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Vynélez se tykd zplsobu vyroby novych
deriv4tl aminocukrt, které se uZivaji v 1é-
karstvi zejména pii cukrovce a proti otylosti.

Je zndmo, Ze PFada Actionomycet, predev-
§im z ¢eledi Actionoplanaceae tvori inhibi-
tory hydroldz glykosidli, zejména té&ch, kte-
ré §tdpi uhlohydrdty v zaZivaci soustavé.
Jedna skupina t&chto inhibitorl je pomé&rné
st4ld proti teplu a pPi teploté mistnosti sta-
14 také proti kyselindm a zdsaddm. Tyto in-
hibitory nédleZeji chemicky do skupiny oligo-
sacharidit nebo polysacharidi a jejich de-
rivatd.

Vét§ina inhibitord této skupiny jsou vy-
soce Glinné inhibitory amyldzy, avSak pou-
ze stfednd Gcinné nebo slabé inhibitory sa-
chardzy. (NSR vykladaci spis &. 2064 082).

Nyni bylo zji$t&no, Ze je moZno ziskat no-
vé derivaty aminocukrdi obecného vzorce

oH OH  CHs
R
HO /IV
H
CI-&’OH H OH H
kde
-R znamend oligosacharidovy fFetézec s 1
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az 7 hexdzovymi jednotkami, vyznacujici se
tim, Ze se péstuji mikroorganismy Celedi
Actinopldnaceae kmen SE 50/110 — CBS
674.73 ve vodném Zivném prostfedi s obsa-
bem zdroji uvhliku, dusiku a ancrganickych
soli pFi pH 5,0 aZ 8,5 a teplotd 15 aZ 45°C
za aercbnich podminek a derivat aminocuk-
ru sz po skonfené fermentaci izoluje, a po-
pripadé se pfi vyrob& slou€znin, v nichZ R
znamend 1 nebo 2 monosacharidové jed-
notky odbouravdji slougeniny, v nichZ R zna-
mena’ vice neZ 2 moncsacharidové jednotky
enzymatickym zpGsobem inkubaci s hydro-
lazami nebo hydrolyzou v kyselém prostie-
di za pouZiti vodnych roztokd anorganickych
kyselin.

Dé4le bylo zji§t&no, Ze nové derivaty ami-
nocukrfl jsou silnymi inhibitory hydrolaz
glykosid@l v travici soustavé. NiZ8i ¢leny té-
to fady v nichZ R znamené oligosacharido-
vy Fetézec s 1 nebo 2 hexdzovymi jednotka-
mi inhibuji zejména sachardzu, vy$3i Cleny
inhibuji pfedevsim amyldzu.

Je prekvapujici, Ze nové derivaty amino-
cukrfi podle vynalezu maji vy38i specifickou
adinnost proti sacharadze a amylaze neZ do-
sud zndmé inhibitory. Je zvlast& pozoruhod-
né, 7e nékteré z novych derivatl aminocuk-
r&t maji in vivo nkolikrdt vy38i tcinnost
nez in vitro.



200173

3

Je zvlasté prekvapujici, Ze niZ3i ¢leny ho-
mologni Fady podle vyndlezu piisobi inhi-
bici resorpce glukdzy in vivo. Vzhledem k
témto svym piekvapujicim viastnostem jsou
nové derivaty aminocukri podle vyndlezu
vyznamnym obohacenim v lékaistvi.

K provadéni zplisobu podle vynédlezu se u-
Zivaji mikroorganismy rFddu Actionomyceta-
les, z Celedi Actionoplanaceae, a to zejmé-
na kmeny Actinoplanes. Jako pFiklady je
moZno uvést kmeny Actinoplanes SE 50 (CBS
961.70), SB 18 (CBS 957.70) a SE 82 (CBS
615.71). Tyto mikroorganismy jsou pcpsdny
jiZ v jihoafrickém patentu & 71/8677 a jsou
uloZeny pod €isly, kterd byla uvedena v zA-
vorkdch v Centralbureau ver Schimmelcul-
tures v Baarnu v Holandsku.

K provddsni zpdsobu podle vynédlezu je
moZno déale uZit, jak je rovnéZ popsdno jiZ
v jihoafrickém patentu &. 71/8677 mutanty
nebo varianty svrchu uvedenych kmenil.
Zvlasté vyhodné jsou z hlediska celkovych
viléZkd novych derivatd aminocukrfi podle
vyndlezn a/nebo z hlediska velikosti zbyt-
ku R ve smési derivdtG aminocukrfl, vytvo-
Ffenych v pr@bghu fermentace kmeny SE
50/13 (CBS 614.71) a SE 50/110 (CBS 674.73).
Oba kmeny odpovidaji vlastnostmi do znag-
né miry plivodnimu kmenu SE 50. Tyto kme-
ny byly ziskdny prirozenym vybérem z kme-
ne SE 50 bez pouZiti mutagend.

K provadéni zphsobu pcdle vyndlezu je
moZno uZit pevné nebo kapalné, zejména ka-
palné vodné Zivné prostfedi, které obsahu-
je zdroje uhliku, zdroje dusiku, anorganic-
ké soli a protipgnivé ¢inidlo ve vhednych
koncentracich. Tyto koncentrace se mohou
pohybovat v Sirokém rozmezi.

Jakeo zdroje uhliku se uZiji pfedev§im vhlo-
hydréaty, zejména Skroby, maltoza, glukéza
nebo =smési dvou nebo tfi téchto latek, nebo
tyto komplexni smési jako sladovy extrakt.

Ze zdroji dusiku je moZno uZit v mikro-
biologii b3Zné uZivané komplexni smési ja-
ko napriklad hydrolyzat kaseinu, extrakt z
kvasnic, pspton, rybi moudka, extrakt z ku-
ku¥ice, extrakt z masa, rozpustny podil z
rybi moulky nebo smési téchto latek i a-
mincskupiny a/nebo amonné soll.

P¥i provadéni zplsobu podle vynédlezu se
uZije aerobni tfepaci kultury p¥i stalém pro-
vzduSiicvani. Je moZno uZit také kultury v
pevaém fermentoru. Druh a koncsntrace
zdroje uhliku zAvisi na pouZitém kmenu a
na Zadaném vysledném produkiu, zejména
pokud jde o poZadovanou velikost zbytku
R, a to do té miry, Ze volbou tohoto zdroje
je moZno ziskat v témér Cisté formé jed-
notlivé ¢leny homologni fady. Mimoto bylo
zjisténo, Ze v Zivnych prostiedich, ktera
maji vys8i obsah Zkrobu ne? 2 % se tvoFi
predev3im derivaty aminocukri s 4 aZ 7 he-
x6zovymi jednotkami, pFifemZ pro tento typ
fermentace je vhodny zejména kmen SE
50/13 (CBS 614.71). Obvykle stadi pFidat k
Zivnému prostfedi, které jiZ obsahuje na-
pfiklad 3,5 % glukdzy nebo zakladniho zdro-
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je uhliku 0,1 aZ 3, s vyhodou 0,5 aZ 2 %
Skrobu k ziskani smési derivatli aminocukrt
s obsahem 4 aZ 7 hexo6zovych jednotek. Da-
le bylo zjiSténo, Ze v Zivném prostfedi, kte-
ré je prosté Skrobu a zejména po pfidani
maltézy a zejména pi¥i pouZiti kmene SE 50
(CBS 961.70) se tvoli zejména derivaty a-
minocukri s obsahem 2 aZ 3 hexdézovych
jednotek. Pro vyrobu derivdti aminocukri
podle vyndlezu, v nichZ R = glukdza jsou
zv148§té vhodné takové Zivné roztoky, které
obsahuji glukézu jako jediny zdroj uhliku.
V pripadé, Ze Zivny roztok obsahuje gluko-
zu v pPebytku, tvo¥i se p¥i dalsi dobé& fer-
mentace také derivaty aminocukrii s del$im
retézcem. Jde zfejmé o to, Ze v priib&hu fer-
mentace dochdzi k vy&erpani zdroji dusi-
ku soutasné s vyCerpanim glukézy. V pii-
padeg, Ze se ze Zivného roztoku tiplné vylou-
¢i glukdza a jako zdroj uhliku se uZije mal-
toza, ziskd se prevdZné derivat aminocukrd
s 2 hex6zovymi jednotkami. Cistou maltozu
je v tomto pripadé moZno nahradit levné&j-
81 smési, naptiklad prFipravkem Maltzin, coZ
je prirodni sladovy extrakt firmy Diamalt
AG, v Mnichové. ProtoZe tento piFipravek
obsahuje vét§i mnoZstvi maltotriozy, tvori
se v tomto pripadé& soucfasné i vy$5i homo-
logy. Zv8l48té vhodnym pro vyrobu niZsich
homologd je kmen'SE 50/110, s jehoZ pou#i-
tim je moZno pii optimdlnim sloZeni Zivné-
ho roztoku ziskat pribliZné& dvojnasobny vy-
téZek niZ8ich homologfi neZ pfi pouZiti kme-
ne SE 50/13.

