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Vyndlez sz tyka zplsobu vyroby ncvych
am'nocukrovych d2rivatd. Dale se zda pou-
kazuje na farmac:utick? smési, které obsa-
huji tyto am'nocukrové derivaty jako ucin-
né latky, stejné jako na Fizeni vymény u-
hlohydrat u lidi a zvirat potladovanim gly-
kosid-hydroldz pomoci téchto aminocukri,
jako napfiklad pro oSetfovani Diahetes, oty-
losti a zvySeného mnoZstvi tuku v Kkrvi.

Je zndamo, Ze iada mikroorganismit tfidy

CHOH OH ' OH CH3
0
H =\ Ho
n, CH OH H

kde

p1 znamend ¢islo 1 aZ 7 a

nz znamend d¢islo 1 aZ 7, priemZ soucet
ni1a nz mé hodnotu 2 az 8.

Vidy podle hodnoty soudtu ni-+nz maji
tyto aminocukrové derivdty prevazné ucinek
potladujici plisobeni amyldzy nebo sacharé-
zy. Tak aminocukrové derivaty, které smeé-
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Aktinomycet potladuje tvorbu glykas'd-hy-
drolaz, pridemZ se vidy podle podminek pfi
péstovani ziskdvaji inhih'tory s Géink2m po-
tlaguiicim plevdzné amylazu nebo sachardazu
(viz napfriklad americké patentové spisy
3876766, 3 8550606 a 3 879546).

Nyni byl objeven zplisob vyroby novych
aminccukrovych decrivatd obecného vzorce
I

Bt

Fuji k potlatovani plisobzni amyldzy- jssu
derivaty s ni-+nz=4 az 8, zvlast®& s ninz=
=4 a 5. Aminocukrové derivaty, které smé-
uji k potladovant plsobeni sachardzy jsou
derivaty s ni+fne=1 aZ 3, ucelné ] 111—%112—"
=2 a% 3 a s vyhodou s n1=2. Cie

Kromé toho bylo objeveno, Ze se s prekva—
penim dosahuje rin “vivo - silného. potladeni
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odbouravani skrobfi aminocukrovymi deri-
vaty s ni-+ng=1 aZ 3, zvlastd s n1=2.

Zplsob vyroby aminocukrovych derivati
.podle vynalezu se provadi tim, Ze se kulti-
vuji kmeny SE 50 (ATCC 31042}, SB 18
(ATCC 31041), SE 82 (ATCC 31 045), SE 50/
/13 {ATCC 31 043) a SE 50/110 (ATCC 31 044)
rodu Actinoplanaceae aerob v pevném nebo
tekutém Zivném prostfedi, které obsahuje
zdroj uhliku a dusiku, stejné jako soli a
prostfedek zabraiiujici pénéni, pfi teploté
15 aZ 45°C a pH 5,0 aZ 8,5 a poZadované
sloudeniny se o soh& zndmym zplsobem
izoluji.

V tvahu pro. vyrobu aminocukrovych de-
rivatl podle vyndlezu tedy prichédzeji kmeny
SE 50 (ATCC 31042, CBS 961.70), SB 18
(ATCC 31041, CBS 957.70) a SE 82 (ATCC
31 045, CBS 615.71), stejné jako mutanty ne-
bo varianty téchto kmentl. Zv1last& dobi'e

se- pFitom- osvedduji-s -ohledem na vytéZek - ---

ziskanych aminocukrovych derivatd kmeny

SE 50/13 (ATCC 31043, CBS 614.71) a SE '

50/110 (ATCC 31 044, CBS 674.73). Oba kme-
ny odpovidaji svym popisem co nejvice
pivodnimu kmeni SE 50 (ATCC 31042, CBS
971.60), ze kterého byly ziskdny pfirozenou
selekc! bez vyvoldvani zmén. .

Pro p#&stovani mikroorganismi se pouZiva-

ji pevné nebo tekuté, zvlasté viak tekuté,
vodné Zivné pidy, které obsahuji v obvyk-
12 koncentraci zndmé vychozi latky pro uh-
lik a dusik, soli a prostfedky zabraiiujici pé-
ngnt v b&Zné koncentraci.

Jako vychozi latky pro uhlik slouZi pre-
vazné uhlohydraty, zvlasté Skroby, maltoza,
glukéza, stejné jako komplexni smési latek,
jako napfiklad b&Zné komer¢éné dostupny
sladovy extrakt.

Jako vychozi{ latky pro dusik pfichéazeji
v tvahu o sob& zndmé komplexni smési 14-
tek, jako napiiklad kaseinovy hydrolyzat,
kvasnicovy extrakt, pepton, rybi mouc¢ka, ma-
sovy extrakt, dale také smési téchto vycho-
zich latek, stejné jako jednotlivé aminoky-
seliny a/nebo amoniové soli jako zdroje du-
siku.

Péstovani mikroorganismii se provadi a-
erobné v provzdusiiovanych tfepanych kul-
turdch nebo v obvyklych nddobach pro kul-
tury.

Druh koncentrace uhlikaté latky pouZiva-
né jako vychozi latka ovliviiuje ve spojitosti
s kmenem pouZivanym pro fermentaci druh
pfevdZné vznikajiciho koneéného produktu.

Tak napfiiklad v Zivnych roztocich, které
obsahuji 2 hmotnostni % 3$krobd, tvofi se
piedevsim sioutenina s n1 + nz = 4 aZ 8.
Pro vyrobu téchto aminocukrovych dezivatl
s ni -+ nz = 4 aZ 8 je zvlasté vhodny kmen
SE 50/13 (CBS 614.71).

Pokud Zivny roztok obsahuje dostatek glu-
kézy (asi 3,5 hmotnostniho %) postati v§ak
jiZ 0,1 aZ 3 hmotnostni % 3krobd, aby se
ziskaly pFfevdZné smési aminocukrovych de-
rivatdl s n1 4+ nz = 4 aZ 8. VSechny takto
ziskané aminocukrové deriviaty se mohou

_.derivaty s n1 -

4

pouZivat jako vychozi slouceniny pro vyrobu
nizgich homologli postupem spodivajicim v
chemické nebo enzymatické hydroalyze.
Aminocukrové derivaty s nt -+ nz = 1 aZ
4 se v prevadZzném méritku ziskaji, kdyZ se
pracuje v Zivném roztoku prostém Skrobu.
Zv14sté priznivé pritom plisobi pfidavek mal-
tozy k Zivnému roztoku. Tak se ziskaji na-
priklad pFi priddni maltCzy a za pouZiti kme-
ne SE 50 (CBS 961.70) smési amniocukro-
vych derivath s pFevaZné ni nz = 2 az 3.
Tvorby aminocukril s n1 = 1 se zv14a5t& dosa-
huje tim, Ze se jako vychoziho materidlu pro
uhlik pouZije pouze glukdzy. Zde je tieba
dat pozor na to, Ze pri prebytku glukodzy pri
déletrvajici fermentaci wvznikaji také vy-
sokomolekuldrni aminocukrové derivaty.
Pokud se pouZije Zivny roztok, ktery ne-
obsahuje glukdzu a k nému se jako vyhrad-
ni vychozi ladtka pro uhlik pridd maltdza,
ziska se ptevaZné aminecukr s n1 4+ nz = 2.
V technicky vyhodné formé provedeni se mi-
7e pritom &'std maltdza nahradit levn&jsim
produktem, jako napfiklad malzinem, to je

plirodnim komerdné dostupnym sladovym

extraktem.

Jako zvlasté vhodny pro vyrobu aminocuk-
krovych derivatd, které prevdZn& obsahuji
nz = 1 aZ 3, se osvédcil
kmen SE 50/110 (CBS 674.73).

Tento kmen poskytuje vyiéZky nizkomo-
lekuldrnich aminrocukrovych derivatdl, které
jsou asi dvojndsobné, neZ jaké se ziskaji s
kmenem SE 50/13 (CBS 614.71).

Péstovani mikroorgan‘smit se provadi o-
becnd pri inkubaénich teplotdch mezi 15 a
45°C, s vyhadou mezl 24 a 32°C. Pri pouZ'-
ti kmendi SE 50 (CBS 961.70) nebo SE 50/13
(CBS 614.71} se tak ziskaji aminocukrové de-
rivaty s n1 -} nz = 4-aZ 8 p¥i vy33i teplotg,
napiiklad 28 °C, zatimco pfi niZ8i teplotg,
naptiklad 24°C, pifkladné kmeny SE 50
(CBS 961.70) a SE 50/110 (CBS 674.73) tvo-
Fi v pFevaZném rozsahu aminocukrové de-
rivaty s ni -+ nz = 1 az 3.

Doba p8stovani obecn& ¢ini 1 aZ 8§ dnd,
s vyhodou 2 aZ 6 dnl. Del3i doba pé&stovini,
zv1a5td v souvislosti s pFebytkem uhlohydra-
tii v Zivném prostfedi podporuje tvorbu a-
minocukrovych derivatl s vy38imi hodnota-
mi n1 -+ nz.

Hodnota pH v prostiedi kultury se méuil
obecné wod 5,0 do 8,5, prfetemZ hodnoty pH
6,0 aZ 7,0 jsou vyhodné.

Konec fermentace se urduje obecn& sta-
novenim potlagovaciho Géinku v enzymatic-
kém inhibiénim testu, stejné jako stanoveni
sloZeni fermentaéniho prostfedi chromato-
grafii na tenké vrstvé.

Qddslovaui a izolace jednotlivych amino-
cukrovych derivatii podle vyndlezu vychdzi
bud z mikrobiologickych kultivaénich bujo-
nit nebo z hydrolyzatli, popiipad& inkubac-
nich smési, ve kterych s2 provede enzyma-
tické a/nebo mikrobiologické odbourdvani
vysokomolekuldrnich aminocukrovych deri-
vatd.
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Zpracovéni se provddi riiznymi zpilisoby
vZdy podle hodnoty pro ni -+ nz Tak se po-
stupuje pri vyrobg gistych aminocukrovych
derivati s n1 4+ nz = 1 aZ 4 obecné tim zpl-
sobem, Ze se popfiipadé po predchozim cd-
dsleni mycel piislusny kultivaéni bujon ne-
bo hydrolyzat zpracuje s aktivnim uhlim pii
neutralnim pH a potom se aminocukrové de-
rivaty védzané na aktivnim uhli desorbuji
zpracovanim aktivniho uhli s vodnym alko-
hnlem nebo acetonem, s vyhodou s 50 aZ
80 % acetonem. Zv14§té kvantitativné desorp-
ce se pFitom odpafi p¥i hodnoté pH v kyse-
1ém rozmezi 1,5 aZ 4, s vyhodou 2 aZ 3.

V piipad#, Ze oddélené kultivacni bujony
nebo hydrolyzaty jsou velmi tmavé zbarve-
né, ukazuje se jako vyhodné, aby se pred
shora popsanym zpracovanim s aktivnim uh-
lim pfi kyseld pH nejprve zpracovaly s ak-
tivnim uhlim nebo absorp&nimi pryskyfice-
mi, jako komer&n& dostupnym Laxapolem Ca
9221 (zrn&ni 0,35 mm, vyrobce firma Bayer
AG) p¥i hodnot& pH 2 aZ 6, s vyhodou 2 aZ 3
a tak se dosdhlo odbarveni. Aktivni uhli vé-
%e¢ pritom v kyselé oblasti s vyhodou pouze
barvivo a nikoli aminocukrové derivaty.

Oddslovani jednotlivych aminocukrovych
derivatil podle vyndlezu z desorbétu aktivni-
ho uhli ziskaného jak shora popséno se po-
tom provadi obecng& tim zpiisobem, Ze se ten-
to desorb4t vede pies o sob& zndmy kysely
katex, jako naptiklad Dowex 50 W (vyrabi
firma Dow Chemicals) (pH 1 aZ 8 s vyhodou
2 aZ 4; pri niZsi iontové sile odpovidajici vo-
divost <10 mS.cm~1, s vfhodou <2 mS.cm~1).
Jednotlivé aminocukrové derivdty se pritom
va?i na katex. Na takové katexy lze vézat
zv14a5té vyhodné piitom aminocukrové deri-
vaty z acetonového roztoku (50 aZ 80 % a-
cetonu, pH 1 aZ 5, s vfhodou 2 aZ 4).

Selektivni desorpce aminocukrovych devi-
vattt podle vynédlezu z katexi se potom pro-
vadi checné za pouZitl vodnych kyselin nebo
bazi jako elu¢nich ¢inidel, pficemZ se s vy-
hodou pouZivd amoniaku nebo Kyseliny chlo-
}‘ovodikové o koncentracich 0,01 az 1 val/
litr.

Z jednotlivych desorbatl se potom piislus-
ny aminocukrovy derivét dostane po neutra-
lizaci desorb&tu slab& Kyselym nebo bazic-
kym ionexem nebo po odstranéni baze, po-
pFipadé kyseliny ve vakuu, v pfipadé t&ka-
vych béazi nebo kyselin, po odpafeni roztoku
lyofilizaci nebo vysraZenim organickymi roz-
poustédly, s vyhodou acetonem.

Dale jo moZné nizkomolekuldrni amino-
cukrové derivaty odvozené od inertnich sa-
charidit odd&lovat chromatografii na tonexu
na bazi celulézy, s vyhodou na bézi fosfor-
celulozy (vyrédbi firma Serva, Heidelberg]).
Jako eluéni &inidlo se piitom pouZivaji puf-
ry, s vfhodou fosfatovy pufr, o malé iontové
sile s vfhodou 2 aZ 100 mM, zvlasté 5 aZ
10 mM, v rozmezi pH 2,5 aZ 8, s vyhodou 5
a? 6. Predpokladem pro G&inné frakcionova-
ni je pritom pokud moZno nepatrny obsah so-

li v pripravcich urdenych k frakcionovani,
jejichZ barevné latky méné rusi.

