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(54) Zpisob piipravy methyl-alfa-D-glukopyranosidu znadeného

radioizotopem '4¢ nebo stabilnfm izotopem l3¢
zna&eného alfa-D-glukanu

Vynilez se tyk& zplisobu pfipravy methyl-
-alfa-D-glukopyranosidu znaleného radioizo-
topem 14C nebo stabilnfm izotopem 13C s vy-
u¥it{m znadeného alfa-D-glukanu.

Podstata navrZeného Fefenf spolivd
v tom, ¥%¥e znaXeny alfa-D-glukan, izolovany
s vfhodou z fotoautotrofnich organismd se
uvede v reakci s methanolickou kyselinou
trifluoroctovou, vyhodn& o 5 aZ 25% koncent-
raci, v p¥ftomnosti 2 a% 4 % vody vztaZeno
na hmotnost methanolu, p¥i teploté 85 aZ
100 ©C a reakén{ dcb& 4 aZ 24 hodin v uza-
vieném systému.

s vyuZitim



231499 2

Vynélez Ye3f zplsob pffpravy methyl-alfa-D-glukopyranosidu znaZeného radioizotopem }40

nebo stabilnim izotopem 13C s 'yyuZitim znadeného alfa-D-glukanu.

Methyl-alfa-D-glukopyranosid znaeny izotopy uhlfku 14C nebo 13c v D~glukopyranosové
jednotce, p¥fpadn& i na uhliku methylové skupiny tvoifc{ aglykon, mé velmi mnohostranné vy-
u¥it{ v chemii sacharidd zejména jaké modelovd litka pro syntézy a studie v disledku vhodné
chrdnéné anomern{ hydroxylové skupiny, v biochemii ke sledovdni substritové specifity enzy-
md a v biologii p¥i sledovdnf transportnfch jevi v butkdch.

Methyl-alfa-D-glukopyranosid je dostupny p¥edeviim Fischerovou metodou piipravy glykosi-
dd z D-glukosy /Stan®k J., Cerny M., Kocourek J., Pacdk J.: Monosacharidy, NUSAV, Praha 1960,
8. 173/ a primyslovd metanolyzou ¥krobu /Langlois D. P.: Methods Carbohyd. Chem. 4, 272
/1964//.

Jiné moiné cesty p¥ipravy podle analogif s vice &i ménd obecnymi metodami syntézy gly-
kosidd majf vyznam jen ve zvlg¥tnfch pfipadech vesmés u derivdtd D-glukosy.

Fischerova metoda, spoivajfc{ v reakci D-glukosy s methanolem v p¥itomnosti kyselého
katalyzdtoru /minerdln{ kyseliny/, je dnes roz¥i¥end piedeviim v provedenf, vyuZivajfcim
‘katalyzu katexem /Cadotte J. E., Smith F., Spriestersbach D.: J. Amer. Chem. Soc. 74, 1 501
/1952// a tato metoda byla té%¥ aplikovdna na p¥fpravu methjl-alfa-D-/U-14c/~glukopyranosidu
/Barlett G. M., Sheppard G.: J. Labelled Comp. 5, 275 /1969//.

Metanolyza ¥krobu, prov4d&nd methanolem v pf¥ftomnosti minerdlnf kyseliny /chlorovodi-
kové nebo sfrové/, je poufivdna k p¥fpravé methyl-alfa-D-glukopyranosidu ve velkém /franc.
patentovy spis 1 114 382, patentovy spis USA 2 276 621/.
14C nebo stabilnim
¢ by bylo mo¥no vyu¥ft kysele katalyzovanou metanolyzu znafeného alfa-D-glukanu,

Pro p¥ipravu methyl-a}lfa-D-glukopyranosidu, znafeného radioizotopem
izotopem 13
zejména vzhledem k jeho dostupnosti z fotoautotrofnich organismi /&s. patentovy spis &,

121 808/.

vobvykly typ katalyzy minerdlnf kyselinou je v3ak spojen s obtfZemi, které se ddle vy=-
razn& zvysujf p¥i prdci s malymi kvanty p¥i pEfprav& znaleného methyl-alfa-D-glukopyranosidu.
Minerdln{ kyselina v reakdnim prostfedf m4 za ndsledek nebezpelf rozkladu D-glukosy v pri-
b&hu takto katalyzované metanoljzy‘/chambers R. E., Clamp J. R.: Biochem. J. 125, 1 009
/1971//, navic jeji odstrafiovdni ze smési po reakci je pracné a op&t spojené s nebezpe&im
rozkladu produktu. ) .

Vyke uvedené nedostatky odstrafiuje zpdsob p¥{pravy methyl-alfa-D-glukopyranosidu znale-
ného radioizotopem 14C nebo stabilnim izotopem 13C s vyu#itfm zna&eného alfa-D-glukanu, jeho%
podstata spo&ivd v tom, ¥e znafeny alfa-D-glukan, izolovany & vyhodou z fotoautotrofnich
organismi, se uvede v reakci s methanolickou kyselinou trifluoroctovou, vyhodné& o 5 a¥ 25%
koncentraci, v pfitomnosti 2 a¥ 4 & vody vztaZeno na hmotnost methanolu, p¥i teploté 85 az
100 %c a reak¥nf dob& 4 a¥ 24 hodin v uzavieném systému.