V prib&hu fermentace se jinak mfiZe slo-
Zeni Zivného roztoku, zejména koncentrace
zdrojit dusiku a sloZeni anorganickych soli,
pohybovat v Sirokém rozmezi.

Zivné prostiedi se sterilizuje b&%nym zpii-
sobem. Zivny roztok méd nyni pH v rozmezi
5,0 aZz 8,5, s vyhodou rozmezi 6,0 a¥ 7,8.
Teplota pri fermentaci se pohybuje v roz-
mezi 15 aZ 45°C, s vyhodou v rozmezi 24 a%
32°C. Pro vyrobu vy$§Sich homologt p¥i po-
uZiti kmenil SE 50 a SE 50/13 je nejpiizni-
vEjS1 uZiti vy3si teploty, naptiklad 28 °C, pro
vyrobu niZSich homologil p¥i pouZiti kmena
SE 50 a SE 50/110 teplota niZ$i, napiiklad
24°C. Fermentace trvd 1 aZ 8 dni, s vyhodou
2 aZ 6 dni. Delsi doba fermentace, zejména
pii pouZiti pFebytku uhlohydratii vede k
tvorb& vysSich homologt. Skonéeni fermen-
tace se stanovi stanovenim obsahu a G&in-
nosti ziskanych produktdi v enzymatickych
testech a chromatografii na tenké vrstvs,
kterou se stanovi sloZeni Zivného prostFed!.

NiZ81 homology derivatii aminocukrt pod-
le vyndlezu je moZno ziskat také odst&pe-
nim hexo6zovych jednotek z vy3§ich homolo-
gl. Toto Stépeni je mo¥no provadst bud
vodnym roztokem kyselin, zejména 1 a% 5
N anorganickymi kyselinami p¥i teplotdch
50 aZ 100°C, s vyhodou pfi teplotnim roz-
mezI 90 aZ 100 °C, reakce trva 10 aZ 180 mi-
nut, Stejné homology je moZno ziskat také
inkubaci s enzymy (hydroldzy), zejména s
g-amyldzami nebo ¢-amyldzami, které nejsou
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inhibovany nebo s amyloglukosiddzami mi-
krobialniho plvodu, jako je napfiklad «-a-
myldza z Bacillus subtilis nebo inkubaci s
mikroorganismy, které jsou schopné rist v
prostfedcich, v nichZ se ziskdvaji derivaty
aminocukrt podle vynélezu v koncentraci
1 aZ 10 %, s vyhodou 2 aZ 5 %, jako na-
p¥iklad Aspergillus niger (ATCC 11.394).

Izolace a Cisténi derivatd aminocukrf pod-
le vyndlezu bud z mikrobidlniho Zivného
prostfedi nebo s kyselého hydrolyzéatu, po-
pfipadé z inkubacnich smési, v nichZ se pro-
vadélo enzymatické a/nebo mikrobidlni 3t&-
peni vy§8ich homologl derivatl aminocukrii
se provadi obecné& zndmymi zplsoby.

Zplisoby zpracovéni se vétSinou Fidi ob-
lasti molekulové hmotnosti, do niZ spadaji
latky, které majl byt izolovany. U vy8Sich
homologll je moZno provaddét sraZeni po
pfedchozim odbarveni a odpaieni roztokf.

Homology s niZ$i molekulovou hmotnosti
je oproti tomu moZno s vyhodou izolovat
adsorbci na aktivni uhli pii neutralnim pH
s néaslednou desorpci, kterd se provadi smé-
si vody a alkoholu nebo acetonu, s vyhodou
o koncentraci 50 aZ 80 % acetonu. Upln&
je moZno dosdhnout desorpce p¥i pH v ob-
lasti 1,5 aZ 4, s vfhodou 2 aZ 3.

V pripadg, Ze vychozi roztoky maji velmi
tmavou barvu, je nutno je nejprve odbarvit
pred adsorpci slouCenin podle vynélezu, a
to aktivnim uhlim pii kyselém pH v rozmezi
1 aZ 3 nebo pomoci nespecifickych prysky-
fic, napfiklad pryskyrice Lewapol R Ca
9221/0,35 mm praméru zrn (Bayer AG]}, v
rozmezi pH 2 aZ 7, s vyhodou 2 aZ 3. Aktiv-
ni uhli vaZe v kyselém prostfedi pFedevSim
barviva, kdeZto Lewapol adsorbuje barviva
bez adsorpce derivdtd aminocukrdl podle vy-
nélezu pii alkalickém pH.

K odd8leni derivati aminocukrid podle vy-
nédlezu od neaktivnich sacharidii a dalSich
neaktivnich sloufenin se vyuZivd slab& za-
sadité povahy téchto sloZek. Homologni de-
rivdty aminocukrili je moZno vazat za vhod-
nych podminek, a to pii pH 1 aZ 8, s vy-
hodou 2 aZ 4, pii niZ8i iontové sile roztoku,
kterd odpovidd vodivosti niZsi neZ 10 mS, s
vyhodou niZ3i neZ 2 mS.na silné kyselé ka-
tiontomé&nice, napfiklad na Dowex ® 50 W
(Dow Chemicals), v H*-form& Zvlasté
dobfe je moZno véazat derivaty aminocukril
podle vyndlezu z acetonového roztoku s ob-
sahem 50 aZ 80 % acetonu pii pH 1 aZ 5,
s vyhodou 2 aZ 4 na kationtomé&nice, které
za téchto podminek maji pro tyto latky pod-
statné vysSi kapacitu. S vyjimkou pfipadu,
¥e roztok ohsahuje méng neZ 50 % acetonu
se sloueniny vazi také na slabé kyselé ion-
tom&nice, napliklad Amberlite IRC-50 v H*
—formé. .

K desorpci derivatd aminocukrll podle vy-
ndlezu z kationtoméni¢l se uZivd vodnych
roztok@ zasad nebo kyselin, s vyhodou a-
moniaku nebo kyseliny solné v koncentraci

0,01 aZ 1 N. Z desorbatu se ziska derivat a-
minocukr@i po neutralizaci odpovidajicim
slab& kyselym nebo slabé zéasaditym ionto-
ménitem nebo odstranénim zésady nebo ky-
seliny odpafenim ve vakuu v pripadé téka-
vé zasady nebo kyseliny, nebo odpafenim
roztoku lyofilizaci, popiipadé vysrdZenim
organickym rozpustidlem, s vyhtdou 10 aZ
20 objemy acetonu.

Déale je moZno od sebe oddé&lit nizkomole-
kularni derivdaty aminocukrli podle vynéle-
zu od inertnich sacharid@i chromatografii
na iontoménifich na podkladé celuldzy, s
vyhodou fosfocelulézy (firma Serva, Heidel-
berg). K eluci se uZivd pufrd, s vyhodou
fosforednych pufrd s nizkou iontovou silou,
s vyhodou 2 aZ 100 mM, zejména 5 aZ 10
mM v oblasti pH 2,5 aZ 8, s vyhodou 5 aZ
6. Predpokladem pro G¢innou frakcionaci je
co nejniZsi obsah soli v prepardtu, ktery ma
byt frakcionovén, kdeZto barviva jsou dale-
ko méné& na zavadu frakcionace.

Jednotlivé ¢leny homologni fady deriva-
t& aminocukrfi podle vynélezu je moZno Cis-
tit napfriklad chromatografii ¢astecné CiSté-
nych prepardatd na vhodném molekularnim
sftu, napriklad p¥i pouZiti p¥ipravku Bio-Gel
R P-2, firma Bio-Rad, Mnichov, priemZ jed-
notlivé frakce eludtd se sleduji chromatogra-
fii na tenké vrstvd. Frakce, které obsahuji
disté derivaty aminocukra se sliji, znovu se
chromatografuji a po odpateni se lyofilizu-
jl nebo se srdZeji pomoci organickych roz-
pustidel, jak bylo svrchu popséno.