K vyrob& ¢gistych jednotlivich aminocuk-
rovych derivatd se chromatografuji potom
predg&isténé preparaty pres vhodné moleku-
larni sito, napfiklad gel Bio-Gel P-2 (vyrabi
firma Bio-Rad, Mnichov), a frakce eluatu se
podrobi chromatografii na tenké vrstveé.
Frakce, které obsahuji Cisté sloueniny po-
dle vyndlezu se spoji, opét chromatografuji a
potom po odpafeni lyofilizuji nebo pomoci
organického rozpoustédla sraZi, jako je po-
psdno shora.

V3echny-aminocukrové derivaty se vyzna-
guji tim, Ze pii kyselé totalni hydrolyze tvo-
¥l ,,sloZku I vzorce CisH2107N, stejné jako
glukézu. Pro ,sloZku I byl odvozen tento
strukturni vzorec:

OH
HO 0
OH
N (“slozka L")

H
H-C-OH

| :
CHy .

HOHC

Potateéni &len rady aminocukrovych de-
rivatli podle tohoto vyndlezu md jednu glu-
kdzovou jednotku. Tato sloufenina je bez-
barvd amorfni latka s dobrou rozpustnosti
ve vodg, dimethylformamidu, dimethylsulfo-
x"du, methanolu a horkém ethanolu. P¥i chro-
matografii na tenké vrstvé za pouZiti ethyl-
acetdtu, methanolu a vody v poméru 10:6:4
mé tato sloudenna hodnotu R; 0,46 (maltd-
za = 0,50 a glukjza = 0,65) na silikagelo-
vé folii F 1500 [Schleicher a Schiill] a 0,47
(maltéza = 0,54 a glukdza = 0,66) na sili-
kagelovych deskdch F 254 [Merck, Darm-
stadt].

PP pouZitl postfikového cEinidla dusi¢nan
stf¥ibrny a hydroxid sodny se dostane hnédo-
gerné vybarveni p¥i teplot&é mistnosti nebo
po nepatrném zahfivani.

Sloutenina se silyluje spoleéné s D-glu-
kazou jako standardy ve smési z pyridinu
(1), trimethylchlorsilanu (0,5) a N-methyl-
-trimethylsilyltrifluoracetamidu (1) a potom
se podrobi chromatografii ve sklenéném
sloupci dlouhém 1,8 m naplnéném 3 % SE 30
silikonového elastomeru (Packard) na chro-
mosorbu WAW.

VstFikovaci teplota a teplota detektoru Ci-
ni 300°C. Teplota pece je 220°C, isotermné
a# do eluovani a- a g-D-glukézovych standar-
dii. Potom se teplota zvy3uje rychlosti 15°C
za minutu aZ na 300 °C.

PouZiva se plamenovy ionizaéni detektor,
pficem? se zavddi dusik jako nosny plyn
rychlosti 40 ml/minutu, vzduch jako spalny
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plyn rychlosti 80 ml/minutu a vodik rychlos-
ti 20 ml/minutu. Sloutenina mé retenéni do-
bu 16 aZ 17 minut («-D-guk6za = 3 minuty,
3-D-glukéza = 4 minuty a sachardza = 12
aZ 13 minut).

Odpatenim methanolického roztoku ziska-
ny nekrystalizujici vzorek sloudeniny se roz-

pusti ve vodé a stanovi se specifickd opticka
rotace [a]p = +134,3°,

NMR spektrum v CD3;0D p¥i 220 MHz je
zndazornéno na obr. 1 (prvai soufadnico-
vd osa = ¢ ppm).

Prevlddajic znaky NMR-spektra jsou u-
vedeny v tabulce 1.

Tabulka 1
vV ppm Multiplicita Relativni intenzita
1,3 dublet, | =6,5 Hz 3 H
2,3 Jtriplet, Jta ]2 8 aZ 10 Hz 1 H
3,15 ntriplet” J1a J2 7 aZ 9 Hz 1 H
3,3--3,9 signély nejsou jenotlivé pFifaditelné 12 H
4,13 AB-systém, ] = 12 Hz 2 H
448 a } dublet, | = 7 Hz } 1H
5,1 dublet, ] = 2,5 Hz
49 singlet 11 H
za deuterium vy-
ménéné protony
5,0 dublet, ] = 2 aZ 3 Hz 1H
(t&Zko rozeznatelné)
5,8 dublet, ] = 3 aZ 4 Hz 1H
(t&Zko rozeznatelné) 33 H-

KdyZ se tato sloudenina nechd reagovat 784 (36 % r. 1),
ve smési’ acetanhydridu a pyridinu v po- 783 (34'% r. 1.),
méru 1:1 p¥i teplotd mistnosti, ziskd se de- 759 {34 % r. I.),
kaacetylovy derivat (molekulovd hmotnost: 556 (36 % r. I.),
903). NMR-spektrum dekaacetylového deri- 496 (37 % r. 1) a

vatu je zndzorn&no na obr. 2.

Pokud ze reakce provadi v ethylacetdtu a
acetanhydridu v poméru 1:1 s katalytickym
mnoZstvim kyseliny sfrové, tak lze doké&zat
hmotovou spektroskopii vedle dekaacetylo-
vého derivatu také vznik undeacetylového
derivdtu (molekulovd hmotnost: 945).

Hmotové spektrum dekaacetylového deri-
vélu mé& molekulovy pik pFi 903 (2,5 % re-
lativni intenzita) a zdkladni pik pfi 843. DG-
leZité dil&i piky ve shora uvedeném rozsahu
hmotového spektra jsou 844 (55 % relativni
intenzita [d4le r. 1.])

OH OH cu,
| Y0
HO N

H

CH,O0H H
NMR-spektrum zv]asté ukazuje, Ze sloude-

niné obecného vzorce Ila prislusi struktura
0-/4,6-bisdesoxy-4-[1-S-(1,4,6/5)-4,5,6-tri-

OH OH 43

436 (29 % r. 1.).

Methylace s CHs]J/NaH v dimethylsulfoxidu
podle Hakomoriho poskytuje jako hlavni
produkt dekamethylovy derivdt a v malém
mnoZstvi také undekamethylovy derivét.

Molekulevé spektrum ma molekulovy pik
pti 623 (6,1'% relativni intenzita) a zdklad-
ni pik p¥i 535. Druhy molekulovy pik se po-
zoroval pfi 637 (0,% relativni intenzita).

Spektroskopickd data a chemické vlast-
nosti ukazuji, Ze sloufenina mé strukturu
vzorce lla

CHOHo

0 OH

OH
(11a.)

hydnowxy—3-hydroxymethylcyklohex-z-en-
-1-ylamino | -¢-D-glukopyranosyl/-(1—4)-
-D-glukopyranézy souhlasnd se vzorcem IIb
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Nasledujici ¢len Fady (nt - nz = 2) ma
celkové sloZeni C2sH43018N a je dobie ve
vod& rozpustny produkt. PFi chromatografii
na tenké vrstvé ma hodnotu R; 0,35 na sili-
kagelové f6lii F 1500 a 0,33 na silikagelo-
vych deskdch F 254 pfi pouZiti shora popsa-
nych systémi.

Opticka rotace ve vodd [«]p je 4167 %.

NMR-spektrum v D20 p¥i 220 MHz ukazuje
obr. 3 al3C-NMR-spektrum obr. 4.

Methylace jako je popsand shora poskytu-
je tFinactkrdat methylovanou slouCeninu a v
malém mno¥stvi také détrndctkrdt methylo-
vany produkt.

Hmotové spektrum methylovaného pro-

duktu mé& molekulovy pik 827 (1,5 % rela-
tivni intenzita) a odpovidd suméarnimu vzor-
ci CssHesNO1s. Druhy molekulovy pik s 0, 1%
relativni intenzitou je pri 84L.

OH OH c:H3

CHEH -
CHOH
HO 0
| OH

OH OH HO

(111a)

pricemZ tomuto druhému ¢lenu Fady amino-
cukrovych derivatl podle vyndlezu prislusi
struktur O-/4,6-bisdesoxy-4-[15-(1,4,5,6/5)-
—4,5,6-trihydroxy-S—hydroxymethylcyklo—

10

(11b)

739 (27 % r. 1.)
592 (3,7% r.1.)
535 (30% r. I.)
388 (9% r. 1)
386 (13 % r. 1.)
284 (13% r. 1.)
187 (12% r. 1.)
171 (40 % r. I.)
101 (349% r. 1)
88 (25 % r. 1.)
75 zékladni pik.

7 chemickych a spektroskopickych vlast-
nosti vyplyvd, Ze sloud¢enina maé strukturu
vzorce Illa:

HO OH

heX-Z—en—l-ylaminoﬁ] -¢-D-gylkopyranosyl/-
-[1~4)-0-¢-D-glukopyranosyl-(1-4)-D- |
-glukopyrandzy souhlasi se vzorcem IIIb
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NejbliZ§i vyssi ¢dlen fady (n1 4 nz = 3)
se dostane ve dvou isomernich forméch, p¥i-
¢em? jedna z obou isomernich forem vnika
prevazné.

Pii kyselé &astedné hydrolyze se mohou
obé isomerni sloudeniny §tépit na prvni ¢len
Ffady (m1 + n2 = 1) a glukézu v molarnim
poméru 1:2.

12

Produkt pFitomny v men3im mnoZstvi je
sloudenina O-/4,6-bisdesoxy-4-[1 S-(1,4,6/S)}-
-45 6-trihydroxy-3-hydroxymethylcyklo-
hex-2-en-1-ylamino }-«¢-D-glukopyranosyl/-
-(1-4)-0-¢-D-glukopyranosyl-(1-4])-
0-¢-D-glukopyranosyl-(1-4)-D-glukopyra-
ndza souhlasici se vzorcem IV:
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HO,

(A

HO

HOHD

OH

HO

HOHO

OH

HO

HOHO

OH
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Isomerni produk: pfitomny ve v8t§im mnoZz- hex-2-en-1-ylamino]-«-D-glukopyranosyl/-
stvi je sloudenina O-/4,6-bisdesoxy-4-[1 S- -(1-4)-0-¢-D-glukopyranosyl-(1-4])-D-
-(1,4,6/5)-4,5,6-trihydroxy-3-hydroxymethyl- -glukopyrandza souhlasici se vzorcem V:

-4-0-¢-D-glukopyranosyl-(1-4)-cyklo-



197288

OH

OH



197288

15

Tyto isomery maji na deskach F 1500 za
pouZiti n-butanolu, ethanolu a vody vV pomé-
ru 50:30:20 hodnotu Rgykoz 0,41 aZ 0,46. PTi-
tomnost isomer@i se strukturou vyznagenou
vzorcem V lze dokdzat, kdyZ se produkt hyd-
rogenatniho odbourdvani (palddium na ak-
tivnim uhli) analyzuje. Pat¥{ témto produk-
tm odbouravani:
3-hydroxymehyl-4,5,6-trihydroxy-{4-0-a-D-
-glukopyranosyl- [1]] -cyklohexan,
0-(4-amino-4,6-bisdesoxy-«- -D-gluko-

CHQOH .CH OH

HOQ@Q

HO OH ‘OH OH:

CH OH

CHOH . CH,

+l—£N'

HO OH OH OH

Pritomnost isomerd struktury vyznagengé

ve vzorci IV 1ze dokézat tvorbou validatolu a

0-(4-amino-4,6-bisdesoxy-a-D- glukopyranosyl-

]
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P¥i° dalsich zkouskdch se isomery s
ni 4 nz = 3 podle zndmych metod methylu-
ji, hydrolyzuji a redukuji natriumborhydri-
dem, acetyluji a analyzuji plynovou chroma-
tografu Zatimco sloudenina obecného vzor-
ce IV poskytuje pouze 1,4,5-tri-O-acetyl-
-2,3,6-tri-O-mehyl-D-glucitol, poskytuje slou-
tenina obecného vzorce V 1,4,5-tri-O-acetyl-
-2,3,6-tri-0-methyl-D-glucitol a 1, 5-di-O-
acetyl 2,3,4,6-tetra-0-methyl-D- glu01tol v mo-
larnim poméru 2:1. Isomery s n1 -+ nz = 3
vzorce 1V a vzorce V se nedegraduji g-amy-
ldzou.

Isomerni sloudeniny vzorct IV a V se od-
d&luji chromatografii na kyselé iontoméni-
gové pryskytici s 0,025 N kyselinou chloro-
vodikovou, jako eluénim &inidlem.

Produkt s ni + nz = 4 se hydrogenuje
na paladiu na uhli, jako katalyzatoru. Ne-
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pyranosyl)-(1-4))-0-«-D-glukopyranosyl-
-(1-4)-D-glukopyrandza a glukdza.

ProtoZe pfi tomto odbourdvdni C—N-vaz-
ba v alkylové poloze se 5tépi a hydrogenuje
vodikem je jasné, Ze tato sloudenina, Ktera
je vzhledem ke sloucening vzorce IV isomer-
ni, se pfeméni na slouceninu vzorce IIl a
nebo vzorce IlIb, je v8ak p¥itomna dalsi glu-
kopyranosylovd skupina v poloze 4 cyklo-
hexenového kruhu.

CHOH

CH,OH

OH OH

CHOH
th

-(1~4) —O—aﬂ-D:glukopyr'énosyl- (1-4)-
-0-¢-D-glukopyranosyl- (1-4)-D-gluko-

" pyrandzy.

CH,OH

o
oH Pd(C)H, A

OH OH OH OH OH OH OH OH

CH,OH CHOH v

pazicky produkt hydrogenolyzy se oddéli
pres kysely ionex a rozdgli preparativni chro-
matografii na tenké vrstvé. Po acylaci se i-
dentifikuji hmotovou spektrometrii tyto dva
pseudotrisacharidy jako hlavni produkty od-
bourdvani: ) '

CHOH CHOH CH,0H
0 0]

HO 0 o)
HO OH OH OH OH OH

(jako dekaacetdt s molekulovym pikem pri
m/e = 906) a
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CHOH CHOH  CH,
0 0
HO 0 0

HO OH OH OH OH OH

(jako nonaacetdt s molekulovym pikem pfi
m/e = 848).