14

P¥i reakci je mo¥no pou¥ft té% methanolu zna¥eného radioizotopem ~ C nebo stabilnim

izotopem 13C.

V¢hodou tohoto zplisobu pfipravy methyl-alfa-D-glukopyranosidu znadeného radioizotopem
14C nebo stabilnim izotopem 13C je, Ze pouiiti kyséliny trifluoroctové p¥i kyselé metanolyze
alfa-D-glukanu'je ¥etrn¥jsf{, ne¥ obvyklé pouZit{ minerdlnfch kyselin, pfiCemZ zpracovédni
sm¥sl po reakci je jednodussf, nebof kyselinu trifluoroctovou lze odstranit vakuovou desti-
lac{. Omezujfl se ztrdty spojené s rozkladem D-glukosy i produktu, stejn& jako ztrdty spojené

se zpracovdnim reak¢nf smési.
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Zpisob podle vynilezu je d4le objasnén pifklady provedeni.
P¥f{klad 1

alfa-D-/Ul4C/-Glukan /318 MBg/, izolovany z Fasy Chlorella vulgaris Beijerinck'a 1,5 ml
8% methanolické kyseliny trifluoroctové, obsahujfc{ 3,5 % vody vztaZeno na hmotnost methanolu
se zah¥f{vd v zatavené trubici p¥i teploté 85 % po dobu 24 hodin. K roztoku po reakci se
pfidd 0,5 ml vody a vakuov¥ se odpaff. Odparek se rozpust{ v pfim&¥eném objemu vody a methyl-
—~alfa=-D-/U~-"  C/-glukopyranosid se izoluje preparativmi papirovou chromatografifi na papife
Whatman 3 v soustavé n-butanol-kyselina octovd-voda /4:1:5/. '

V produktu byl zji¥t&n obsah 3 % beta-anomeru metodou plynové chromatografie per-O-ace-
tylderivdtu. :

Radiochemicky vytéZiek methyl-ulfa-D—/U-140/-glukopyranosidu 235 MBq, tj. 74 8.
P¥{klagd 2

alfa-b—/u-l4c/—Glukan /82 MBq/ a alfa-D-glukan /20 mg/, v obou p¥ipadech izolovany z fa-
sy Chlorella vulgaris Beijerinck a 4,5 ml 10% methanolické kyseliny trifluoroctové, obsahu-
jfcf 2,5 % vody vzta¥eno na hmotnost methanolu se zah¥fvd v zatavené trubici pfi teploté
90 °c po dobu 16 hodin. K roztoku po reakci se p¥idd 1 ml vody a vakuové se odpaii.

Reak¥nf sm&s se ddle zpracuje a produkt izoluje jak je popsdno v p¥fkladu 1.
. 14 .
Radiochemicky vyt&Zfek methyl-alfa-D-/U-  C/-glukopyranosidu 66 MBq, tj. 82 %.

P¥{klad 3

alfArD-/U-13C/—Glukan /65 mg/, izolovany z Fasy Chlorella vulgaris Beijerinck a 7,5 ml
25% methanolické kyseliny trifluoroctové, obsahujic{ 3 % vody vztaZeno na hmotnost methanolu
se zah¥fvd v autokldvu p¥i teplot& 100 %c po dobu 6 hodin. K roztoku po reakci se p¥idajf
3,ml vody a vakuové se odpa¥f. Krystalizac{ z bezvodého methanolu se izoluje methyl-alfa-D-
-/U—13C/—glukopyronosid, obsahujfc{ 4 % beta-anomeru /viz pffklad 1/.

Vyté&Zek methyl—alfa—D/U»lBC/-glukopyranosidu 57,8 mg, tj. 89 %.

PREDMET VYNAKLEGZU

1. zpisob p¥ipravy methyl-alfa-D-glukopyranosidu znaéeného radioizotopem 14C nebo stabil~
nim izotopem 1 C s vyu¥itfm znaeného alfa-D-glukanu vyznadeny tim, Ze znadeny alfa-D-glu-~
kan, izolovany s vyhodou z fotoautotrofnich organismd, se uvede v reakci s methanolickou ky-
selinou trifluoroctovou, vyhodn& o 5 a¥ 25% koncentraci, v pf{itomnosti 2 aZ 4 % vody vzta-

. ¥eno na hmotnost methanolu, p¥i teplot& 85 aZ 100 O a reakdnf dob® 4 a% 24 hodin v uzavfe-
ném systému. ‘

2. Zplsob podle bodu 1 vyzna&eny tim, %e se pou¥ije methanolu znaleného radioizotopem
14, jebo stabilnfm izotopem 13q. l
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