkovém mnoZstvi 0,03 a% 0,09 mmcl na

1 mg vychozi D~fruktosy.

2. zplsob podle bodu 1 vyznafeny tim, Ze do reakZni sm&si se p¥idd chlorid amonny,
s vyhodou v mno¥stvi 0,008 aZ 0,025 mmol na 1 mg vychoz!{ D-fruktosy.

3. zplsob podle bodu 2 vyznadeny tih, fe katalyzdtor, vybrany ze skupiny kyselin se
p¥idd a¥ v pribdhu reakce, s vyhodou po 8 a% 10 dnech.

Severografia, n. n., MOST Cena 2,40 Kés
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