Znacné prevlddajici hlavni soudédst slozky
5 je tudiZ isomer odpovidajici vzorci VI s
glukosidicky na cyklitolovém zbytku véaza-
nou maltdézovou jednotkou.

Tato struktura je také jako vysledkem
odbourdvani s g-amyldzou, pri kterém pie-
vazZna Cést sloZky s n1 + nz = 4 se degradu-
je na slouceninu vzorce III a maltdzu.

SloZka s n1 4 nz = 5 se chovd pii odbou-
rdvani s g-amyldzou takto:

PribliZzné 90 % se degraduje na sloudeni-
nu vzorce V a odpovidajici mnoZstvi na mal-
tozu, z &ehoZ vyplyva, Ze isomerni malto-
zova jednotka védzand glykosidicky na cykli-
tolovy zbytek je hlavni sloZkou produktu;
asi 10 % se g-amyldzou nedegraduje.
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Vyssi Clenové Fady, ktefi obsahuji 4 aZ
8 glukdjzovych jednotek o molekulové hmot-
nosti 969 aZ 1617 nemohou tolik potladovat
plisobeni sacharozy.

Chromatografie na tenké vrstvé p¥i pouZi-
ti n-butanolu, ethanolu a vody v poméru
50:30:20 poskytuje na silikagelovych des-
kdch F 1500 hodnotu Rguioz:

0,30 aZ 0,34 4 glukozové jednotky,
0,21 aZ 0,23 5 glukézovych jednotek,
0,14 aZ 0,16 6 glukézovych jednotek a

0,09 aZ 0,11 7 gluk6zovych jednotek.

Jako u niZ8ich &lenti této Fady poskytuje
totdlni kyseld hydrolyza, ,,sloZku I a gluké-
zu a navzdjem odliSnych moldrnich pomé-
rech, totiz 1:4, 1:5, 1:6, 1:7 a 1:8 (pFigem¥
procentudlni obsah glukézy je 74,4 %, 79,7 %),
83,3 %, 86,5 % a 89,1 %). :

Pfi chromatografii na tenké vrstv¥ pii po-
uZiti silikagelovych desek F 1500 s n-buta-
nolem, ethanolem a vodou v poméru 45:35;
:20, jako rozpoustddla se pozoruji- p¥i troj-
ndasobném vyvijeni tyto hodnoty R;:

Pomér standard Hodnota R;
glukdza:sloZka I
glukdza 0,77
maltdza 0,65
maltotrigza 0,51
maltotetradza 0,39
maltopentadza 0,27
4:1 0,25
. maltohexadza 0,21
5:1 0,18
maltoheptadza 0,15
6:1 0,13
maltooktadza 0,11
7:1 0,09
8:1 0,07 . .

Pri shora popsané katalytické hydrogenaci
se rovnéZ ukazuje, Ze jednotlivé, aviak ni-
koli vSechny glukdzové jednotky téchto vys-
§ich ¢lendi jsou v poloze 4 cyklohexenové
skupiny.

ProtoZe tyto sloudeniny obsahuji linedrni
oligoglukosidové fetézce s vazbou 1-4, mo-
hou byt pouZivany jako substraty pro urdi-
td enzymatickd odbourdvani uhlohydrata.
Rozsah enzymi je ziejm& omezen na takové
enzymy, které se v podstatd nepotladuji t&-
mito slou¢eninami.

Bakteridlni «-amyldzy a e-amylazy druhu
hub se mohou pouZivat k odbouravani oligo-

glukosidového Fet&zce, ktery obsahuje 3 ne- .

bo vice glukosidové jednotky na nizkomole-
kuldrni sloudeniny .a inertni sacharidové
fragmenty, jako napiiklad maltézu a malto-
tridzu. Tento zplisob odbourdvani je pouZi-
telny u sloudenin s n1 4 n2 s 3 a predstavu-

je dalsi dikaz pro @, 1-4 vazbu. Sloudeniny
podle vynalezu sc 4 aZ 7 glukosidovymi jed-
notkami jsou Casteénd odbouratelné g-amy-
lazou. ProtoZe g-amylaza odst&puje malt6zo-
vé jednotky od neredukovatelndho konce
glukdzového fetdzce s «, 1-4 vazbami, po-
skytuje peclivd analyza produktu g-amyla-
zového wndbourdvédni cenné informace o ka¥-
dém z oligoglukosidovych substituentt vé-
zanych v poloze 4 cyklohexenového kruhu,
zvlasté podle své délky Fetézce a poctu ,glu-
kéz" v Fet¥zci vazangch na bisdesoxygluké-
ze, to znamend na redukovatelném konci
slouceniny. Slou¢eniny obsahujici 4,5,6,7 ne-
bo 8 glukézovych jednotek nelze vsak zce-
la odbourat g-amylazou. Odolnost &4sti slou-
Cenin je nutno zfejmé& pripsat strukturnim
podminkdm pro napadeni g-amylédzou.

Vysledky g-amyldzového odbouravdni se
mohou takto shrnout:
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Pocet glukdzovych Pocet glukozovych Odstranéni .
jednotek ve vychozim jednotek v produktu maltézové
materidalu odbourdvani jednotky
4 4 0
2 1
5 5 0
3 1
6 6 0
4 1
2 2
7 7 0
5 1
3 2
8 8 0
6 . 1
4 2
2 3
Popiipadé se d&dst vychoziho materidlu amylaza
opét ziskAava. Skroby, popripadé, glykogeny ——-——-
S ohledem na g-amylolytické odbouravani : ‘ '
je zapoti'ebi jesté jednou zdlraznit, Ze g-amy- maltiza
laza umoZiiuje odstranit pouze maltézové —-—-——- maltéza —-——-—- gluko6za
jedunotky a to pouze z neredukovatelného
konce oligosacharidil. Je nutno se vyvarovat sacharéza
domnénky, Ze kterdkoli teorie vede k nédja- sacharjza ————- glukdza - fruktdza

kému omezeni. Ackoli pifesné struktura tdch-
to> vy3Sich sloucenin nenf zcela osvétlena je
podle shora uvedenych zjidténi nutno vyvo-
dit, Ze sloudenindm se 4, 5, 6, 7 a 8 gluko-
zovymi jednotkami prisludi derivaty niZ8ich
sloucCenin vzorce Illa, které obsahuji retéz-
cese 2, 3,4, 5a 6 glukdzovymi jednotkami,
které jsou navzajem spojeny ¢, 1-4 vazbami,
pfi¢emZ oligosacharidovy ietézec v «-kon-
formaci je vazan s polohou 4 cyklohexenc-
vého kruhu,

Methylace slou¢enin methyljodidem a na-
triumhydridzm v dimethylsulfoxidu, totdlni
hydrolyza, p¥iprava derivatd a koneéné ply-
novd chromatografickd analyza poskytuji
2,3,6-trimethylgluk6zovy derivat, takZe glu-
k6zové jednotky jsou nutné 1-4 vdzdny v
pripojené l'nearni struktufe.

Jeden ze dvou methylaé¢nich produkti,
ktery v zdvislosti na methylaéni slouceniné
je pFitomen v rGzném méf#itku nebo za uréi-
tych okolnosti viibec neni piitomen, je 2,3,4,
6-tetramethylovy derivat. Vyskyt tohoto de-
rivdtu a jeho moldrni pomér k trimethylo-
vému derivatu je zavisly na substituentech
vazanych na cyklohexenovém kruhu.

Je znédmo, Ze u zvirat a lidi po poZiti potra-
vin a nédpoji obsahujicich uhlohydraty (na-
pfiklad obilnych a bramborovych Skrobd, o-
voce, ovocnych §tdv, piva, okolddy) dochazi
ke zvySeni mnoZstvi cukru v krvi, které v
dasledku rychlého odbouravdni uhlohydra-
tl glykosid -— hydrolazami (napiiklad amy-
lazami ze slin a slinivky biisni, maitdzy, sa-
chardzy) probiha podle tohoto schématu:

Tato hyperglykémie je u diabetikl zv1as-
té silnd a nepretrZité se projevuje. U otylych
jedincii zpfiisobuje hyperglykemie v disled-
ku potravy cdasto zvlasté silné vyludovani in-
sulinu, kterd z jedné strany vede ke zvyse-
né tvorbé tuku a sniZeni jeho odbourdvdni.
Ve spojitosti s takovym zvySenim munoZstvi
cukru v krvi doch4zi u lidi s dobrou latko-
vou vyménou a u otylych .osob v dlisledku
vyluéovani insulinu &asto ke sniZeni hladiny
cukru v krvi. Je zndmo, Ze jak hypoglykémie,

tak také v Zaludku pritomnéd kaSe podporu-

je tvorbu Zaludeéni $t4vy, kterd sama napo-
méhé nebo podporuje vznik zdnétu Zaludku,
Zalude€niho vifedu nebo zdnétu dvandctniku,

Nyni bylo objeveno, Ze aminocukrové de-
rivaty podle vynélezu znac¢né sniZuji potra-
vou vyvolanou hyperglykémii, hyperinsuli-
nemii a hypoglykémii a zvl43té také reaktiv-
ni po jidle vzniklé zvySeni mnoZstvi cukru
v krvi.

Dale je zndmo, Ze v ustni dutind se 5ts-
pi uhlohydraty, zvlasté sacharéza plisobe-
nim mikroorganismt a tim se podporuje
tvorba zubniho kazu. :

Aminocukrové derivdty podle vynédlezu
se mohou pouZivat pro zamezeni, popfipa-
d& sniZeni takovychto zubnich kazt.

Amylédzovy test in vitro

Amylazova inhibitorova jednotka (1 AIE)
je definovdna jako mnoZstvi inhibitoru, kte-
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ré potla¢i dvé amyldzové jednotky na 50
procent.

Amylazovéa jednotka (AE] je mnoZstvi
enzymu, které za jednu minutu za dale u-
vedenych podminek testovani 3tépi 1 uek-
vivalent glukosidickych vazeb na Skroby.
uval Stépitelnych vazeb se kolorimetricky
stanovi jako uval vytvorfenych redukova-
telnych cukrd s kyselinou dinitrosalicylo-
vou a uddvd pomoci maltozové kalibra&ni
kiivky jako uval ekvivalentG maltozy. PFi
provadéni testu se 0,1 ml roztoku amylé-
zy (20 aZ 22 AE/ml) smicha s 0 aZ 10 ug
inhibitoru nebo 0 aZ 20 wul testovaného
roztoku v 0,4 ml 0,02 M natriumglycero-
fostdtového pufru a 0,001 M chloridu va-
penatého CaClz [pH 6,9] a asi 10 aZ 20
minut ekvilibruje na vodni 1azni pi#i 35 °C.
Potom se 5 minut inkubuje s 0,5 ml 1%
g§krobového roztoku (rozpustny Skrob é&is.
1252 firmy Merck Darmastadt) zahfatého
na 35 °C pfi 35 °C a potom se pfidd 1 ml
¢inidla na bazi Kkyseliny dinitrosalicylové
(podle P. Bernfelda v Colowick-Kaplan,
Meth. Enzymol., sv. 1, str. 149). Pro vyvi-
nuti barviva se nédsada zahFivd 5 minut na
vrouci vodni lazni, potom ochladi a prFida
10 ml destilované vody. Extinkce pfi 540
nm se méri proti odpovidajici urcené sle-
pé hodnoté bez amylazy. Pro vyhodnoceni
se odefte z pFedem sestrojené amylazové
kalibralni krivky ulinek amyldzy jeSté po
pridani inhibitoru a z toho se vypot&te pro-
centudlni potlafeni nasazené amylazy. Pro-
centudlni potlaCeni se vyjadiuje jako funk-
ce kvocientu

g inhibitoru +
AE ++

kde

+ je vztaZeno na suchou latku a
++4+ je v neinhibované nédsadé stejné série,

bod 50% potladeni se odette z kfivky a
opét prepoditd na AIE/mg inhibitoru.

Sachardzovy test in vitro

Sacharo6zovd inhibitorov4 jednotka (1 SIE)
je definovdna jako mnoZstvi inhibitoru,
které potla¢i dvé sachardzové jednotky na
50 %. Sachar6zovd jednotka (SE) je mnoZ-
stvi enzymu, které za jednu minutu za da-
le uvedenych podminek testovani Stépi 1
umol sachrozy na glukoézu a fruktézu. Po-
Cet wmolll vzniklé glukdzy se stanovuje
kvantitativn® pomoci glukosoxiddzové re-
akce za podminek, pifi kterych jiZ nedo-
chézi k dal$imi St€peni sachardzy plisobe-
nim sachardzy. K provedeni testu se 0,05
ml roztoku sachardzy!’ upraveného na 0,12
SE smichd s 0 aZ 20 wpg inhibitoru nebo 0
aZz 20 ul roztoku urfeného k testovdni a
doplni s 0,1 M natriummaleindtovym puf-
rem [pH 6,0] na 0,1 ml. 10 minut se ekvi-
libruje pfi 35 °C a potom se piida 0,1 ml
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0,05 M roztoku sachardzy predem zahfa-
tého na 35 °C v 0,1 M natriummaleinédto-
vém pufru (pH 6,0). Inkubuje se 20 miuut
pfi 35 °C a reakce sachardzy se zastavi
pfiddnim 1 ml glukosoxiddzového reakdc-
niho ¢inidla? a inkubuje dalSich 30 minut
pFi 35 °C. Potom se pfidd 1 ml 50% kyse-
liny sirové a pfi 545 nm méfi proti odpo-
vidajici slepé hodnoté. Pro vyhodnoceni se
vypolte procentudlni potlaeni pilsobeni
pouZité sacharazy a z bodu 50% potlace-
ni pomoci glukézové kalibracni KkTivky vy-
po¢ita SIE/g, popFipadé SIE/litr.

1} Rozpustnd sacharédza ze sliznice ten-
kého stifeva vepie podle B. Borgstrdma, A.

