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Podstata vyndlezu spodiva v tom, Ze ni%Sie maltooligosacharidy - maltoza s% maltookto-

za - sa po preveden{ na odpovedajice 4-nitrofenylhydrazony velmi §&inne rozdelujd chromato-~

grafiou na papieri.

Preparat{vne rozdelenie maltooligosacharidov sa uskutoéﬁujé na stipci aktfvneho uhlia

pri vhodnom meneni gradientu elu¥ného systému vodas - etanol (R. L. Whistler, D. F. Durso;

J. &m. Chem. Soc. 72, 677 (1950); ibid. 74, 5140 (1952)), resp. na stipci Bio-Gel P-2 ely-

ciou vodou (M. John, G. Trenel, H. Dellweg; J. Chromatogr. 42, 476 (1969)) alebo icnome-
ni&a XE 200 (J. F. Deaton; Ger. Offen. 2725964, CA. 88, 63494b (1978)). Kvalitativny dbkaz,

pripadne stanovenie maltooligosacharidov je tie? zaloZené na ich vzdjomnom rozdelenf papie~

rovou chromatografiou (J. Stenék, M. Cervny, J. Pacék; Oligosacharidy, p. 328, Nakl. {SAV,
Praha 1962; H. Bender; Carbohydr. Res. 65, 85 (1978); K. Umeki, K. Kainuma; J. Chromatogr.

150, 242 (1978)). Rychlu informdciu o zloZeni zmes{ oligosacharidov typu o -glukénov posky-

tuje chromatogrefis na tenkej vrstve celulozy (R. Spitschen; J. Chromatogr. 61, 169 (1971)),
kremeliny (F. W. Collins, K. R. Chandorkar; J. Chromatogr. 56, 163.(1971)), silikagelu
(D. Nurok, 4. Zlaetkis; Carbohyd. Res. 65, 265 (1978)), resp. zmesi silikegélu & kremeliny

(Ce To Mensfield, H. G. McElroy Jr.; Anal. Chem. 43, 586 (1971)). Vghodou navrhovaného sp8-

sobu izoldcie maltooligosacharidov oproti uvedenym chromatografickym deleniam je, Ze malto-

ocligosacharidy vo forme ich 4-nitrofenylhydraz6nov sa chromatografiou na papieri vysoko ¥¥in-

ne navzédjom rozdeXuji.
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Podstata vyndlezu spodive v tom, Ze maltooligosachaeridy sa 8 4-nitrofenylhydrazinom

v metanol-vodnom roztoku konvertujd nea odpovedajice 4-n1trofeny1hydrazony, ktoré sa chroma-
tografiou na pspieri rozdelia a z izoloyvanych hydrazénov sa znémym postupom nepr. regkciou

s benzaldehydom uvolnia prislusné meltooligosacheridy.

Technické prevedenie izoldcie maltooligosacharidov je velmi jednoduché a ziskané jed-

notlivé meltooligosacharidy vykazuji vysoky stupen tistoty.

Priklad

Vodorozpuatny LU-14C)oc—g1ukén (10 pCi; glukén izoloveny z riad Chlorella sp., produkti
Ust avu pre vyskum, vyrobu a vyuzitie rédioizotopov, Preha), pripadne riedeny neznaéenym
glukénom (50 mg; glykogén 2z ustric, produkt JT Beker Chemical Co.) sa d4 do vody (2 ml), do
ktorej sa sulasne prid4 imobilizovend o -amyldza (ex salive) na celulozovom nosi¥i (5 mg;
4 a%¥ 8 U/mg, pripravend podle J. Zemek, J. Augustin; fs. vyndlez 189472 (1978)) a reakind
zmes sa nechd stét pri teplote 20 a% 25 °¢ po dobu 3 a% 5 dnf. Imobilizoveny-enzym sa od-
filtruje, k filtrdtu sa pridd 2 % meteanolovy roztok 4-nitrofenylhydrezinu (4 ml) a zmes sa
zahrieva 7 hodin pri 60 Oc. Reakind zmes se nanesie na chromatograficky papier (46 x 56 cm,
Whatmen No 1) a chromatografuje eluénym systémom 1-butancl-etanol-voda (5 : 1 : 4 V/V) pri
teplote 20 af 25 °C po dobu 24 a% 30 hodfn. Pohyblivost jednotlivjch 4-nitrofenylhydrazo-
nov maltooligosacheridov je uvedend v tabulke 1 (pri dostatolnych koncentrdcisdch jednotli-