Nové sloueniny podle vynalezu naleZi
svou chemickou povahou do t¥idy uhlohydra-
t. Tvo¥i homologni Fady, jejichZ zdkladnim
8lenem je nasledujici derivdt aminocukru
(C19H33013N ), v némZ R = hexoéza.

OoH OH

CH 3
R
HO /'v
H
C:"&_’OH H OH H

Pl

Vy33i ¢leny homologni Fady je moZno od
zékladniho ¢lenu odvodit tak, Ze mimoto ob-
sahuji jest& jednotky monosacharidu, s vy-
hodou hexo6zy, zvlasté glukodzy.

Vsechny ¢leny této homologni rady se da-
le vyznaduji také tim, Ze pii Gplné Kyselé
hydrolyze vznika slozka I (Ci1sH1907Nj a od-
povidajici monosacharid. Pro slozku I bylo
odvozen néasledujici vzorec.

OH
HQ 0 .
H
HO-(~ 0o

CH3
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Prikladem principu struktury homologni
rady miZe byt pfiklad, v nédmZ oligosachari-
dovy TetBzec sestdava z 1 aZ 7 glukdézovych

OH OH CHs

HO I’\I
i H
C HZOH H OH

Zakladni Clen Fady se ziskad v piipadg, Ze
n = 1 a oznaCuje se jako sloZka II. KaZdy
¢len Fady se li8i od nejbliZ8§iho niZ8tho nebo
od nejbliZz8iho vy38iho chybé&jici nebo pieby-
vajici glukézovou jednotkou.

Ve srovnani se sloZkou II je o jednu glukoé-
zovou jednotku vy38i ¢len Fady oznadovéan
jako slozka III, o dvé glukézové jednotky
vy33i Clen jako sloZka IV atd.

V3echny tyto slozky maji tu spoletnou
vlastnost, Ze pfi iplné kyselé hydrolyze pos-
kytuji sloZku I a gluko6zu.

SloZzku II je moZno popsat vzhledem k je-
jim fyzikdln€ chemickym vlastnostem, jeji
struktuie a reaktivité, nésledujicim zpiso-
bem:

SloZka II je bezbarvd, amorfni pevnd l4t-
ka, kterd je dobfe rozpustnd, ve vods, di-
methylformamidu, dimethylsulfoxidu a v hyd-
roxidech kovl. Za tepla je rozpustna také v
ethanolech.

a) Chromatografie na tenké vrstvé

Rozpustidlo: ethylester kyseliny octové, hy-
droxid kovu a voda v pomé&ru 10 : 6 : 4.

UZivéd se b&Zné dodavanych folii k provéa-
déni chromatografie na tenké vrstvé:

I. Silikagelové f6lie F 1500 firmy Schlei-
cher -+ Schiill

Hodnoty Rf: II 0,46
maltbza 0,50
glukdza 0,65

II. Silikagelové plotny F 254 firmy Merck

Hodnoty Rf: II 0,47
maltéza 0,54
glukodza 0,66

Slozka II se na silikagelovych plotnéch
nejlépe barvi smé&si dusitnanu st¥ibrného a
hydroxidu sodného. Hn&doderné zbarveni
vznika jiZ pfi teploté mistnosti nebo po sla-
bém zahi4ti.

b) Plynova chromatografie

K provddéni plynové chromatografie se

OH OH OH

jednotek. V nésledujicim vzorci je uveden
Fetézec s n = 1 aZ 7 gluk6zovych jednotek.

CHyOH

sloZka II silyluje spolu s a- a $-D-glukdzou
nebo se sachardzou jako vnitfnim standar-
dem ve smési pyridinu, trimethylchlorsila-
nu a N-methyl-trimethylsilyltrifluoracetami-
du v poméru 1:0,5: 1.

Sloupec:

sklenény sloupec o délce 6 stop pindny 3 %
SE 30 na chromasorbu WAW

Teploty:
vstfikovaci blok 300°C
detektor 300°C

pec 220 °C aZ do eluce vrcholu «- a g-D-glu-
kozy, pak teplotni program 15°C/min aZ do
300 °C.

Detektor:

FIG (plamenovy ionizatni detektor)

Plyny:

nosny plyn: N2 40 ml/min
spalny plyn: vzduch 80 ml/min
Ha 20 ml/min
Doba retence:

a-D-glukiza 3 min
$8-D-glukdza 4 min
sacharéza 12 aZ 13 min
II 16 aZ 17 min

¢) Uhel otdéeni

Vzorek sloZky II, ziskany odpafenim me-
thanclového roztoku slozky II v nekrysta-
lickém stavu se rozpusti ve vod8& a stanovi
se specifickd otéddivost [«]p, = -+ 134,3°.

d) Spektrum v infraderveném svétle:

Spektrum ve form& KBr pelet je 3patng
rozligitelné, hlavni absorb&ni pruhy jsou v
oblasti skupiny O—H a C—O0 pf¥i pohybu va-
lencl.
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e) NMR-spektrum v CD30D pii 220 MHz:(obr. 1)
v ppm Multiplicita Relativni intenzita
1,3 dublety, ] = 6, 5Hz 3 H
2,3 triplety, J1 a J2 8—10Hz 1H
3,15 triplety, J1 a Jo 7—9Hz 1H
3,3 — 39 signély nelze jednotlivé

prifadit 12 H
4,13 AB-systém, ] == 12Hz 2 H
4,48 ) dublety, ] = 7Hz ) 1 H

)
5,1 ) dublety, ] = 2,5Hz ) .
4,9 singlet 11 H protony, vyménéné za
deuterium

5,0 dublety, | == 2—3Hz

(S8patné rozliSitelné) 1H
5,8 dublety, | == 3—4Hz

(3patné rozliSitelné) 1H

33 H

f) Acetylace slozky II:

SloZka II se prevede ve smé&si acetanhyd-
ridu a pyridinu v pom&ru 1 : 1 p¥i teplotd
mistnosti na dekaacetylderivdt o molekulo-
vé hmotnosti 903. V piipads, Ze se reakce
provddi ve smési ethylesteru kyseliny octo-
vé a anhydridu kyseliny octové v poméru
1 : 1, za p¥itomnosti katalytickych mnoZstvi
HzS04 je moZno zjistit kromé dekaacetylde-
rivadtu také tvorbu undekaacetylderivaty s
molekulovou hmotnosti 945 p¥i provadéni
hmotnostni spektroskopie.

NMR-spektrum dekaacetylderivatu: (obr. 2}
Hmotnostn{ spektrum dekaacetylderivatu:

vrchol pro molekulu
vrchol pro zdsadu

903 (2,5 % relativni intenzity)
843

DileZité vrcholy pro fragmenty v uvedené
oblasti hmotnostniho spektra:

844 (55 % relativni intenzity)

OH 0H CHq

HO N
H

C I-&‘OH H OH

SloZzka II je smési - a g-formy, jak je
moZno prokéazat zejména NMR-spekirem.

Dal3im ¢lenem homologni fady je sloZka III
{C25H43018N ), kterou je moZno podle jejich
fyzikdlné chemickych vlastnosti, jeji struk-
tury a reaktivity charakterizovat néasleduji-
cim zplisobem:

SloZka II je amorfni pevnd latka, dobfe
rozpustné ve vodé.

784 (36 % relativni intenzity)
783 (34 % relativni intenzity)
759 (35 % relativni intenzity)
556 (36 % relativni intenzity)
496 (37 % relativni intenzity)
436 (29 % relativni intenzity)

g) Methylace sloZky II:

Methylaci sloZzky II smési methyljodidu a
hydridu sodiku v dimethylsulfoxidu zpfiso-
bem podle Hakomoriho se ziskd jako hlav-
ni produkt dekamethylderivat sloZzky II, v
malém mnoZstvi také undekamethylderivét.