Dahlquista, Acta Chem. Scand. 12, [1958),

str. 1997, s 0,1 natriummaleindtovym puf-
rem [pH 6,0], zFfed&no na odpovidajici ob-
sah SE.

2) Glukosoxiddzové reak¢éni <cinidlo se
vyrobi rozpusténim 2 mg glukosoxidazy
(firma Boehringer, stupeil C¢&istoty I} ve
100 ml 0,565 M tris-HCl pufru [pH 7,0] a
potom se pfidd 1 ml roztoku detergentu
(2 g tritonu X 100+ 8 g 95% ethanolu
p. a.), 1 ml dianisidinového roztoku (260
mg dihydrochloridu o-dianisidinu ve 20 ml
vody) a 0,5 ml 0,1% vodného roztoku pe-
roxiddzy (firma Boehringer, lyofilizat,
stupné distoty II).

Maltazovy test

Maltdzova inhibitorové jednotka (1 MIE)
je definovdna jako mnoZstvi inhibitoru,
které potlaéi dv8 maltdzové jednotky na
50 %. Maltazova jednotka (ME) je mnoZ-
stvi enzymu, které za jednu minutu za da-
le uvedenych podminek testovani Stépi 1
umol maltézy na 2 umoly glukdzy. Polet
umolt vzniklé glukozy se stanovuje kvan-
titativné pomoci glukosoxiddzové reakce
za podminek, pfi kterych jiZ nedochéazi k
dalsimu Stépeni maltézy maltdzou. K pro-
vedeni testu se smichd 0,05 ml maltazo-
vého roztoku!? upraveného na 0,060 a%
0,070 ME s 0 aZ 20 wug inhibitoru nebo 0
aZ 20 ul roztoku urfeného k testovdni a
doplni 0,1 M natriummaleinadtovym pufrem
[pH 6,0] na 0,1 ml. Ekvilibruje se 10 minut
pfi 35 °C a potom se p¥idd 0,1 ml 0,05 M
maltézového roztoku predem zahratého na
35°C v 0,1 M natriummaleindtovém pufru
[pH 6,0]. Inkubuje se 20 minut p¥i 35 °C
a reakce maltdzy ukon€i piidavkem 1 ml
glukosoxiddzového reak&niho ¢inidla? a
inkubuje dalSich 30 minut pFfi 35 °C. Po-
tom se piidd 1 ml 50% kyseliny sirové a
pfi 545 nm mérl proti odpovidajici slepé
hodnot&.

K vyhodnoceni se vypod&te procentudlni
potladeni plisobeni pouZité maltdzy a z ho-
du 50% potladeni pomoci glukézové ka-
libra¢ni kfivky vypocitd MIE/g, popfipadé
MIE/litr.

1) Rozpustnd maltéza ze sliznice tenkého
stfeva vepie podle B. Borgstroma, A. Dahl-
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quista, Acta Chem. Scand. 12, (1958) str.
1997, s 0,1 M natriummaleindtovym pufrem mi in vitro pro jednotlivé aminocukrové de-
[pH 6,0], ziPedéno na odpovidajici obsah rivaty podle vyndlezu jsou uvedeny v tabul-
ME. ce 2.

2) Priprava glukosoxidazového reak¢niho
¢inidla: jako je popsdno u sachardzového
testu v poznamce 2).

Vysledky testu potlacujicich ucinek enzy-

Tabulka 2
Vzorec Pocet Potladeni Potlaceni Potladeni
glukézovych aéinku Gcinku icinku
jednotek o-amylazy sacharazy maltazy
AlE/g - SIE/g MIE/g
II B 1 300000 30 000 5000
11l B 2 300 000 68 000 15 000
\Y% 3 1 400 000 21 000 5000
4azé6 17 500 000 8 500 —
5az7 30 000 000 2 500 —

Jak je z tahulky zfejmé, siln& stoupd u-
¢inek potlacdovani p¥i pokusech in vitro pro-
ti pankreas-¢-amyldze s pribyvajici moleku-
lovou hmotnosti; tak vykazuji slouceniny s
5 aZ 7 gluk6ézovymi jednotkami stondsobné
siln8j§i potladeni G&inku enzymu in vitro
neZ sloudenina s 1 nebo 2 jednotkami. Potla-
geni udinku sacharédzy je nejsilngjsi u deri-
vatu se dvdma jednotkami, derivat s 1 glu-
kézovou jednotkou potlaguje jiZz jen z polovi-
ce tak silng a vy38i ¢len mé daldi pokles
specifického uginku potladeni pfisobeni sa-
charazy.

In vivo probihd uéinnost potladovéni pi-
sobeni sachardzy piibliZné soub&Zné jako u
specificky zjidténého u&inku potlacovani. Na-
proti tomu s p¥ekvapenim bylo objeveno, Ze
pFi testu 8krobového zatéZkavani in vivo pro
sloudeniny s 1, 2 nebo 3 glukdzovymi jednot-
kami v porovnani s potladovdnim plisobeni
amylazy in vitro se zjisti desetkrét aZ Ctyfi-
cetkrat silnéjsi ucdinek.

Pro dosaZeni hyperglykémie zpflisobené
potravou a hyperinsulinemie dostdavaji sku-
piny vZdy o 6 nenakrmenych krysach:

a) 2,5 g sacharozy

b) 2,5 g maltdzy nebo

¢} 1 g vareného 3krobu

per s ve vodném roztoku nebo jako sus-
penze. Sest jinych krys obdrZi jmenované
uhlohydréaty ve stejném mnoZstvi a dodatec-
né inhibitor glukosid-hydroldzy v uvedeném
davkovani.

Kromé toho 6 dalSich krys dostane odpo-
vidajici mnoZstvi roztoku soli.

Krevni gluk6za a sérum inzulin se méfi
v kratkych d&asovych intervalech v krvi z
retroorbitdlni Venenplexus. Stanoveni krev-
ni glukdozy se provadi v autoanalyzatoru

(Technicon @ podle Hoffmana: ]. biol.

Chem. 120, 51 (1937) nebo enzymaticky s
glukosoxiddzou a o-dianisidinhydrochlori-
dem), stanoveni seruminsulinu se provadi
metodou, kterou popsal Hales a Randle
[Biochem. ]. 88, 137 (1963)].

Vysledky potlagovdni plisobeni sachara-
zy in vivo (zpracovani sacharozy) u hlado-
vych krys uvadi nésledujici tabulka 3:
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Jak je ze shora uvedenych tddaji ziejmé
probihé paralelné in vivo Géinek potladova-

ni plisobeni sachardzy s in vitro nalezenym

tdinkem potladovani. Tak stoupd hodnota

26

EDso, zatimeo jednotka potladovani piisobe-
ni sachardzy na kazdy mg klesa. Vysledky
jsou shrnuty v tabulce 4.

_ Tabulka 4

Vzorec Glukozové jednotky Potladeni plisobeni sachargzy
in vitro in vivo
(SIE/mg) (EDso mg/kg)

I1b (1) 30 3,0

I . (2) 68 . 0,21

\% (3) 21 . 2,65

— (4 aZ 6) 8,5 ~15,30

— (5a%z7) 2,5 ~52,00

In vivo potlageni odbourdvani Skrobti pi-
sobenim sloudenin vzorclt Ilh, IlIb a V je s
pfekvapenim mnohem vy38i neZ by se dalo
o¢ekdvat na zdkladé in vitro nalezenych u-

daji pro potlagovdni plsobeni amyldzy a

tedy neodpovidd ofekdvanému vzoru. V da-
le uvedené tabulce 5 uvadéji se jako shora
zprumeérované Gdaje in vivo pro nenakrme-

né krysy po podani 3krobd.
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Se shora uvedenych Gdajii je zfejmé, Ze
zatimco se projevuje stupeii potladovani pu-
sobeni sacharazy jak in vitro, tak také in vi-
vo jako zietelnd funkce molekulové hmot-
nosti, potladovani plsobeni amylazy in vitro
zdavisi na molekulové hmotnosti, zatimco po-
tladovani odbourdvani Skrobdl in vivo nekle-
sd s poklesem molekulové hmotnosti, nybrz
zlstdva s prekvapenim konstantni.

28

Agkoli tedy udinek potlacovani plisobeni
amylazy in vivo klesd s molekulovou hmot-
nosti, jsou hodnoty EDso potlacovani stravo-
vani Skrobu v zaZivacim' ustroji pro v3sech-
ny sloucéeniny podle vyndlezu v podstaté
stejné. Tyto nidaje jsou shrnuty v tabulce 6.

Tabulka 6
Vzorec Glukozove Potlaceni piisobent Potlagent stravovéni
. jednotky s-amylazy Skrobd v zaZivacim
‘ tstroji in vivo
in vitro AIE/mg (EDso mg/kg)
IIb (1) 300 0,76
IITb (2) 300 1,60
\Y (3] 1400 : 1,61
— (4 aZ 6) 17 500 _ 1,42
— (5az7) 30:000 o 1,00

- S prekvapenim je také moZné s¢ slouéeni-
nami vzorct IIb, IIIb a V soucasné& potlaco-
vat plisobeni sachardzy a stravovani Skrobli
v zaZivacim tustroji a to pfi pfesné& predem
predvidané a charakteristické davce.

)

Slou¢eniny kromé toho maji vyhodny aéi-
nek s ohledem na absorpci glukdzy. Toto je
ziejmé z udajit uvedenych v tabulce 7 (po-
kusy s hladovymi krysami) pro slouceninu
vzorce IIIb (n1=2).

: Tabulka 7
Davka Krevni glukoza v mg % (stiedni hodnota—-odch.)
15 minut 30 minut 45 minut
roztok soli 72-+4,6 784-1,3 87--6,8
glukoéza [kontrola) 142412 142412 158419
glukéza-+30 mg 13513 128+4-5,5 132-+7,3
glukéza--60 mg 125-13* 1187F-2,9** 130£9,0"**

* = Pravdépodobnost proti kontrolni skupiné s glukdzou=0,05
** = Pravdépodobnost proti kontrolni skupiné s glukdézou=0,01

(igténi smési vy3Sich &lenll této Pady a
pouZiti v d&isté form& vede ncocdekdvang k
jestd vyssimu udinku a specifiénosti. To 1ze
dokdzat porovnanim ddaji o potlacdovani pi-

sobheni «-amyldzy a sachardzy in vitro uve-
denych v tabulce 2 a tdaji uvedenych v ta-
bulce 8 pro &isté slouceniny.

Tabulka 8

Poclet {glukézovf/ch

Potladovani pisobeni

Potladovéani plisobeni sacha-

jednotek 8-amylazy AIE/g razy SIE/g
4 67 000 000 7000
5 57 000 000 3500
6 42 000 000 1200
7 24 000 600 60
8 5 000 000 10

Predchozi vysledky ukazuji vysoky ucinek
sloudeniny se 4 glukozovymi jednotkami ja-
ko inhibitoru plisobeni ¢-amylazy. Také siou-
geniny s 5 a 6 jednotkami maji podstatné
vy3si specificky ufinek potlacovani nez ja-
ky byl shledan u piipravkil aZz dosud zna-
mych. Ubytek tGdéinku potlacovdni nastdva
s piiriistkem molekulové hmotnosti, jako je
zFejmé u sloudenin se 7 a 8 glukézovymi
jednotkami, atkoli i tyto slouteniny maji

jestd podstatny udinek potlacovani. Pfi po- -
tladovani phsobeni sachardzy in vitro je na-
opak ziejmd zdvislost na molekulové hmot-
nosti. Slougenina se 4 glukézovymi jednot-
kami m4 asi 1/10 spscifického ddéinku, jaky
mé sloudenina se 2 glukézovymi jednotka-
mi, proti kterému je ufinek potlacovdni u
slougeniny s 8 glukdzovymi jednotkami jen
nepatrny. :

Slougenny se mohou pouZivat bez redéni,
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napriklad jako praSek nebo v Zelatinovém
obalu nebo v kombinaci s nosi¢em ve far-
maceutickych smésich. :
Farmaceutické pripravky mohou obsaho-
vat vétsi nebo men3i mnoZstvi inhibitoru,
napliklad 0,1 aZz 99,5 % v kombinaci s far-
maceuticky pFijatelnym netoxickym inertnim
nosi¢em, pricemZ nosi¢ m{iZze obsahovat a-
lespoll jeduo pevné, polepevné nebo tekutd
Fedidlo, plnivo a/nebo netoxicky inertni far-
maceutlicky snéd3enlivy pomocny prostiedek
pro formulaci. Takovéto farmaceutické pii-
pravky jsou s vyhodou ve form#& davkovych
jednotek, to znamend fyzikalné oddélenych
jedaotek obsahujicich stanoveni mnoZstvi
inhibitoru, které odpovidaji zlomku nebo né-
sobku ddvky, jeZ je potfebnd k dosaZeni po-
Zadovaného ucinku potladovdni. Davkova
jednotky mohou obsahovat 1, 2,.3, 4 nebo vi-
ce jednotlivych davek nebo 1/2, 1/3 nebo
1/4 této jednotkové davky. Jednotkova ddvka
obsahuje s vyhodou dostate¢né mnoZstvi G-
¢inné latky, aby se pfi jeji aplikaci podle
pfcdem stanoveného ddvkovaciho schématu

do-dhlo jedné neho né&kolika ddvkovymi jed- .

notkami poZadovaného Géinku potladovéni,
pficemZ se poddva celd, polovina, tfetina ne-
bo ¢&tvrtina denni davky obydejng jednou,
dvekrat, tfikrdat nebo &tyfikrdt za den. Jingé
terapeutické pfipravky se mohou také pouiZi-
vat. ACkoli by se mélo v kaZdém pfipadé
paclivé uvaZzZit davkovani a davkovaci schés-
ma, pfi pouZiti dikladnych odbornych usud-
ki a s ohledem na stafi, hmotnost a stav pa-
cienta, druh a obtiZnost onemocnéni je ddv-
kovéani oby&ejné& moZnd v rozmezi asi 30 aZ
asi 3.10%5 AIE/kg a asi 1 aZ asi 1.104 SIE/kg
t8lesné hmotnosti a den. V mnoha piipadech
se pFitom dosahuje dostacujiciho terapeutic-
kého udinku s mensi davkou, zatimco v ji-
nych pfipadech je potfebna vétsi davka.