vych hydraanov je moZné pozorovat im odpovedajice jasnoZlté zony na chromatograme).

Tabulka 1

Pohyblivost 4-nitrofeny1hydraz6nov sacharidov pri chromatogrefii na papieri

4-nitrofeny1hydraz6n ' R‘) R++)
glukdzy | 1,00 3,43
maltozy 0,63 _ 2,00
#altotriozy ) 0,43 1,50
maltotetraczy : 0,30 1,00
maltopentaézy 0,18 0,62
meltohexadzy ' ©o0,11 | 0,39
maltoheptany ‘ 0,06 0,21
maltooktaczy 0,035 0,12
4-nitrofenylhydrezin 1,60 : 5,49

*)vzfahované na pohyblivost 4-nitrofenylhydraz6nu D-gluk6zy,

++)vz1:ahované na pohyblivost D-gluk&zy

7 chromatografického pepiera sa jednotlivé zony 4-n1trofenylhydrazonov vystrihnd
(z p6vodnej rédioaktivity (U= 4C)ot-glukénu Je v zone 4-n1trofeny1hydrazonu maltozy
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29 aZ 34 %, maltotri6zy 19 a¥ 22 %, meltotetradzy 10 aZ 13 % a maltopentaczy 10 aZ 12 %

aktivity), zaleju vodou (10 ml) a po pol hodinovom stdt{ pri teplote miestnosti sa ku kaZ-
dej frakeii pridd4 metanol (1 ml) a benzeldehyd (1 ml) a zmes sa udrZuje pri teplote 60 oc
15 hodin. Potom sa roztok prefiltruje, filtrdt zahusti{ za znfZeného tlaku (teplota kupela
do 40 oC), destiladny zvySok ss nanesie na chromatograficky pepier a chromatografuje elud-
nym systémom l-butanol-etenol-voda pri teplote miestnosti 5 a% 6 dnf, ¥{m sa z{ska osobitne

gisty Jjednotlivy meltooligosacharid (ca 50 % aktivity pbvodného fenylhydrazonu).

Maltotricza ako aj deldie oligosacharidy malt6zového radu s§ dbleitymisubstrdtmi pre
biochemické a histochemické vySetrenia, a to jednak v oblesti priemyselnej mikrobiologie
(sledovanie kvasnych procesov), v klinickej biochémii a histochémii (stanovenie aktivit
amylolytickych enzymov a ich lokalizdcia) & v zékladnom vyskume chémie a biochémie sachari-
dov. PouZitie 14C—znaékovanych substrdtov umoZnuje rozpfacovanie mikrometodik vhodnych pre
analyzu biologického materidlu odobreného v obmedzenom mnoZstve (napr. k diagnostike vrode-

nych poridch metabolizmu glykogénu).

PREDMET VYINAKLEGZU

Spbsob izoldcie (U—l4C) maltooligosacharid%v z hydrolyzédtov (U-14C)a¢—g1ukénov, vyzna-
Sujici sa tym, Ze maltooligosacheridy sa prevedd v metanol-vednom roztoku s 4-nitrofenyl-
hydrazinom na odpovedajice 4-nitrofenylhydrazony maltooligosacharidov, ktoré sa rozdelia
papierovou chromatografiou & z izolovanych hydrazénov sa jednotlivé sacharidy uvolnia zné-

mym spbsobom, vyhodne reakciou s benzaldehydom.
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