Hmotnostni spektrum:

vrchol pro molekulu
vrchol pro zdsadu
2. vrchol pro molekulu

623 (6,1 % relativni intenzity)
535
637 (0,2 % relativni intenzity)

Podle spektroskopickych tdaji a chemic-

kych vlastnosti mé sloZka II néasledujici vzo-
rec:

CHOH

0] OH

OH OH OH

a) Chromatografie na tenké vrstvé:
Rozpustidlo:

ethylester kyseliny octové, hydroxid kovu a
voda v poméru 10 : 6 : 4,

I. Silikagelové f6lie F 1500 (Schleicher a
Schiill):
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Hodnoty Rf: slozka IIL: 0,35
maltoza . 0,50

II. Silikagelové plotny F 254 (Merck):

Ri-hodnoty: slozka III 0,33
maltéza 10,54

III. se barvi €ernohnédé smési dusifnanu

stfibrného a hydroxidu sodného jiZ pii tep-

loté mistnosti nebo slabém zahiati.

b) Spektrum v infraterveném svétle:
Spektrum v infraferveném svétle ve for-

mé KBr-pelet je velmi 3patné zretelné a

nesnadno se odeditd. Hlavni absorpéni pru-

hy jsou v oblasti pohybu valenci O—H a
C—0. {3700—3100 cm™! a 1180—950 cm™1).

¢} Uhel otadent:
[@]p ve vods: -}~ 147,2°

d) NMR-spektrum slozky III v D20 pi¥i 220
MHz je zndzornéno na obr. 3.

e) Methylace podle Hakomoriho:
Methylaci sloZky III methyljodidem a hyd-

pocase

OH QH

H
C H20H H

SloZka IV je dalSim vyS$§im ¢lenem homo-
logni Fady. Tuto sloueninu je moZno par-
cidrni kyselou hydrolyzou rozstépit na sloZ-
ku II a glukdézu v poméru 1 : 2,

Chromatografie na tenké vrstvé:
Rozpustidlo:

n-butanol, ethanol a voda v poméru 50 : 30 :
: 20

K provéddéni chromatografie se uZije sili-
kagelovych ploten F 1500 (Schleicher -+
- Schiill):

Hodnota Rf pro glukdzu: slozka IV: 0,41 aZ
0,46.

Vy33i homology, zejména slozky V aZ VIII
inhibuji sachardzu daleko méné a «-amyla-
zu ze slinivky bFiSni daleko silnéji neZ niZ-
81 ¢leny Fady (slozky IT aZ IV).

PFi kyselé hydrolyze vySSich sloZek homo-
logni fady je moZno zjistit vidy niZ$i &leny
fady jako meziprodukty a mimoto glukézu
a maltozu jako Stépné produkty.

~sloZka VIII:
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ridem sodiku v dimethylsulfoxidu se ziskd
jako hlavni produkt sloZzka III, methylova-
na 13.methylovymi skupinami, v malém
mnoZstvi také 14.methylovymi skupinami.

f) Hmotnostni spektrum methylovaného pro-
duktu:

Vrchol pro molekulu pFi 827 (1,5 % re-
lativni intenzity) odpovidd sum&rnimu vzor-
ci C3sHeoNO1s. P¥i 841 se nachézi druhy vr-
chol s 0,1 % relativni intenzity.

MM

NejdhleZitéj8i vrcholy pro fragmenty jsou:

739 (27 % relativni intenzity)
592 (3,7 % relativni intenzity)
535 (30 % relativni intenzity)
388 (9 % relativni intenzity)
386 (13 % relativni intenzity)
284 (13 % relativni intenzity)
187 (12 % relativni intenzity)
171°(40 % relativni intenzity)
101 (34 % relativni intenzity)
88 (25 relativni intenzity)
75 vrchol pro zasadu

Pro sloZku III je s chemickymi a spektro-
skopickymi vlastnostmi ve shod& nésleduji-
ci vzorec:

CHOH — CHpOH

OH oW OH OH

Chromatografie na tenké vrstveé:
Rozpustidlo:

n-butanol, ethanol, voda v objemovém po-
méru 50 : 30 : 20

Chromatografie se provadi na silikagelo-
vych plotndch F 1500 (Schleicher -}-Schiill):

Rglukdza:

slozka V: 0,30 aZ 0,34
sloZka VI: 0,21 azZ 0,23
slozka VII: 0,14 aZ 0,16

0,09 a¥ 0,11

Specifické inhibiéni w&inky derivatd a-
minocukrt podle vynédlezu je moZno zjistit
enzymatickymi zkouSkami, provad&nymi in
vitro.

Amylazovy test

Amylazova inhibiéni jednotka (1 AIE] je
definovéna jako to mnoZstvi inhibitoru, kte-
ré inhibuje na 50 % dv& jednotky amyldzy.
Jedna amyldzovéa jednotka (AE) je to mnoZ-
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stvi enzymu, které roz3té€pi za minutu za
uvedenych podminek jeden mikroekvivalent
glykosidické vazby Skrobu, Mikroekvivalent
rozstépené slouteniny se stanovi polarimet-
ricky jako jeden mikroekvivalent vytvorené-
ho redukujiciho cukru pomoci kyseliny di-
nitrosalicylové a udavd se pomoci maltdzové
cejchovaci kiivky jako ekvivalent mikroek-
vivalentu maltézy. K provddéni testu se smi-
sf 0,1 ml roztoku amyldzy o koncentraci 20
a7 22 AE/ml s 0 aZz 10 ug inhibitoru neho 0
aZz 20 ul zkoumaného roztoku v 0,4 ml 0,02
M pufru s glycerofosfdtem sodnym/0,001 M
CaClz o pH 6,9 a smés se nechd dosdhnout
rovnovazného stavu 10 aZ 20 minut ve vod-
ni lazni o teploté 35°C. Pak se smé&s inkubu-
je 5 minut s 0,5 ml na 35°C predehifatého
1% roztoku $krobu (rozpustny Skrob firmy
Merck, Darmstadt ¢. 1252) pri teploté 35 °C,
nateZ se smisi s 1 ml kyseliny dinitrosalicy-
lové (P. Benfeld v Colowick-Kaplan, Meth.
Enzymol., sv. 1, str. 149). Ke vzniku zabar-
veni se zkou$ka zahPivd 5 minut na vrouci
vodni lazni, pak se zchladi a smisi s 10 ml
destilované vody., Extinkce pfi 540 nm s2
mé¥ proti slepé zkouSce bez amylazy. Vy-
hodnoceni se provddi podle pFedem stano-
vené amyldzové cejchovaci kFivky tak, Ze
se odedte na této kiivce udinnost amylazy,
kterd jeSt& zbyvd po pfidadni inhibitoru a z
vysledku se vypofitd procentudlni inhibice
uZité amyldzy. Tato inhibice se nandSi jako
funkce kvocientu .

ug inhibitoru *
AE *+

+ yztaZeno na suSinu
++ AFE ve vzorku bez inhibitoru stejné série

Z kiivky se odette bod pro 50 % inhibice
a vysledek se piepotitd na AIE/mg inhibito-
ru.