Ordlni aplikace se provadi za pouZiti pev-
nych a tekutych dévkovych jednotek, jako
napfikiad praski, tablet, draZé, kapsli, gra-
nulatl, suspenzi, roztokd a podobné.

Prasky se vyrabéji rozmélnénim latky na
vhodnou velikost a misenim s rovnéZ roz-
mélnénym farmaceutickym nosi¢em. Ackoli
k tomuto Géelu se normdélné€ pouZivajl jed-
1é uhlohydraty, jako napfiklad Skroby, lak-
téza, sacharéza nebo glukdza a také zde je
moZné je pouZit, je Zadoucl pouZivat neme-
tabolizovatelné uhlohydraty, jako napriklad
derivaty celuldzy.

Spolené s nimi se mohou pouZivat také
sladiva, ochucovadla, konzervaéni prostied-
ky, dispergovadla a barviva.

Kapsle se mohou vyrab&t smisenim shora

popsané pradkové smési a plnénim jiZz do pii-
pravenych Zelatinovych obald. K praskové
smeési se mohou pfiddvat pled plnénim kluz-
né latky, jakeo napfiklad kiemelina, mastek,
stearat hore¢naty, stearat vipenaty nebo pev-
né polyethylenglykoly. Smé&s mtiZe rovnéZ ob-
sahovat latky napoméhajici rozpaddvani ne-
bo pomocnd rozpoustédla, jako naptiklad a-
gar-agar, uhli¢itan vdpenaty nebo uhliditan
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sodny, aby se pii pouZiti kapsle usnadnila
dostupnost inhibitoru.

Zhotovovani tablet se provadi naptiklad
vyrobou praskové smési o hrub2m nebo jem-
ném zrnu a priddnim kluzné latky a latky
napomaéahajici rozpaddvani. Z této smési se
formuji tablety. PrdSkova smés se ziskava
smiSenim latek, které se vhodnym zplisobem
rozmeélnily a ‘doplnily zFedovadly nebo jiny-
mi nosnymi latkami, jak bylo popsano sho-
ra. Popfipadé se pfiddva pojivo, napfiklad
karhoxymethylceluléza, algindt, Zelatina ne-
ho polyvinylpyrrolidon, zpomalovadé .rozpou-
§téni, jako napriklad parafin, urychlovag re-
sorpce, jako napriklad kvartérni stil a/nebo
adsorpéni prostfedek, jako naptiklad. bento-
nit, kaolin nebo stfedni fosforetnan vdpzna-
ty. PraSkovd smés se miliZe granulovat spo-
leéné s pojivem, jako napfriklad sirupem,
Skrobovym mazem, akdciovym mazem nebo
reztoky na bdzi celuldzovych nebo polymer-
nich materiald. Potom se produkt protlaci
hrubym sitem. Podle jiné moZnosti se maZe
praskovd smés nechat prochézet tabletova-
cim strojem a ziskané nerovnomérné formo-
vané kusy rozmélnit aZ na velikost zrna. Aby
vznikld zrna meuvédzla v tabletovaci trysce,
miZe se piiddvat kluznd latka, jako napfi-
klad kyselina stearovd nebo jeji stl, mas-
tek nebo minerdlni olej. Tyto smési s kluz-
nymi vlastnostmi se potom lisuji do tablet.
Uginnd ldtka mitiZe byt také spojena s vol-
né tekoucimi inertnimi nosici a p¥imo pouZi-
vana k vyrobé tablet pfi vynechdni granu-
la¢niho a rozméliiovaciho stupné&. Produkt se
miZe opatrit ¢irym nebo opalescentnim -o-
chrannym potahem, napliklad potahem ze
Selaku, z cukru nebo polymernich latek a
potah se mfiZe vylestit voskem. K povlaku
se mohou priddavat barviva, aby se mohlo
rozliSit mezi réznymi ddvkovymi jednotkami.

Formy pro oralni poddvani, jako napiiklad
roztoky, sirupy nebo elixiry mohou byt vy-
robeny v davkovych jednotkdch, tak Ze sta-
novené mno#stvi pfipravku obsahuje uréené
mneZstvi Gcinné latky. Sirup se miZe vyré-
hét tak, Ze se dfinna latka rozpusti ve vod-
ném roztoku, ktery obsahuje vhiodné ochuco-
vadlo, elixiry se vyrdbé&ji za pouZiti netoxic-
kych alkoholickych nosi¢fi. Suspenze mohou
pledstavovat disperze sloudeniny v netoxic-
kém nosiéi. Lze téZ priddvat pomocnd roz-
pousSt&dla a emulgédtory, jako napfiklad e-
thoxylovany isostearylalkohol a polyoxy-
ethylensorbitester, konzervaéni prostfedky
a piisady zlepSujici chut, jako je napiiklad
peprmatova silice, sacharid a podobné.

Dévkovaci pfedpisy mchou byt také uve-
deny pro kapsle. Davkovani m@iZe byt mimo
to zajiSténo tak, Ze G&innd latka se podavéd
protrahované&, napfiklad pri zadrZovani u-
¢inné 1atky v polymernich substancich, vos-
cich a podobné. e

Toxicita t&chto sloudenin je velmi mal4.
Také bez kone&ného ¢ist&ni se nap¥iklad su-
rovy produkt z piifkladu 8 s udinkem 26 000

SIE g snasi bez vedlej§ich acinkl, kdyZ se
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aplikuje 340000 SIE/kg u mysi a krys pero-
raln8d. Také pri intravenézni injekci snéseji
my3i 10 000 SIE/kg bez vedlejSich A& nkd.

Farmaceutické piipravky podle vyndlezu
moheu obsahovat take jiné farmaceutlcky a-
¢'nné slouceniny, 21458 jind ordlni antidia-
betika, jako napriklad g-cytotropni deriva-
ty sulfonylmadoviny a biguanidiny sniZujici
hladinu krevniho cukru.

Kromé shora zminénych farmaceutickych
pripravki lze dodatkové vyrdbét také po-
traviny obsahujici tyto Géinné latky, napri-
klad cukr, chléh, bramborové produkty, o-
vocnd §tdvy, pivo, dokolddu a jing druhy
cukrovinek a konzervované potraviny, ja-
ko napriiklad marmelddu, pficemZ k témto
produktim se priddva terapeuticky uéinnd
mnoZstvi alespoil jednnho inhibitoru podle
vynalezu.

Osvétleni nékterych pouZivanych reagen-
cii a pomocnych latek

Jako ionexy se mohou pouZivat napfiklad
tyto komercén& dostupns produkty:

Amberlit IRA 410 C1~ {anex]),

Amberlit (HCO3'-forma) (anex),

Amberlit IRC 120 (H*-forma), (siln& kysely
katex},

Amberlit IRA 410 OH~ (silny bazicky anex),
Amberlit IRC 50 H* (slab& kysely katex)
{zboZi firmy Rohm a Haas Company]),

Dowex 50 WX 4H* (silné kysely Kkatex)
(znacka zboZi firmy Dow Chemical Co.
Midland, Michigan, USA).

Jako anex na bazi celulézy se miZe pouZi-
vat napftiklad EAE-celuldza firmy Schlei-
cher a Schiill.

Jako polyakrylamidovy gel se miZe pouZi-
vat napiiklad Bio-Gel P-2 (oznadeni zboZi
firmy Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ka-
lifornie, USA].

Malcin je prirodni sladovy extrakt formy
Diamalt AG, Mnichov (NSR]).

Lavapol ® je nespecifickd adsorpéni

pryskyfice firmy Bayer AG, Leverkusen
(NSR).

Klarcel je pomocny filtraéni prostredek
firmy CECA, Velizy-Villacoublay (Francie].

SE 50 je silikonovy elastomer firmy Hew-
lett Packard.

PouZivané mikroorganismy jsou uchovava-
ny v americké sbirce typlt kultur {ATCC)
pod témito &isly:

Kmen ATCC—Nr.
_ SE 50 (CBS 961.70) 310 42
SE 18 (CBS 957.70) 310 41
SE 82 (CBS 615.71) 310 45
SE 50/13 (CBS 614.71) 310 43
SE 50/110 (CBS 674.73) 310 44

32
Priklad 1

Sklenény fermentator s 8 litry Zivného
roztoku obsahujiciho 5,0 % skrobd, 1 %
kvasnicového extraktu, 0,2 % KeHPO4 s2 na-
oCkuje 3 day tfepanou barikou s kmenem SE
50/13 (CBS 614.71) a inkubuje za intenzivni-
ho michdni a provzdusiiovani 3 duy pri 28
stupnich Celsia a ziska se kultivaduni bujoén
s 105 000 AIE/ml.

6 litrti tchoto fermentaé¢niho Zivného roz-
toku se po cchlazeni na 20°C upravi polo-
kioncentrovanou kyselinou dusi¢nou na pH
2,5, pfida se 30 g aktivniho uhli Karbora-
f'n a micha 10 minut. Potom se 15 minut od-

- stfeduje p¥i 10 000 ot/min a giry svétle Zlu-

ty zbytek po neutralizaci amoniakem odpafi
na 500 ml. 500 ml koncentrdatu se 45 minut
michd s 200 g anexu Amberlit IRA 410 Cl-,
0ddsli na nudi a pridaji 4/5 objemu tedy 400
mililitrd methanolu, aby se vysrdZela hlavni
¢ast vysokomolekuldrniho prioduktu odbou-
ravani $krobu (spoletné s je§té pritomnym
zbytkem aktivniho uhli}. Potom se 5 minut
odstFéduje pli 5000 ot/min. 850 ml zbytku se
pfikape za intenzivniho michani do 4 litra
vysuSeného ethanolu. Bild vloCkovitd sraZe-
nina se oddéli na nudi, promyje tfikrat vy-
suSenym ethanolem a dvakrat etherem a su-
31 ve vakuu pri 50°C. VytéZek: 36 g bilého
prasku s 10.108 AIE/g. V nékterych dalSich
piikladech se tato latka pouZiva.

Potladeni piisobeni enzymu na deskich v
tenké vrstvé

Pro posouzeni konetného produktu a slo-
Zen{ pripravku pomoci chromatografie na
tenké vrstvé se nanese 1 ul fermentacniho
Zivného roztoku nebo 1 pg prepardtu na ho-
tové desky ze silikagelu (firma Schleicher
und Schiill, Dassel; typ F 1500) a vyvijl dva-
krat systémem n-butanol, ethamol a voda v
poméru 50 : 30 : 20.

K vybarveni pro potlaceni plisobeni sa-
chardzy se postiikaji vyvinuté a dobFe usu-
gené desky s enzymgelem (20 ml na desku
20X 20 cm) a gel s¢ nechd ztuhnout. Potom
s2 5 minut pfedem inkubuje ve vlhké komo-
fe pri teploté mistnosti a nakonec syté po-
stiika substratovym gelem. Po ztuhnuti této
druhé vrstvy gelu se desky vnesou do vihké
komory a inkubuji pFi 40 °C. Zbarveni inhibi-
toru (svétlé skvrny, derveno hnédé pozadi)
se vyvine pa 60 aZ 90 minutdach. Ve chvili op-
timélniho vyvinuti barvy se proces prerusi
a desky s agarovymi vrstvami na nich se na-
chdzejicimi su$i proudicim horkym vzdu-
chem.

Pfiprava geld

Enzymgel: 1,5 g agarszy (L‘Industrie Bio-
logique Francais) se suspenduje ve 100 ml
0,2 M natriummaleindtového pufru (pH 6,0)
a potom rozpusti varem. Ciry agar6zovy roz-
tok se ochladi na 50°C a piid4d 250 wul roz-
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tcku Tritonu X-100 (2 g Tritonu X 1004-8 g
ethanolu p.a.) a 0,5 ml roztoku dianisidinu
(20 mg dianisidinu v 1 ml acetonu) za tfe-
pani. P¥imo prfed pouZitim gelu se pfida 1 ml
reagencie GOD/POD (12,5 mg glukosoxidézy,
stupeii ¢'stoty I, firmy Boehringer, a 2,5 mg
peroxidazy, stupeni Cistoty II, lyofilizat firmy
Beehringer rozpusténé v 5 ml maleindtové-
ho pufru) a 4 aZ 5 jednotek sachardzy z ten-
kého stfeva prasat. Gel se musi aZ do postii-
kdani udrZovat na 50 °C, protoZe jinak v pri-
béhu stfikani tuhne v trysce.

Substratovy gel: 0,5 g agar6zy se suspen-
duje ve 100 ml natriummaleindtového puf-
ru (pH 6,0) a rozpusti za varu. Potom se o-
chladi na 50°C, pfidd 100 ul Tritonu (2 g
Tritonu X-100-+8 g ethanolu p. a.) a prida 1
gram sachardzy {Serva ¢&. 35 579). Po rozpus-
téni sachardzy je gel. pfipraven Kk pouZitl.

K vybarveni inhibice acyldzy se postfikaji
vyvinuté a ususené tenké desky pro chroma-
tografii amyldz-gelem (20 ml na desku 20X
X 20 cm) a nechaji ztuhnout. Po 5 minutdch
predchozi inkubace pfi teploté mistnosti se
na desky nanese vrstva 0,5% &Skrobového
roztoku {1 g Skrobu Merck ¢is. 1252, ve 200
mililitrech 0,2 glycerofosfatového pufru 0,01
M CaClz (pH 6,9), rozpusténo za varu) a ne-
cha se tam 2 minuty p¥i 40 °C roztok za tfe-
pani. Potom se desky dobfe oplachnou des-
tilovanou vodou a pro vybarveni neodbou-
ranych Skroblli se smacéi ve zfedéném jodo-
vém roztoku (4 ml zakladniho jodového roz-
toku na 500 ml vody, zdkladni jodovy roztok:
2,2 g jodu-}-4,4 g jodidu draselného, rozpus-
téno ve 100 ml vody). Asi po 1 minuté je vy-
barveni optimdlni. Hned se fotografuji, prio-
toZze modré skvrny rychle zblednou.