Sacharazovy test

Sacharézova inhibi¢ni jednotka (SIE) je
definovana jako to mnoZstvi inhibitoru, kte-
ré inhibuje dvé sachardzové jednotky na
50 %. Sacharazové jednotka (SE) je to mnoZ-
stvi enzymu, které za 1 minutu za uvedenych
podminek roz&tépi 1 umol sacharozy na glu-
kozu a fruktozu. Mikromoly vytvofené glu-
kbzy se kvantitativng stanovi pomoci gluke-
zooxidazové reakce za podminek, p¥i nichZ
jiz nem@Ze dojit pisobenim sacharazy k dal-
§imu §t8peni sachardzy. ZkouSka se prova-
df tak, Ze se smisi 0,05 ml na 0,12 SE upra-
veného roztoku sacharazy s 0 aZz 20 mikro-
gramy inhibitoru nebo 0 aZ 20 mikrolitry
zkoumaného roztoku a doplni se na 0,1 ml
0,1 M pufrem s maleinanem sodnym o pH
8,0. [UZije se rozpustnd sachardza ze sliz-
nice tenkého stfeva vepte, pfipravena pod-
le publikace B. Brogstrom, A. Dahlquist, Ac-
ta Chem. Scand. 12, (1958), str. 1997. Tato
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sacharédza se redi na odpovidajici obsah SE
0,1 M pufrem s maleinanem sodnym o pH
6,0.]. Zkouska se nechd dosdhnout rovnovaz-
ného stavu 10 minut pfi teploté 35°C a pak
se smisi s 0,1 ml na 35°C predehtatého roz-
toku sacharodzy o koncentraci 0,05 M v 0,1
M pufru s maleinanem sodnym o pH 6,0.
Smés se inkubuje 20 minut p¥i 35°C a pak se
sachardzovéd reakce zastavi priddnim 1 ml
glukcézooxiddzového Cinidla a smés se déle
inkubuje 30 minut p¥i 35°C. (Glukézooxida-
zové Cinidlo se pripravi rozpulténim 2 mg
glukozooxidazy [Boehringer €. 15 423] ve 100
ml 0,565 M tris-HCl-pufru o pH 7,0 a pak se
pFida 1 ml roztoku detergencia [2 g tritonu
X 100 + 8 g 95% analyticky &istého etha-
nolu], 1 ml roztoku dianisidinu s obsahem
260 mg o-dianisidinu X 2 HC1 ve 20 ml vody
a 0,5 m! 0,1% vodného roztoku peroxidézy
firmy Boehringer &. 15302). Pak se pridad 1
m! 50% kyseliny sirové a p¥i 545 nm se mé-
¥{ extinkce proti odpovidajici slepé zkouSce
Pri vyhodnoceni se vypotitd procentudlni
inhibice pouZité sachardzy a pomoci cgjcho-
vaci kiivky se propoitd SIE/g, popiipadé
SIE/litr.

Maltazovy test

Maltdzovd inhibi¢ni jednotka (MIE]) je de-
finovdna jako to mnoZstvi inhibitoru, které
inhibuje dvé maltdzové jednotky na 50 %.
Maltazova jednotka (ME) je to mnoZstvi en-
zymu, které za 1 minutu za uvedenych pod-
minek roz§tépi 1 mikromol maltézy na 2
mikromoly glukézy.Mikromoly vytvorené glu-
kézy se stanovi kvantitativng pomoci glukd-
zooxiddzové reakce za podminek, pFi nichZ
jiZ nemiize dojit k daldimu St€peni maltdzy
maltdzou. Tato zkouSka se provadi tak, Ze
se spolu smisi 0,05 ml roztoku maltazy, upra-
veného na obsah 0,060 aZ 0,070 ME s 0 aZ
20 mikrogramy inhibitoru nebo s 0, aZ 20
mikrolitry zkoumaného roztoku a zkouSka
se doplni na objem 0,1 m! 0,1 M pufrem s
maleinanem sodnym o pH 6,0. Zkou3ka se
necha stat k dosaZeni rovnovédZného stavu
pii teploté 35°C a pak se smisi 5 0,1 ml na
35 °C predehfdtého 0,05 M roztoku maltézy
v 0,1 M pufru s maleinanem sodnym o pH
6,0. (Uzije se solubilizovana maltdza ze sliz-
nice tenkého stifeva vepfe podle publikace
B. Borgstrom, A. Dahlquist, Acta Chem.
Scand. 12, (1958), str. 1997. Tato maltdza
se Fedi 0,1 M pufrem s maleinanem sodnym
o pH 6,0 na odpovidajici{ cbsah ME). Smés
se pak inkubuje daldich 20 minut pfi teplo-
t& 35 °C, naleZ se maltdzovd reakce zastavi
pridéanim 1 ml glukézooxiddzového Cinidla
a smés se inkubuje dalSich 30 minut pfi tep-
lotg 35 °C. [Priprava glukézooxiddzového rea-
gens se provadi tak, jak bylo uvedeno prii
popisu sachardzového testu.). Pak se piida
1 ml 50% Xkyseliny sirové a extinkce se mé-
i pFi 545 nm proti odpovidajici slepé zkous-
ce.
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K vyhodnoceni se vypofitd procentualni
inhibice pouZité maltdzy a pomoci glukozové
cejchovaci kFivky se vypolitd mnoZstvi, kte-
ré inhibuje 50 % a toto mnoZstvi se pFepo-
¢itda na MIE/g, popfipad& na MIE/litr.

Vysledky inhibiénich enzymatickych testii
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in vitro pro jednotlivé homology svrchu u-

‘'vedené homologni Fady a tu&innosti jednot-

livgch homologfi Fady derivatd aminoccukri
podle vyndlezu jsou uvedeny v ndsledujici
tabulce, v niZ hexézové jednotky znamena-
ji glukdzové jednotky.

n = podet hexbzovych AlE/g SIE/g MIE/g
jednotek

derivat aminocukru o
n=1 300000 30 000 5 000
n=—2 300 0600 68000 15000
n=—3 1 400 0600 21 000 5000
n=4—6 17 500 000 8 500 —
n=—=5-7 30000 000 2 500 -

Jak je z tabulky zFejmé, stoupé specificka
ucinnost proti e-amyldze ze slinivky biiSni
se stoupajici molekulovou hmotnosti v ho-
mologni Fadé& velmi prudce. V oblasti n =
= 5 aZ 7 je moZno pozorovat 100nésobné
zvy8eni ucinnosti in vitro oproti wU&innosti
derivdtu aminocukru, v némZ n = 1 nebo
n = 2. Na druhé strané je inhibice sachara-
zy u derivatu o n = 2 nejsilnéji vyjddiena,
derivat, v némZ n == 1 inhibuje tuto Géinnost
pouze z polovice a u vy38ich derivati docha-
zi k poklesu specifické ti€innosti proti sacha-
rize.

In wvivo probihd dc€innost derivatii podle
vyndlezu proti sachardze pii testu se zati-
Zenim sachardzou pfibliZné soubé&Zné s pri-
b&hem specifické Géinnosti in vitro. P¥i za-
tiZeni organismu Skrobem in vivo bylo zjis§-
téno, Ze derivaty aminocukrd, v nichZ n =
= 1,2 a 3 maji 10 aZ 40nédsobné vys$si Gdin-
nost ve srovndni s udinkem proti amyléaze
in vitro. (Tyto skutefnosti jsou podrobnéiji
uvedeny v piikladu 18, tabulky 1, 3, 4 a 5.)

Je zndmo, Ze u zvifat i u lidi dochéazi po
pouZiti potravin, které obsahuji uhlohydra-
ty, napitklad po poZiti obilovin, bramboro-
vého Skrobu, zeleniny, ovocné Stavy, piva
nebo C¢okolddy ke zvySeni hladiny krevniho
cukru, ktera je zplisobena rychlyin odbou-
ravanim uhlohydrdtu hydroldzy glykosidd,
napfiiklad amyldzami z tenkého stieva a sli-
nivky bfiSni, maltdzami a sachardzami pod-
le schématu

amyldza maltédza
S8krob nebo glykogen - maltéza - glukéza

sachardza
sacharéza — glukoza - fruktsza

Toto zvySeni hladiny krevniho cukru je u
diabetik@l zv1a3t& silné a trva velmi dlouho.
U otylych pisobi zvySeni hladiny krevniho
cukru po jidle zvlast& silng vyméSovani in-
zulinu, coZ opét vede ke zvySené tvorb& tu-
ku a sniZenému odbourdvani tuku. Po tom-
to zvySeni hladiny krevniho cukru dochézi
jak u normadlnich osob, tak u osob otylych
v disledku sekrece inzulinu &asto k nésled-

nému sniZeni hladiny krevniho cukru. Je
znamo, %e tato hypoglykemie podporuje vy-
robu Zaludeéni 8tdvy, kterd mlZe vyvolat
zanét Zaludedéni sliznice, Zalude€ni viFed ne-
bo dvanédctnikovy vied nebo zhor3ovat tyto
choroby v piipadég, Ze jiZ vznikly.

Nyni bylo zjisténo, Ze inhibitory hydrolaz
glykosidli, vyrobené a izolované zplisobem
podle vynédlezu sniZuji zvySenou hladinu
krevniho cukru po zatiZeni krys/lidi pSenic-
diny inzulinu i nésledné sniZeni hladiny
krevniho cukru po zatiZeni krys/lidi p3enic-
nym Skrobem, sacharézou nebo maltozou,
pridemZ poadporuji prichod téchto uhlohyd-
ratit Zaludkem. Mimoto sniZuji vstFebavani
glukozy ve st¥evé. Ddle dochdzi i ke sniZeni
nebo zhorSeni pfemény uhlohydratd na lipi-
dy tukové tkdn& a ke zhorSenému vclenéni
tuku, pFijatého v potravé do z&sobni tukové
tkdné.

Ddle je zndmo, Ze uhlohydraty v duting
ustni, zvla§té sacharoza se St&pi plhsobenim
mikroorganismi, €¢imZ dochdzi ke vzniku
zubniho kazu.

Inhibitory hydroldz glykosidi jsou tedy
vhodné pro pouZiti k 1léfebnym ucelim v
nésledujicich indikacich:

Otylost, zvy$end hladina lipidh v krvi {ar-
terioskleroza), cukrovka, prédiabetes, zdnét
Zaluded¢ni sliznice, Zalude&ni vied, dvanéct-
nikovy vied a zubni kaz.

Dévky

Podava se 30 aZ 300000 AIE/kg nebo 1
aZ 10 000 SIE/kg jednou nebo n&kolikrat den-
ng pfed a/nebo mezi a/nebo po jidle nebo
piti peroralné.

Lékavé formy

Drazé, tablety, kapsle, roztoky, suspenze,
granulaty, Zvykacka, zubni pasta nebo jako
pfisada k potravindm a/nebo poZivatindm
s obsahem uhlohydratd.

Toxicita inhibitord hydroléz glykosidd pod-
le vyndlezu a ldtek, brzdicich vstifebivani
glukozy je velmi mald. U&innd latka z pri-
kladu 9 jako surovy inhibitor o 26 000 SIE/g



200173

17

byla sndena stejné jako a&inné latky z dal-
Sich prikladd v dévce 340 000 SIE/kg u my-

§i i u krysy pfi perordlnim podani bez ja- -

kychkoli pfiznak®. P¥i nitroZilnich injekci
u my3i byla sniSena davka 10000 SIE/kg bez
prFiznaki.

- Velmil vyhodné jsou kombinace inhibitora
podle vynilezu se zndmymi peroralnimi an-
tidiabetiky (g-cytotropnimi derivaty sulfo-
nylmocoviny a/nebo biguanidy, které ovliv-
riuji hladinu krevnfho cukru).

Dédle uvadime podrobnéjsi vysvétleni po-
uZitych reak&nich €inidel a pomocnych l4-
tek:

Z iontoménitd je moZnc uZit napriklad
b&Zné dodavanych produktd, jako jsou Am-
berlite IRA 410 Cl~ (aniontom&ni&), Amber-
lite IRC 120 v H*-formé& (silng kysely ka-
tiontoméni¢), Amberlite (HCO's -form#) (a-
niontomé&nié), Amberlite IRA 410 OH~ (silné
zésadity aniontoméni¢), Amberlite IRC 50 v
H* -form& (slab& Kkysely kationtoménid¢),
vSechno vyrobky firmy Rohm a Haas, dile
Dowex 50 WX 4H* (silné kysely kationto-
méni¢), vyrobek firmy Dow Chemical Co.
Midland, Michigan, USA.

Z aniontoméniCl na podkladg celuldzy je
moZno uvZit napfiklad DE AF-celuldézu firmy
Schleicher a Schiill.

Jako polyakrylamidovéhc gelu je moZno
uZit napfiklad pripravku Biogel-P-2 (firma
Bio-Rad Laboratories, Richmond, California,
USA).

Pripravek Maltzin je pfircdni sladovy ex-
trakt firmy Diamalt AG, Mnichov [NSR]).

Lewapol® je nespecifickd adsorpéni prys-
kyfice firmy Bayer AG, Leverkusen (NSR]).

Clarcel je pomocny prostfedek pro filtra-
ci firmy CECA, Velizy-Villacoublay (Fran-
cie].

SE 30 je silikonovy elastomer firmy Hew-
lett Packard.

V nésledujicich prikladech predstavuji he-
x0zové jednotky glukézové jednotky.

Prfiklad 1

V jednotlivych prikladech se uZiva jako vy-
chozi latky piipravku, ktery je moZno vy-
robit nasledujicim zpisobem:

Ve sklenéném fermentoru se ofkuje 8 lit-
rit Zivného roztoku o sloZeni 5,0 % Skrobu,
1,0 % extraktu z kvasnic, 0,2 % K2HPOs 3
dny starou tfepaci kulturou kmene SE 50/13
{CBS 614.71) a fermentor se pak provzdu3-
fiuje 3 dny p¥i teploté 28 °C za soutasného
intenzivniho michéni, ¢imZ se ziska fermen-
tadni prostfedi o koncentraci 105000 AIE/
/ml.

6 litr tohoto fermentatniho prostiedi se
po zchlazeni na teplotu 20 °C upravi na pH
2,5 pouZitim kyseliny dusi¢né o koncentraci
50 9%, k Zivnému prostfedi se pfimisi 30 g
aktivniho uhli (Carboraffin) a smé&s se mi-
chd 10 minut, nateZ se odstfeduje 15 minut
pri 10 000 otdfkach za minutu a &iry, svétle
Zluty supernatant se po neutralizaci amonia-
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kem odpafi na objem 500 ml. 500 ml toho-
to koncentrdatu se michd 45 minut s 200 g
pFipravku Amberlite IRA 410 Cl-, sm&s se
zfiltruje za soufasného odsdvani a pak se
smisi se 4/5 svého objemu = 400 ml metha-
nelu za Gtelem vysraZeni prevazné &asti vy-
sokomolekularnich produktd odbourdvanim
Skrobll a zbytky aktivniho uhli. Pak se smés
odstfeduje 5 minut pii 5000 otackdch za
minutu a 850 ml takto ziskaného superna-
tantu se po kapkach p¥idéd za intenzivniho
michéni do 4 litrli bezvodého ethanolu. Bi-
14, vloCkovitd sraZenina se zfiltruje za od-
sdvani, promyje se 3X bezvodym ethanolem
a 2X etherem a pak se usuli ve vakuu pii
teploté 50 °C. VytéZek je 36 g bilého prasku
o koncentraci 10 X 106 ATE/g.

Pf¥iklad 2

K posouzeni vysledného produktu fermen-
tace a ke stanoveni sloZeni tohoto p¥iprav-
ku se provadi chromatografie na tenké vrst-
vé tak, Ze se nanese 1 mikrolitr fermentad-
niho prostfedi nebo 1 mikrogram preparatu
na félie ze silikagelu (firma Schleicher a
Schiill, Dassel, typ F 1500) a félie se vyvi-
ji 2X v soustavé n-butanc/ethanol/voda v
poméru 50 : 30 : 20.

K vybarveni sacharédzy a ke stanaveni jeji
inhibice se postfikd vyvinutd a dobfe usu-
Zend plotna enzymatickym gelem (20 ml pii
pouZiti plotny o rozméru 20 X 20 cm) a g=l
se nechd ztuhnout. Pak se 5 minut plotna
pFedbéZné inkubuje ve vlhké komote pfFi tep-
lot& mistnosti a nakonec sz postiika substra-
tovym gelem. Po ztubnuti této druhé vrstvy
gelu se ploina pfenese do vihké komory a
inkubuje pFi teploté 40 °C. Inhibice se pro-
jevi svétlymi skvrnami na &ervenshn&dém
pozadi, tyto skvrny se vyvinom po 60 aZ 90
minutéch. Jakmile dojde k optimdlnimu vy-
barveni inkubace se prerusi a plotna i s vrst-
vami agaru se usu8i fenem teplym vzduchem.