Priprava amylazového gelu

1 g agardzy se rozpusti ve 100 ml pufru z
0,2 M natriumglycerofosfatu a 0,01 M chlo-
ridu vapenatého (pH 6,9) pfi 100°C a po o-
chlazeni na 50°C se pfrid4d 100 ul Tritonu X-
-100 (2 g Tritonu X-100-}-8 g ethanolu p.a.].
P¥imo pred postFikdnim se prida 100 ul sus-
penrze krystalické amylazy (10 ug amylazy
ze slinivky bfi$ni prasat na ml nasyceného
reztoku siranu amonného, firma Boehrin-

ger).
Priklad 2

Pokud se nao¢kuje jednolitrovd Erlenmeye-
rova banka se 120 ml Zivného roztoku obsa-
hujiciho 4 % $krobu, 2,4 % glukézy, 0,9 %
kaseinového hydrolyzdtu a 0,9 % kvasnico-
vého extraktu, pH upravi hydroxidem sod-
nym na 7,6, pfida 0,4 % uhli¢itanu vapena-
tého a sterilizuje 30 minut p#i 121°C, s 3 ml
vychozi Kultury kmene SE 82 (CBS 615.71)
rostouci v Zivném roztoku sestdvajicim z 2 %
skrobu, 1 % glukdézy, 0,5 % kaseinového hyd-
rolyzatu a 1% kvasnicového extraktu, pH
upravi s NaOH na 7,2, pfidd 0,4 % uhligitanu
vapenatého, sterilizuje pfi 121°C 30 minut
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a inkubuje 5 dni pFi 28 °C na zakruZovacl
tfepafe, tak se ziskd roztok kultury s
122000 AIE/ml. B&hem zpracovéani s¢ myce-
lilum oddéli od spojenych roztokd kultury
cdstfedovanim pFi 12 000 ot/min., 300 ml
fltratu kultury se upravi ¢aste¢n€ koncen-
trovanou kyselinou dusi¢nou na pH 2,5 a mi-
cha 10 minut s 2,4 g aktivaiho uhli p. a. Po
oddéleni uhli odstfedovanim pFi 12 000 ot/
/min. se K roztoku neutralizovandmu pomoci
10 N hydroxidu draselného na pH 6 pridd
300 ml methanolu, kratce nechd stat a pfi
12000 ot/m'n. odstrani sraZenina. Nyni se
zbytek prikaps do 3 litrll ethanolu a po-krat-
k2m stani sraZen'na izoluje odstfedovdnim
pti 12 000 ot/min. SraZen‘na se dvakrat pro-
myje absolutnim ethanolem a jednou ethe-
rem a su8l ve vakuu. 7iskd se tak 2,23 g
produktu s 7,45.108 AIE/3, ktery obsahuje
95 % slouden’n s ny -+ n2z = 4 a vice glu-
kdzovymi jednotkami.

Piiklad 3

KdyZ se naodkuje jednolitrovd Erlenmeye-
rova baiika se 120 ml Zivného roztoku obsa-
hujictho 3,5 % glukézy, 2 % Skrobu, 0,5 %
kaseinového hydrolyzatu, 1,3 % kvasnicové-
ho extraktu, 0,3 % uhli¢itanu vdpenatého a
0,3 % stfedniho fosforetnanu draselného,
pred sterilizaci upravi na pH 7,8, sterilizuje
30 minut pfi 121 °C, s 6 ml kultury kmene SE
50/110 v #ivném roztoku obsahujicim 3 % so-
jové mouky, 3% glycerinu a 0,2 % uhli¢i-
tanu védpenatého a inkubuje 3 aZ 4 dny na
zakruZovaci tfepaéce pii 24 °C, ziské se roz-
tok Kkultury obsahujici 153000 AIE/ml a
12 200 SIE/litr.

1 litr roztoku kultury se kyselinou dusic-
nou upravi na pH 2,5, michd 10 minut s 5 g
aktivniho uhli a potom odstfeduje 30 minut
pri 5000 ot/min. Nakonec se neutralizuje pfi-
danfm 25 g Amberlitu IRA 410 (OH- forma).
Neutralni zbytek se v rotaénim pristroji u-
pravi na 100 ml, p¥idd 100 ml methanolu a
filtruje. Filtrat se rozmichd ve 2 litrech ab-
solutniho ethanolu, vysrazend sraZenina sz
odstran{ na nuci a tfikrat promyje acetonem
s etherem a su8i ve vakuu.

VytsZek: 14 g bilého prdsku s 5.10% AIE/g;
pfevazné slouden’ny alespoil s n1 4 n2 = 4
gluk6zovymi jedinotkami.

Piiklad 4

Pokud se pracuje podle prikladu 3 av3ak
s 0,5 % 8krobu, ziskd se po CtyFdenni fer-
mentaci kultivagni bujén s 40000 AIE a 184
SIE/ml. Kultiva&ni bujon obsahuje smés slou-
genin podle vynélezu, které maji alespoil
jednu glukdzovou jednotku.

Priklad 5
Pokud se naockuje jednolitrovd Erlen-

meyerova barika, kterd obsahuje 120 ml Ziv-
ného roztoku sklddajiciho se z 3 % gluké-
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zy, 0,6 % kaseinového hydrolyzatu, 1,6 %
kvasnicového extraktu, 0,3 % uhli¢itanu vé-
penatého, 0,3 % stFedniho fosfore¢nanu dra-
selného, pH se pied sterilizaci upravi hydro-
xidem draselnym na 7,8, s vychozi kulturou
kmene SE 50/110 (CBS 674.73) podle piikla-
du 3 a inkubuje 4 dny pii 24 °C na zakru-
Zovaci tfepadce, ziskd se kultiva¢ni bujon se
10 800 SIE/litr, obsahujici pfevdZné slouceni-
nu podle vyndlezu s jednou glukdzovou jed-
notkou.

5 litrd filtratu kultury se oddé&li od myce-
lia p¥i 13 000 ot/min., upravi polokoncentro-
vanou Kkyselinou dusi¢nou na pH 2,5 a 15 mi-
‘nut micha s 55 g aktivnfho uhli a 200 g Klar-
celu. Po wdstranéni pevného podilu odsatim
se neutralizuje koncentrovanym amoniakem
na pH 7, roztok se odpafi na 1,5 litru a vy-
srdzi pétindsobnym mnoZstvim ethanolu.

Ziskand vlotkovitd sraZenina se oddéli na
odstfedivce s prih&Znym rotorem pii 12 000
ot/min. a ¥lutavy zbytek odpafi na 150 ml
a pro oddéleni nepatrného podilu neroz-
pustného materidlu odstfeduje na pomalo-
h&Zné odstFedivce. 50 ml tohoto roztoku se
vnese na silng Kkyselym katexem Amberlit
iR-120 (H*—forma) pln&nou kolonu (30 X
X 300 mm; 30 ml vody na hodinu). Potom
co se zachyti celkem 300 ml eludtu, ktery
obsahuje inertni sacharidy stejn& jako po-
dil neadsorhovanych inhibi¢né a¢innych slo-
7ek, prevede se katex s asi 400 ml vody do
kadinky a za michani priddvad tak dlouho
koncentrovany amoniak, aZz se upravi hod-
nota pH na 11,5. Po 30 minutdch daldiho
michani se odd&li katex, odpafi se na 1/20
objemu, filtruje pfes sloupec (20 X 150 mm)
ionexu Amberlit IRA-410 (HCO3~—forma]) a
jima p¥i rychlosti toku 30 ml/h asi 500 ml
eludtu, ktery se odpaff a po lyofilizaci po-
skytne 1,3 g surového produktu.

Pro dalsi ¢isténi se surovy preparat frak-
cionuje na polyakrylamidovém gelu Bio-Gel
P-2, 100—200 mesh (firma Bi-Rad, Mnichov).
K tomu slouZi sloupec o priméru 50 mm a
délce 450 mm, kde se pracuje s vodou pii
rychlosti toku 40 ml/h, pFi¢emZ se shromaz-
duji frakce vZdy po 10 ml. VSechny frakce
se zkou&i anthronovym- testem na uhlohydra-
ty, stejng jako pomoci testu potlacujiciho
plisobeni sachardzy na inhibi¢n& ucinné
slozky. Frakce obsahujici inhibitor sachara-
zy se ddle zkouseji chromatografil na tenk?
vrstvé podie prikladu 1 na jejich obsah in-
dividualnich sloZek. Frakce obsahujici slou-
geninu s 1 gluk6zovou jednotkou se spoji,
odpaii a lyofilizuji. Dostane se 35 mg latky
s 0,3.106 AIE/g a 30000 SIE/g.

Priklad 6

Pokud se naotkuje jednolitrovd Erlen-
meyerova baiika vZdy se 120 ml Zivného roz-
toku obsahujiciho 5 % knobu, 1 % kvasni-
cového extraktu, 0,2 % stfedniho fosforec-
nanu draselného poka?dé 2 ml vychozi kul-
tury podle p¥ikladu 3, ziskd se po tiidenni
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inkubaci pti 28 °C roztok kultury s vytéZkem
inhibitoru amylazy:

kmen AIE/ml
SE 50 (CBS.861.70) 37 000
SE 50/13 {CBS 614.71) 109 000
SE 50/110 (CBS 674.73) 53 500

ktery prevazné tvofi smeés sloucenin se 4 ne-
bo vice glukézovymi jednotkami.
Piiklad 7 ,

Pokud se naockuje jednolitrovd Erlen-
meyrova baika vZdy se 120 ml Zivného roz-
toku obsahujiciho 1,3 % maltozy, 3,5 %
glukézy, 0,5 % kaseinového hydrolyzatuy,
1,3 % kvasnicového extraktu, 0,3 % uhli¢i-
tanu vapenatého a 0,3 % stfedniho fosforec-
nanu draselného, vZdy 2 ml vychozi Kultu-
ry piodle piikladu 3, ziskaji se po ¢tyfdenni
inkubaci na zakruZovaci tfepacce pIi 24 °C
s riznymi kmeny tyto vytézky:

kimen SIE/ml AIE/ml
SE 50 (CBS 961.70) 25 580
SE 50/13 {CBS 614.71) 14,8 1460
SE 50/110 (CBS 674.73) 57,9 755

kde prevaZné jde o smds sloudenin se 4 ne-
bo méné& glukézovymi jednotkami.

Priklad 8

Pokud se naoékuje v fermentdtoru 100
litr Zivného roztoku obsahujiciho 3,5 %
glukozy, 2,5 % sladového extraktu maleinu,
0,5 % kaseinového hydrolyzatu, 1,3 % kvas-
nicového extraktu, 0,3 % uhli¢itanu vépe-
natého, 0,3 % stfedniho fosfore¢nanu dra-
selnsho a 0,1 % protipgnivého prostfedku,
s 5 litry vychzi kultury podle prikladu 3 a
inkubuje se za michdni s provzduSiiovani
5 dnt pFi 24°C, tak se ziskd roztok kultury
s 73000 SIE/litr, ktery obsahuje pievaZné
sloudeninu s n1 + n2 = 2.

g0 litrft fermentadni nasady s myceliem
se upravi na pH 2,5 koncentrovanou kyse-
linou dusiénou p¥i sledovani pH-metrem a
za michani p¥ida 900 g (= 1 %) aktivniho
uhli pro adsorpci hlavniho podilu vznikljch
barevnych latek. Michad se 15 minut, potom
oddgli na odstFedivce pFi 3000 ot/min. od
mycelia a hlavniho podilu uhii a zbytek po-
tom filtruje za pridavku 3 kg klarcelu pies
tlakovou nugi. Ziska se 61 litrQl svétle hné-
?ého girého filtrdtu s obsahem 60 000 SIE/
lite.

Filtrat se upravi koncentrovanym amonia-
kem na pH 7 a pro adsorpci se t¢inna latka
micha s 1300 g (2 %) aktivniho uhli 30 mi-
nut. Filtruje se pres tlakovou nuli a sedi-
ment aktivnfho uhli dobfe do sucha odlisu-
je a micha tiikrat se 4 litry 50% acetonu
pii pH 2,5 vZdy 15 minut, aby se 0¢innd lat-
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ka desorbovala z uhli. Acetonové desorbéaty
se po oddéleni uhli filtraci spoji. Spojené
desorbdty se odpall na rotadni odparce na
250 ml, pFidd se stejny (250 ml) objem
me-hanolu a filtruje pres skladany filtr. Fil-
trav (480 ml) se za intenzivniho michdani
nakape do 5 litrll acetonu. VysrdZena sraZe-
nina se oddé&li na nuéi a t¥ikrat promyje ace-
tonem a etherem. Potom se su$i ve vakuu
pi: 35°C. Vyt&Zek: 230 g s 8500 SIE/g.

25 g shora uvedeného surového produktu
se rozpusti v 1 litru vody a micha s 300 g
sil.ié kyselého katexu Dowex® 50WX 4 Ht
(200 aZ 400 mesh) 30 minut. PryskyfFice se
odfiltruje a promyje t¥ikrat 2 litry 0,001 N
kyseliny chlorovodikové. Promyty katex Do-
wex s¢ potom suspenduje v 500 ml vody a
suspenze upravi pridanim 25% amoniaku
na pH 9,0 pri sledovani pH-metrem. Nako-
nec se desorbuje je3t& dvakrat vidy 500 ml
0,6% amoniaku, desorbéty spoji a odpafi na
rotaéni odparce na 100 ml. Pro odbarveni
tohoto koncentrdtu se michd 5 minut s 2 g
anexu DEAE-celuléza (firma Schleicher und
Schiill, &is. 02035, 0,6 mval/g) a potom od-
stfeduje. Svétle Zluty zbytek se pfridd ke
ste;nému objemu (100 ml) methanolu a po-
tom nakape do 2 litrd acetonu za intenziv-
niho michani. SraZenina se odsaje na nudi,
promyje acetonem a etherem a su$i ve va-
kuu pri 35°C. Vyt&Zek ¢&ini 4,2 g s 26 000
SIE/g.

Pro fadné vycisténi se 4,0 g inhibitoru ge-
lové filtruji po 0,5 g dilech pfes polyakryl-
amidovy gel Bio-Gel P-2. Potom se vidy 0,5 g
preparatu rozpusti v 10 ml vody a vnese na
sloupec gelu Bio-Gel P-2 (200 aZ 400 mesh,
firtna Bio-Rad) o priméru 5 cm a délce
95 cm. Vyviji se vodou pFi rychlosti toku
80 ml/h. Jimaji se 12 ml frakce. Ve vsech
frakcich se vy$etfi celkovy obsah uhlohyd-
ratu (ve formé& anthronového testu, jako
extnkce pri Esw), stejné jako obsah inhi-
bitoru sacharézy a inhibitoru amyldzy. Kro-
meé toho se frakce zkouZeji chromatografii
na tenké vrstvé (vybarveni inhibitoru enzy-
mu podle prikladu 1).

Frakce obsahujici sloudeniny se 4 aZ 6
glukozovymi jednotkami se spoji, odpafi ve
vakuu na 10 ml a vysraZi nakapanim do
200 m] suchého ethanolu. SraZenina se od-
d&li odstied&nim, promyje acetonem a ethe-
rem a su8i ve vakuu. Vyt&Zek ze 4,0 g su-
rového inhibitoru: 0,2 g sloudenin se 4 a¥ 6
gluk6zovymi jednotkami s 17,5.106 AIE/g a
8500 SIE/g.

Frakce obsahujici sloudeninu se 3 jednot-
kami se zpracuji stejnym zptisobem, pridems
se vysrdZeni provede 200 ml acetonu. Vyté-
Zek ze 4,0 g surového inhibitoru: 0,1 g slou-
ceriny s n1 + nz = 3, s 1,4.108 AIE/g a
21 000 SIE/g.

7 frakci obsahujicich slou¢eninu s ni 4-
+ n2 = 2 (vysrdZeno acetonem) se izoluje
0,9 g slouéeniny s n1 + nz = 2 jednotkami
s 0,3.108 AIE/g a 68 000 SIE/g.
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Priklad: 9

Pokud se naofkuji 3 malé fermentatory
vidy s 8 litry Zivného roztoku s obsahem
7,5 % sladového extraktu maleinu, 0,3 %
kaseinového hydrolyzatu, 0,7 % kvasnico-
vého extraktu, 0,3 % uhligitanu vapenaté-
ho, 0,3 % stFedniho fosforednanu draselui-
ho, s 5 % vychozi kultury kmene SE 50/110
(CBS 674.73)  (ziskdno podle piikladu 3),
tak se po pétidenni inkubaci p¥i 24 °C zisk4
kultivaéni bujon s 73 SIE/ml, ktery pievdz-
né obsahuje sloudeninu s n1 -+ nz = 2. Po
odstfedovani [30 minut, 3000 ot/min) po
oddéleni mycelia se ziska 20,5 litrdt tmavo-
hnédého roztoku kultury s 67 000 SIE/litr.
Upravi se kyselinou dusi¢nou na pH 3,5 a
prida pro odbarveni 60 g adsorpéni prysky-
Fice Lewapol (Ca 9221, 0,35 mm zrn&ni, fir-
ma Bayer) na litr, tedy 1,23 kg Lewapolu.
Po dvacetiminutovém michédni se odd&li na
nugi pres filtr (Seitz K3). Odbarveny roz-
tok kultury se neutralizuje amoniakem (18,5
litru, 67 000 SIE/litr). Nakonec se pro ad-
sorpci G¢inné latky vmichd 20 g/litr aktivni-
ho uhli, tedy 370 g a po dobu 20 minut mi-
cha. Pak se odfiltruje pes filtr (Seitz K3),
ktery je opatfen vrstvou pomocného filtrad-
niho prostfedku klarcel. Filtrat (17,5 litruy,
3600 SIE/litr) se odloZi. Zbytek na uhli se
trikrat promyje 2 litry destilované vody. Pro
desorpci u¢inné latky z uhli se tFikrat mi-
chéd vZdy s 1 litrem 80% acetonu 15 minut,
pfi¢em? se pH upravi na 2,5 koncentrova-
nou kyselinou chlorovodikovou. Desorbaty
se spoji (2,4 litry, 371000 SIE/litr). Do de-
sorbatu se vnese 20 g/litr katexu Dowex H*
(Dowex 50 W X 4, H*-forma firma Serva,
Heidelberg), tedy 46 g Dowexu a michd
20 minut. Potom se pryskyFice odfiltruje
(Dowexova frakce I) a promyje asi 75 %
acetonem. Filtrat a promyvaci kapalina (3
litry = 215000 SIE/litr) se rozmichajl s 60
g/litr silng bazického anexu Amberlit IRA
410 (OH~-forma, firma Serva, Heidelberg)
a upravi na pH 7. Potom se odfiltruje a k
filtrétu (2,8 litru, 219 000 SIE/litr) prida 72
gramu katexu Dowex H* a michd 20 minut.
Pfitom se udrZuje pH 3,0 zavéSenim poréz-
niho nylonového sac¢ku naplnéného anexem
Amberlit IRA 410 OH~. Potom se odfiltruje
od katexu Dowex (Dowexovad frakce II) a
filtrat (2,6 litru, 27 000 SIE/litr) odloZi.

Dowexova frakce I a II se promyji oddé-
lené t¥ikrat vidy 75 % acetonem pii pH 3,5
a potom desorbuji vZdy t¥ikrat 100 ml (do-
wexova frakce I) nebo 150 ml (dowexovéa
frakce 11} 0,6 % amoniaku. PFi prvni de-
sorpci, pii které mnoZstvi amoniaku pro
neutralizaci pryskyfice Dowex neni dosta-
¢ujici, se upravi pridavkem koncentrované-
ho amoniaku pH na 9 pfi sledovani pH-me-
trem. 3 desorbaty dowexovych frakci I a II
se spojl, na rota¢ni odparce odpaii skoro do
sucha, vyjmou 50 ml vody, pomoci pH-me-
tru upravi kyselinou chlorovodikovou na 3
aZ 4 a ptidd 50 ml methanolu. Roztok se za
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michani nakape do 1,5 litru absolutniho ace-
tonu, vysrdZend sraZenina se odsaje na nu-
¢l 'a promyje trikrat acetonem, stejné jako
jednou etherem a susi ve vakuu.
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Frakce I a II obsahuji jako sloZku s po-
tladujcim d¢.nkem hlavné sloudeninu podle
vyndlezu s n1 + nz = 2, vedle nepatrného
podilu sloudeniny s n1 + nz = 3.

Nasledujici tabulka uvadi potladovani pi-

VytéZzek: sobend sachardzou u prepardti v po sobé
jdouci Fadé:
frakce 1 65g - 25 000 SIE/g
frakce II 123g 36000 SIE/g
VytéZek
Objem SIE/litr SIE celkem Vytézek SIE %
(litr)
1} Roztok kultury 20,5 67 000 1373 500 100
2) Po odbarveni
Lewapolem 19,5 67 000 1 306 500 95
3) Po adsorpci na
aktivhim uhli 18,5 3600 66 600 (4,8 odloZen)
4) 1. desorbét 0,7 742 000 519 400 37,8
5) 2. desorhét 0,9 329 000 296 100 ¢. 883 500 21,6 64,4
6) 3. desorbat 0,8 85 000 68 000 5,0
7} Smésny desor- :
bat (4—6) 2,4 371000 890 400 64,8
8) Po 1. dowexové
adsorpci 3,0 215 000 645 000
9) Po neutralizaci
s IRA OH~- 2,8 219000 613 200
10) Po 2. dowexové :
adsorpci 2,5 27 000 67 300 (4,9 odloZen)
11) Spojené NHj de-
sorbéty z dowe-
xové frakce | 0,29 682 000 197 780 14,4
12) spojené NHs3 de- 60.9
sorbéaty z dowe- [
xové frakce II 0,45 1419 000 638 550 46,5
13) SréaZeni
frakce I 6,5 g 25 000/g 162 500 11,8 l
SréZeni 440
frakce II 12,3 g 36 000/g 442 800 32,2 I

Priklad 10

Pokud se inkubuji 2 g piipravku jako je
popsan v piikladé 1 v 60 ml 20 mM natrium-

glycerofosfatového pufru [pH 6,9] a 1 mM

chloridu vépenatého s 1 g «-amylazy z
Aspergillus spec. (Serva &is. 13 418) za ne-
ustdlého michani 120 hodin pfi 37 °C, potom
se zahfivd 5 minut na 100°C a wodstfeduje
pii 4000 ot/min. od nerozpustného podily,
tak se po lyofilizaci roztoku ziskd 1,9 g pro-
duktu s 3500 SIE/g a 2.106 AIE/g. Zkousi-l
se tento produkt pomoci chromatografie na
tenké vrstvé a zbarveni inhibitoru sachar4-
zy jako je popsano v prikladé 1, tak se u-
kiZe, ¥e sloudeniny s aktivitou potlacovéni
jsou v podstatd sloudeniny podle vynalezu
sni-+nz=12a3.

Priklad 11

Pokud se inhibuji 2 g pfipravku jako je
popsdn v priklad® 1 v 30 ml 20 mM aceta-
tového pufru [pH 4,8] s 1,25 mg g-amyla-
zy z bataty (Boehringer) za neustdlého mi-

chdni 120 hodin p¥i 37 °C, zahiivd 5 minut
na 100 °C a odstredi pri 4000 ot/min. od ne-
rozpusiného podilu, tak se ziskd po lyofi-
lizaci roztoku 1,5 g produktu s 1800 SIE/g
a 3,8.105 AIE/g. Zkousi-li se tento produkt
pomcel chromatografie na tenké vrstvé a
zbarveni inhibitoru sacharazy jako je po-
psano v piikladé 1, tak se ukéZe, Ze slouce-
niny s Gginkem potladovani jsou v podstaté
slou¢eniny podle vynalezu s ni -+ nz = 2
a3

Priklad 12

Pokud se nao&kuje 200m! Erlenmeyerova
batika s 25 ml Zivného roztoku s obsahem
0,1 9% stfedniho fosforecnanu draselného,
0,2 % siranu amonného, 0,05 % siranu ho-
Feénatého, 0,05 % chloridu draselného,
0,01 % siranu Zeleznatého, 2 % ptipravku
jako je popsan v prikladé 1, se suspenzi
spor kmene Asp. niger ATCC 11394 a inku-
buje pfi 28°C ma zakruZovaci tfepecce, tak
poklesne po 6 dnech AIE-titr z 210 900 AIE/
/ml na 53000 AIE/ml a po 10 dnech na
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21300 AIE/ml. Soulasnd vzroste obsah SIE/
/ml z 7,0 na 72 SIE/ml.

20 ml roztoku inkubovaného 10 dni se
suspenzi spor se odstfeduje pro oddé&leni
mycelia 30 minut pfi 3000 ot/min. 15 ml
zbytku (72 000 SIE/litr) se odsoli tFicetimi-
nutovym michdnim s 2 g katexu Amberlit
IRC 50 H* a 1 g anexu Amberlit IRA 410
OH- (vodivost men$i neZ 2 mS.cm™!). Ione-
Xy se odfiltruji a filtrat necha protékat v
mnoZstvi 5 ml/h katexem Dowex H*t ve
sloupci (primér 1 cm, délka 10 cm) ekvi-
librovaném 0,001 N kyselinou chlorovodi-
kovou. Potom se promyje 200 ml 0,001 N
kKyseliny chlorovodikové. K desorpci se der-
pd 10 mV/h 0,6% roztoku amoniaku sloup-
cem a jimaji se 5ml frakce. Frakce vyka-
zujici aktivitu potladovdni plisobeni sacha-
razy se spoji, odpatfi na rotadni odparce na
2 ml a pfridaji sz 2 mi methanolu. Roztok se
upravi na pH 3 aZ 4 a vysrdZi prikapanim
100 ml acetomu. SraZenina se oddéli na nu-
¢i, promyje acetonem a etherem a suSi se
ve vakuu. VytdZek ¢:ni 26 mg s 28 000 SIE/g,
kde latka sestavéd ze sloicenin s n1 + n2 =
= 2 a 3. Ziskani ¢isté sloudeniny s ni
-+ nz = 2 z tohoto produktu se provadi ja-
ko je popsdno v piiklad& 8 gelovou filtraci
na sloupci gelu Bio-Gel P-2. Ziskd se 7 mg
slouceniny s n1 -+ nz = 2 o 60000 SIE/g.

Priklad 13

2 litry filtratu kultury, ktery se ziskal z
fermentacni nasady jako je popsdno v pii-
klad& 5 odstranénim mycelia p¥i 13 000 ot/
/min. a ktery méa aktivitu 13000 SIE/g se
michd pro redukci obsahu soli {vodivost
filtratu kultury asi 10 mS.cm~') s 500 g
smeési ionexd z 2,5 dilu Amberlitu IRC-50
(H*-forma) a 1 dilu Amberlitu IRA-410
(OH -forma) 1 hodinu. Ionexy se oddéli,
roztok odpafi na poné&kud mensi objem neZ
100 ml a pro odstranéni nerozpustného po-
dilu pFi 20 000 ot/min. odstfeduje 15 minut.
Zhytek se doplni na 100 ml, (ma skoro vo-
divost 3,5 mS.cm~'} P-celuldzy (Serva &.
45 130, pripraven podle zndmych metod a v
5 mM amoniumfosfatovém pufru [pH 5,5]
ekvilibruje). Jako eluéni &inidlo slouZi uve-
deny pufr. Rychlost toku je 90 ml/h a jima-
ji se frakce o objemu 18 ml.