Priprava gelu

Enzymaticky gel: 1,5 g agardzy (L‘Indus-
trie Biologique Francie) se uvede v suspenzi
ve 100 m! 0,2 M pufru s maleinanem sodnym
o pH 6,0 a rozpusti se povarenim. Ciry aga-
rovy roztok se zchladi na teplotu 50°C a
smisi s 250 mikrolitry roztoku Tritonu X —
— 100 (2 g Tritonu X—100 + 8 g analyticky
¢istého ethanolu) a 0,5 ml roztoku dianisi-
dinu (20 mg dianisidin/1 ml acetonu)} pFevra-
cenim. P¥imo pfed upotFebenim gelu se pii-
d& je$t& 1 ml reak&niho &inidla GOD/POD
(12,5 mg glukézooxidazy, stupeil Cistoty I,
firma Boehringer, ¢. 15423 a 2,5 mg pero-
xiddzy, stupeii &istoty II, firma Boshringer,
¢. 15302, rozpusténo v 5 ml maleinanového
pufru) a 4 aZ 5 sachardzovych jednotek z
tenkého stieva vepie, vyrobenych tak, jak
je uvedeno svrchu u sachardzového testu.
Gel je moZno udrZovat aZ do nastiikdni na
teploté 50 °C, jinak tuhne jiZ v trysce.
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Substratovy gel: 0,5 g agardzy se uveds v
suspenzi ve 100 ml pufru s maleinanem sod-
nym o pH 6,0 a rozpusti se povafenim. Pak
se smé&s zchladi na teplotu 50 °C smisi se se
100 mikrolitry Tritonu (2 g Tritonu X—100
-+ 8 g analyticky ¢&istého ethanolu) naceZ
se piidd 1 g sacharodzy (Seeva &. 35579). Po
rozpusiéni sachardzy je gel pFipraven kK po-
uZiti.

K vybarveni inhibice amyldzy se posttika
vyvinutd a usudena deska pro chromatogra-
fii na tenké wvrstvé amyldzovym gelem v
mnoZstvi 20 ml na plotnu o rozméru 20 X 20
cm a gel se nechd ztuhnout. Pak se deska
pfedb&zné inkubuje 5 minut p¥i teploté mist-
nosti a pfenese do 0,5% roztoku $krobu (1
g &krobu Merck &. 1252 ve 209 ml 0,2 M
glycerofosforetnanového pufru s 0,01 M
CaClz o pH 6,9, rozpusti se povarenim], v
tomto roztoku se ponechd 2 minuty pfi tep-
lote 40 °C. Pak se plotna dobfe oplachne des-
lovanou vodou a k vybarveni neodbourané-
ho 8krobu se pfenese do zfed&ného roztoku
jodu (4 ml zdkladniho roztoku jodu na 500
ml vody, zdkladni roztok jodu sestdva z 2,2 g
Iz + 4,4 g KI v 100 m! vody). Po 1 minutg
je vybarveni optimdlni, deska se ihned vyfo-
tografuje, protoZe modré skvrny rychle mi-
z1.

Priprava amyldzového gelu

1 g agardzy se rozpusti ve 100 ml 0,2 M
pufru s glycerofosforenanem sodnym a 0,01
M CaClz-pufru o pH 6,9 pfi teploté 100 °C,
po zchlazeni na 50 °C se pfidd 100 mikrolitrd
Tritonu X-100 2 g Tritonu X-100 -+ 8 g ana-
lyticky Cistého ethanolu}. Té&sné pred postti-
kem se pridd 100 mikrolitrd suspenze Kkrys-
talické amyldzy (10 mg amylazy ze sliniv-
ky vepie/ml v roztoku siranu amonného fir-
my Boehringer €. 15017).

Pfiklad 3

Erlenmeyrova baiika o obsahu 1 litr s ob-
sahem 120 ml Zivného roztoku, sestavajiciho
z 4 % gkrobu, 2,4 % glukézy, 0,9 % hydro-
lyzdtu kaseinu a 0,9 % extraktu z kvasnic
o pH 7,6, nastaveny hydroxidem sodnym se
smisi s 0,4 % uhli¢itanu vdpenatého a ste-
rilizuje se 30 minut pfi teploté 121 °C, na-
CeZ se ofkuje 3 ml predb&Zné kultury kme-
ne SE 82, ktery byl vypéstovan v Zivném roz-
toku, ktery byl vyroben z 2 % Skrobu, 1 %
glukézy, 0,5 % hydrolyzdatu kaseinu a 1 %
extraktu z kvasnic, po smiseni t8chto sloZek
byle pH upraveno hydroxidem sodnym na
hodnotu 7,2 a pak bylo priddno jest& 0,4 %
uhli¢itanu vépenatého a prostfedi pak bylo
30 minut sterilizovdno pii 121 °C, naotkova-
no a fermentace pak probihala 5 dni pfi tep-
lot& 28 °C na rotaéni tfepalce, ¢imZ bylo zis-
kédno fermentaéni prostfedi s obsahem 122
tisic AIE/ml. Mycelium se oddslile od Ziv-
ného prostredi odstfedénim pri 12 00C otad-
kdch za minutu, pH 300 ml filtrdtu kultury
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se upravi kyselinou dusinou o koncentra-
ci 50 % na hodnotu 2,5 a sm&s se mich4

10 minut s 2,5 g aktivniho uhli. Po oddéleni

aktivniho uhli odstfed&nim pii 12 000 otac-
kdch za minutu se roztok neutralizuje na pH
6 pomoci 10 N hydroxidu draselného a smi-
si se se 300 ml methanolu, nechd se krat-
kou dobu stat a vytvoFend sraZenina se pak
odd8li odstfedénim pii 12 000 otdCkdch za
minutu. Supernatant se po kapkéach prid4
ke 3 litrfim ethanolu, sraZenina se izoluje
po kratkém stdni cdstfedénim pFi 12 000 o-
tatkach za minutu promyje se 2 X absolut-
nim ethanolem a jednou etherem a pak se
sud! ve vakuu, ¢imZ se ziskd 2,23 g produk-
tu o koncentraci 1,45 X 108 AIE/g, produkt
obsahuje i vice neZ 95 % vy3$8§ich homologil
derivatt aminocukrd o n>4.

Priklad 4

Do Erlenmeyerovy baifiky o cbsahu 1 litr
se vlije 120 ml Zivného roztoku o sloZeni
3,5 % glukézy, 2 % Skrobu, 0,5 % hydroly-
zatu kaseinu, 1,3 % extraktu z kvasnic, 0,3
% CaCOs3 a 0,3 % KsHPO4, pH se upravi pfed
sterilizaci na 7,8 a obsah batiky se pak ste-
rilizuje 30 minut p¥i teploté 121 °C, nateZ se
otkuje 6 ml pPedb&Zné kultury kmene SE
50/110 v Zivném prostiedi, které obsahuje
3 % so6jové mouky, 3 % glycerinu a 0,2 %
CaCO0s, fermentace se provadi 3 aZ 4 dny na
rotatni tFepadce pFi teplot& 24°C, CimZ se
ziskd fermentatni prostfedi s obsahem 153
tisic AIE/ml a 1 220 SIE/lite.

1 litr tohoto fermentatniho prostPedi se
upravi na pH 2,5 kyselinou dusiénou, nechd
se s 5 g aktivniho uhli 10 minut a pak se
30 minut cdstfeduje pii 5000 otdckach za
minutu, nate? se neutralizuje p¥iddnim 25 g
piipravku Amberlite IRA 410 v OH~ formé.
Neutralni roztok se odpaii na objem 100 ml,
smisi se se 100- ml methanolu a zfiltruje se.
Filtrat se vmiché do 2 litr{i absolutniho etha-
nolu, vytvorend sraZenina se odd@li filtraci
za odsdvani, promyje se 3 X acetonem a ethe-
rem a ususi se ve vakuu.

- Timto zpGsobem se ziska 14 g bilého prés-
ku o koncentraci 5 X 108 AIE/g s cbsahem
prevaZné homologli o n>4.