Frakce eludtu se potom zkouSeji na je-
jich obsah uhlohydratt (pomoci anthrono-
vého testu) a slouZek potladujicich piisobe-
ni sachardzy (pomoci testu inhibice sacha-
razy). Spoji se frakce, které jsou podle an-
thronového testu taktka prosté uhlohydra-
th a soudasné maji pfi testu inhibice sacha-
razy zvlastni u¢inek (frakce 60 a¥ 170), od-
pafi na 150 ml a filtruji p¥es sloupec (50 X
X 300 mm) anexu Amberlit IRA-410
(HCO3 -forma). Pro lep3i kontrolu desio-
nizace se zachycuje eluat ve frakcich {10 ml
frakce za 20 minut) a zkousi na uhlohydrat
(pomoci anthronového testu: pofad skoro
negativni), na fosfat (pomoci reagencie ky-
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selina askorbovid-molybdat: zcela negativni)
a na potladovani plisobeni sachrazy [pomo-
ci testu inhibice enzymu). Frakce s potla-
Cujicim uéinkem (3 aZ 30) se spoji, odpafi,
lyofilizuji, znovu rozpusti a lyofilizuji. Do-
stane se 280 mg surového inhibitoru.

Dalsi ¢'8téni surového inhibitoru na gelu
Bio-Gz21 P-2 se provadi jako je popsand v
prikladé 6 frakcionizaci. Z frakci, které cb-
sahuji ¢istou slouceninu s n1 - nz = 1 se
po lyofilizaci izoluje 30 mg produktu s 0,3.
.108 AlE/g a 35000 SIE/g.

PFiklad 14

Pro ziskdni aminocukrovych derivatll s
5 aZ 7 gluk6zovymi jednotkami se naptiklad
vychazi z pripravku, jako byl popsan v pii-
kladé 1. ‘
. 30 g pFipravku podle piikladu 1 se rozpus-
ti ve 250 ml vody. Vodivost tochoto roztoku
¢ini 10 mS.cm~! a pH 5,5. Pro odspleni se k
roztoku pridd 60 g slab8 kyselého katexu
Amberlit IRC 50 H* (katex, ktery aminocuk-
rové derivaty vdZe jen ve stopach z vodné-
ho roztoku) a 20 g anexu Amberlit IRA 410
OH~ a michd 20 minut. Flitrat. (o vgdivosti
0,5 mS.cm~!, pH 3,5) se upravi 1. N kyseli-

‘nou chlorovodikovou na pH 3,0 (vodivost

0,6 mScm~1). Tento roztok se derpd.rych-
losti 42 ml/h katexem Dowex 50 W' (H*+-for-

.1ma) naplnénym ve sloupci o priméru 2,5 cm

a vysce 40 cm (ekvilibrace v 0,001 N kyseli-
né chlorovodikové a nakonec se promyje 2
litry 0,001 N kyseliny chlorovodikové. Po
promyti sloupce se eluuje 1,2% vodnym amo-
niakem a jimaji se 10 ml frakce. Frakce s
potladujicim tG€inkem se spoji, amoniak od-
tdhne ve vakuu a roztok potom odpa¥i ve
vakuu na 30 ml. Nakapdnim do 600 ml su-
chého ethanolu se provede srdZeni, sraZeni-
na oddéli na nuéi a susi ve vakuu po promy-
ti ethanolem a etherem. VytéZek &ini 4,4 g
s 26,5.105 AIE/g.

0,5 g latky se pro jemné vyg&istén{ nanese
na sloupec preparativniho gelu Bio-Gel P-2;
jako je popsano v piikladé 8 a vyviji. Frakce
obsahujici podle chromatografie na tenké
vrstvgé (vybarvené inhibitorem amylazy)
sloudeniny s n1 -+ nz = 5 aZ 7 se spoji, od-
pafi ve vakuu a vysrdZi suchym ethanolem
jako bylo popséno shora. VytéZzek z 0,5 g su-
rového produktu ¢ini 0,2 g aminocukrového
derivatu s n1 + n2z = 5 aZ 7, s 30.105 AIE/g
a 2500 SIE/g.

Priklad 15

Tento piiklad ukazuje jak se mohou eluo-
vat sloucdeniny z Kkatexi za Kkyselych pod-
minek. _

Sloupec o préméru 1,5 cm se naplni 30 g
(hmotnost za vlhka) katexu Dowex®R 50 W X
X 4 (H*-forma), 200 aZ 400 mesh v 0,001 N
kyselin€ chlorovodikové. Potom se &erpd 500
mililitrt smiSenéhc desorbatu (400 000 SIE/
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Jlitr, pH 2,5, 60% aceton), ziskaného podle
pfikladu 9 (tabulka, prabgh & 7) asi 1 ho-
dinu sloupcem a potom se promyje 500 ml
0,001 N kyseliny chlorovodikové. Za téchto
podminek se eluuje sloufenina pouze se sto-
pami G&inku. Potom se desorbuje 0,0125 N
kyselinou chlorovodikovou, pfi¢emZ se re-
gistruje vodivost nebo index lomu eluatu vy-
tékajiciho z kolony. Mimoto se eluat testuje
na obsah SIE. U¢inné frakce 74 aZ 100 se
spoji a po pFiddni enexu Amberlit IRA 410
OH~ se neutralizuji, potom odpafi na 5 ml,
nechaji reagovat s 5.ml methanolu a vysra-
71 pFiddnim do 200 ml acetonu. Po promyti
acetonem a etherem se susi ve vakuu.

Vytdzek &ini 1 g slouteniny s n1 + nz = 2
s 65 000 SIE/g.

Z uginnych prednich frakci se mohou zis-
kat sloudeniny s n1 -- nz = 3 a 4 glukozo-
vymi jednotkami.

Tento zplisob kyselé desorpce "umoZiu-
je také naopak vzhledem k alkalické desorp-
ci frakcionovani pro ziskdni jednotlivich
aminocukri této fady. :

KdyZ se piipravek se 4 aZ 8 glukdézovymi
jednotkami jako je popsdno shora podrobi
tomuto postupu, plitemZ se neutralizovany
eluat lyofilizuje, ziskaji se nasledujici jed-
‘notl’vé veétst frakce:

ni -+ nz = 4 = 67000 AIE/mg
ni - nz = 5 = 57000 AIE/mg
nt -+ nz = 6 = 42 000 AIE/mg
n -+ nz = 7 = 24000 AIE/mg
ng 4+ nz = 8§ =

5000 AIE/mg
Priklad 16

Shora popsany zpiisob odbourdvéani g-amy-
lazy se provadi takto:

100 mg sloudeniny se rozpusti v 1,9 ml
20 mM natriumacetatového pufru (pH 4,75)
a prida 0,1 ml g-amyldzy z hutaty (Boehrin-
ger, 5 mg/ml, 500 jedn./mg). Smés se udrzu-
je 48 hodin p¥i 37°C a zahFivd 5 minut na
100 °C a nakonec odstfedi pi#i 4500 ot/min.,
aby se vysraZend bilkovina a jiné necistoty
odstranily. Celd smé&s se potom vnese na
sloupec gelu Bio-Gel P-2 (primeér 22 mm,
délka 100 cm, teplota udrZovdna termosta-
tem na 65°C) a eluuje vodou pfi rychlosti
toku 25 ml/h. Eluat se vede konduktometrem
a vysoce citlivym reflektometrem s prito-
kovymi kyvetami. Jimaji se frakce vZdy o
2,5 ml. Frakce se mohou zkouSet na uc¢inek
potlagujici ptisobeni amyldzy nebo sachara-
"zy nebo pomoci anthronového testu. Elektro-
lyty pochézejici z pufru a enzymovy prepa-
rét se eluuji s vylouéenym objemem a produk-
ty odbouravani podle ubyvajici molekulové
hmotnosti. Uplné oddgleni slou¢enin, jejichZ
molekulovd hmotnost se jen mdlo 1i8i se pro-
vadi opakovanou chromatografif za shora po-
psanych podminek. Frakce obsahujici pro-
dukt uréeny k izolovani se spoji a lyofilizu-
it.
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Priklad 17

Pro oddéleni isomernich sloucenin se ti'e-
mi glukdzovymi jednotkami se vnese 10 g
isomerni smési rozpusténé ve vodé na slou-
pec naplngny katexem Dowex® 50 W X 4
(H*-forma). Sloupec se nejprve promyva
vodou aZ je eluat neutrdlni a potom eluuje
0,025 N Kkyselinou chlorovodikovou. Frakce
se¢ jimaji vZdy po 3 ml a zkou$i chromato-
grafii na tenké vrstvé. Chromatografie na
tenké vrstvé se provadi na silanizovanych
deskdach silikagelu se smési ethylacetatu,
methanoly, vody a 25% amoniaku v poméru

100:60:40:2 s trojndsobnym vyvijenim. Slou-

genina vzorce 1V, probiha vé&tSi vzdéalenosti
od v§choziho mista neZ slou¢enina vzorce V.
Frakce 215 aZ 272 obsahujici 6 g isomeru
vzorce V a frakce 288 aZ 294 obsahujici 600
miligram@ isomeru vzorce IV se spoji, ne-
utralizuji anexem Amberlit IRA-410 (OH"-
-forma) a odpaii. i :

Potladeni plisobeni sachardzy in vitro u iso-
meru vzorce IV izolovangého timto postupem
je 19 000 SIE/g.

Priklad 18

Vy&'§téné preparaty sloucenin s ng - nz =
= 4 se mohou ziskat opakovanou gelovou
prostupovou chromatografii (recycling gel
permeation chromatography) podle tohoto
prikladu.

8,0 g surového prepardatu- slouceniny s
n1 -+ n2 = 4 a 5 ziskaného podle pfikladu 8
nebo 17 se zbavi piimé&si soli rozpudténim
materidlu v 1 nM amoniaku a tento roztok
se vnese na kolonu (o praméru 50 mm a
délce 100 cm) pinénou Sephadexem G-10%.
Sloupec se eluuje 1 nM amoniakem a eluat
se sleduje pomoci priitokového reiraktomet-
ru a konduktometru s pritokovym ¢&lankem.
Eludt se miiZe také zkouZet chromatografic-
ky na tenké vrstvé na silikagelovych des-
kdch s n-butanolem, ethanolem a vodou Vv
poméru 45:35:20. Frakce obsahujici ¢isty ma-
terial se spoji a lyofilizuji. VytéZek ¢&ini 4,4
gramu. ’

2,0 g tohoto materidlu se k dalsimu déle-
ni vnesou na kolonu (primér 50 mm, délka
100 cm) naplnénou gelem Bio-Gel P-2%, 200
aZ 400 mesh. V kolon& se udrZuje teplota ter-
mostatem na 65°C a eluuje se vodou pfi
rychlosti toku 80 ml/h. '

NepouZitelna frakce a frakce obsahujici
siil, které jesté mohou byt pFitomny po chro-
matografii na Sephadexu se odloZi. Systém
sklddajici se z kolony, ob&hového Cerpadla,
priitokového refraktometru a pritokového
konduktometru se uzavie a roztok se nechd
obihat ptes gel. Jak pokrocilo oddélovéni se
zkoudl neustdlym sledovdnim indexu lomu
a vodivosti. Dostadujiciho oddgleni se dosédh-
ne po 5 ob#zich. Potom se kolona opét pripo-
ji na zasobnik rozpoustédla a eluuje, pfi-
gem? se jimaji frakce vZdy s objemem 16 ml.
Frakce se zkoudeji chromatografii na tenké
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vrstve, jako bylo shora popsdno a frakce,
které obsahuji ¢isté sloudeniny a mezifrak-
ce se spoji a lyofilizuji. Vyt&Zek &ini 600 mg
slouceniny s n1 - n2 = 4; 420 mg slouceni-
ny s + nz = 5a 100 mg méné& oddélenych
latek jako mezifrakce.

Priklad 19

3 jednolitrové Erlenmeyerovy baiiky, kte-
ré obsahuji vZdy 200 ml Zivného roztoku s
obsahem 2 % 8krobdl, 1% glukézy, 0,5 % a-
minu NZ, 1% kvasnicového extraktu a 0,4
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procenta uhliCitanu vapenatého (sterilace po
dobu 30 minut p#i 121°C, pH pFed sterilaci

‘upraveno na 7,2) se naockuji vidy 2 ml vy-

chozi kultury (ziskané ve stejném Zivném
roztcku, otkovéno s agarem s ovesnymi v1og-
kami ze Sikmych trublckovych kultur]). Tyto
batiky se kultivuji p¥i- teplotd 28°C na za-
kKruZovaci tfepadce. Po t¥idenni dob& kulti-
vace se obsah vSech tIf bangk spoji a myce-
lium se odd&li na odstfedivce. Ziskd se 425
mililitrd zbytku, ktery obsahuje 1100 AIE/ml,
0,17 MIE/nii a 1,0 SIE/ml.

PREDMET VYNALEZU

Zplisob vyroby aminocukrovych derivata
obecného vzorce I

CHOH OH OH CH,

AT 3

hy CH,OH H

kde

n1 znamend ¢islo 1 a7 7 a

nz znamend ¢islo 1 aZ 7, pfriem? soudet
n1 a nz predstavuje &islo 2 aZ 8,
vyznacujici se tim, Ze se kultlvu]1 kmeny SE
50 (ATCC 31 042), SB 18 (ATCC 31 041), SE 82
(ATCC 31045), SE 50/13 (ATCC 31043} a

Severograftia, n.

OH OH

.,

), P

SE 50/110 (ATCC 31044) rodu Actinoplana-
ceae aerob v pevném nebo tekutém Zivném
prostiedi, které cbsahuje zdroj uhliku a du-
siku, stejné Jako soli a prostfedek zabrariu-
jici pénéni, pii teplotd 15 aZ 45°C a pH 5,0
az 8,5 a poZadované sloudeniny se o sobe
znamym zplsobem izoluji.

zavod 7, Most
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