Pifiklad 5

Postupuje se stejn& jako v prikladu 4, p¥i-
da se viak jests 0,5 % 3krobu, ¢imZ se po
fermentaci trvajici 4 dny zisk4 fermentalni
prostfedi s obsahem 40000 AIE a 184 SIE/
/ml. Zivné prostfedi obsahuje homology, v
nichZ n = L

P¥iklad 6

Do Erlenmeyerovy batiky o obsahu 1 litr
se vlije 120 ml Zivného roztoku o sloZeni
3 % glukézy, 0,6 % hydrolyzatu kaseinu,
1,6 % extraktu z kvasnic, 0,3 % CaCOs, 0,3
procent KzHPO4, pH se upravi pied sterili-
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zaci hydroxidem draselnym na 7,8 a baiika
se ofkuje predbéZnou kulturou kmene SE
50/110 podle prikladu 4 a fermentace se pro-
vaddi 4 dny pPi 24°C na rotatni tiepadce,
¢imZ se ziskd fermentacni prostfedi o 10 800
SIE/litr s obsahem pFevdZné& udinnych latek
on =1

5 litrd filtrdtu Kkultury. oddéleného od
mycelia pfi 13000 otdc¢kdch za minutu se
upravi na pH 2,5 50% kyselinou dusitnou
a micha se 15 minut s 95 g aktivniho uhli
Merck a 200 g pripravku Clarcel. Smés se
zfiltruje za odsavdani, neutralizuje koncentro-
vanym amoniakem na pH 7, odpafi na objem
1,5 litru a vysrdZi 5nédsobnym mnoZstvim
ethanolu. Vlo€kovitd sraZenina se odd8li v
priatokové odstfedivce pfi 12 000 otdfkéach
za minutu, Zlutavy supernatant se odpafi na
150 ml a op#&t odstiedi. 50 ml roztoku se na-
nese na sloupec Amberlitu IR-12 {30 X 300
mm, 30 ml vody za hodinu). Jakmile zz
sloupce vyjde celkem 300 ml eludtu s obsa-
hem inertnich sacharidd a podilu neadsor-
bovaného inhibitoru pievede se iontoménic
s 400 ml vody do kadinky a prida se kon-
centrovany amoniak do pH 11,5. Po 30 mi-
nutdch dal§iho michéni se fontoméni¢ od-
dsli, roztok se odpaili na 1/20 objemu, zfilt-
ruje pies sloupec Amberlitu IRA 410 v HCOs'
-form& o rozméru 20 X 150 ml pii prito-
kové rychlosti 30 ml za hodinu, shromazdi
se 500 ml eludtu, ktery sz odpafli, ¢imZ se
ziska po lyofilizaci 1,3 g surového produk-
tu. .

K dalgimu C¢i8téni se podrobi preparat
frakcionaci na pFipravku Bio-gel P-2 100 aZ
200 mesh (firma Bio-Rad, Mnichov). UZije
se sloupce 50 X 450 mm a vody pri prito-
kové rychlosti 400 ml/hodina, odebiraji s2
frakce po 10 ml. VSechny frakce se zkousi
anthronovou metodou na uhlohydréty a sa-
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chardzovym testem na inhibitory. Frakce s
obsahem inhibitoru sachardzy se zkoumaji
chromatografii na tenké vrstvé podle pii-
kladu 2 na obsah jednotlivych sloZek. Frak-
ce, obsahujici derivat o n == 1 se sliji, od-
pafi a lyofilizuji, ¢imZ se ziska 35 mg de-
rivdtu aminocukru o n = 1 ¢ koncentraci
0,3 X 106 AIE/g a 30000 SIE/g.

Priklad 7

Do Erlenmeyerovy baiiky o obsahu 1 litr
se vlije 120 ml Zivného roztoku o sloZeni
5 % Zkrobu, 1 % extraktu z kvasnic, 0,2 %
K4gHPO4 a barika se oCkuje 2 ml pFedb&Zné
kultury z prikladu 4, ¢imZ se po 3 dnech
fermentace pri 28 °C ziskd fermentalni pro-
stfedi s nésledujicim obsahzm inhibitoru a-
mylédzy:

Kmen AIE/ml
SE 50 37 000
SE 50/13 109 000
SE 50/110 53 500

Inhibitory amylézy jsou prevazné deriva-
ty aminccukru o nz4.

Priklad 8

Do Erlenmeyerovy bailky o obsahu 1 litr
se vlije 120 ml Zivného roztoku o slcZeni
1,3 % maltézy, 3,5 % glukézy, 0,5 % hyd-
rolyzdtu kaseinu, 1,3 % extraktu z kvasnic,
0,3 % CaCOs, 0,3 % K2HPOs a baiika se
ofkuje 2 ml predb&Zné kultury z piikladu
4, ¢imZ se po 4 denni fermentaci na rota¢ni
tFepatce pii 24 °C a p¥i pouZiti riznych kme-
nt ziskaji ndsledujici vytézky:

Kmen SIE/ml AIE/ml
SE 50 580
SE/50/13 1460
SE 50/110 755

Inhibitorem je plevdZné derivat amino-
cukru o nsz4.

Priklad 9

Fermentor s obsahem 100 litrd Zivného
roztoku o sloZeni 3,5 % glukézy, 2,5 % su-
geného sladového extraktu, 0,5 % hydrolyza-
tu kaseinu, 1,3 % extraktu z kvasnic, 0,3 %
CaC0s, 0,3 % K2HPOs a 0,1 % protip&nivého
¢inidla se otkuje 5 litry predb&Zné kultury
z pitkladu 4 a fermentace se provadi za sou-
Sasného michéani a provzduSiiovadni 5 dni pri
24°C, 8im#¥ se ziskd fermentacni prostredi
o 73 000 SIE/litr a s obsahem pFevaZzné de-
rivatu on = 2.

90 litrd fermentatniho prostiedi se upra-

vi koncentrovanou kyselinou dusiénou na
pH 2,5 a za stdlého michéni se p¥ida 900 g
(= 1 %) aktivniho uhli.(Merck) k adsorbci
vét§iny vytvofeného barviva. Smés se mi-
ché 15 minut, pak se odstiedi pri 300 otac-
kiach za minutu od mycelia a vétSiny uhli
a supernatant se zfiltruje s pridavkem 3 kg
Clarcelu pod tlakem. Ziskd se 65 litrd Zlu-
tohnédého &irého filtrdtu o 60000 SIE/litr.

Filtrat se upravi na pH 7 koncsntrovanym
amoniakem a ulinnd latka se absorbuje 30
minut na 1300 g (2 %) aktivnfho uhli
(Merck). Smés se zfiltruje pod tlakem a

~ aktivni uhli se promyije 3 X 10 litry desti-

lované vody. Pak se uhli vysuSi a miché se
s 3 X 4 litry 50% acetonu p¥i pH 2,5 vZdy
15 minut k desorpci Gfinné latky. Acetono-
vé roztoky se po oddéleni aktivniho uhli
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filtraci sliji a odpa¥i na rotatni odparce na
objem 250 ml, p¥idd se 250 ml methanolu a
smés se znovu zfiltruje, 480 ml filtratu se
po kapkach pridd za energického michéni
do 5 litri acetonu, vytvofend sraZenina se
oddé&li filtraci za odsavdni a 3 X promyje
acetonem a etherem, naceZ se ususi ve va-
kuu pfi 35°C VytéZek je 230 g produktu o
8 500 SIE/g.

25 g tohoto surového produktu sz rozpusti
v 1 litru vody a prida se 300 g pfFipravku
Dowex 50 WX 4 H"* (200 aZ 400 mesh), smés
se michd 30 minut, pryskyfice sz odd8&li filt-
raci a promyje 3 X 2 litry 0,001 N HCI. Pro-
mytd pryskyfice se uvede v suspenzi v 500
ml vody a suspenze se ugravi na pH-metru
pfidanim 25% amoniaku na 9,0. Pak se pro-
vede desorpce jedts 2 X 500 ml 0,6% amo-
niaku, desorbaty se sliji a odpaii na rotaéni
odparce na objem 100 ml. K odbarveni se
ke koncentrdtu priddé 2 g DEAE-celulbzy
(firma Schleicher a Schiill ¢. 02035, 0,6 mik-
rovalenci/g) smés se michd 5 minut a pak
se odstfedi. Svétle Zluty supernatant s2 smi-
si se 100 m]l methanolu a smés se po kapkéch
pridd za energického michédni ke 2 litram
acetonu. SraZenina se oddgli filtraci za od-
savani, promyje se acetonem a etherem a
usuSi se ve vakuu pi¥i 35°C. Ziskd se 4,2 g
produktu o 26000 SIE/g. K dal§imu Ci§t&ni
se provede filtrace 4,0 g inhibitoru po di-
lech 0,5 g na gelu Biogel P-2. K tomuto -
¢elu se rozpusti vZdy 0,5 g produktu v 10
ml vody a roztok se nanese na sloupsc pii-
pravku Biogel P-2 (200 aZ 400 mesh, firma
Bio-Rad) o rozmérech 5 X 95 cm. Sloupec
se vyviji vodou rychlost! 80 ml za hodinu.
Odebiraji se frakce po 12 ml. U v3ech frakci
se stanovi antronovou metodou a exlinkci
pri Esz0 obsah uhlohydrat, déale s2 stanovi
obsah inhibitoru sachardzy a amylazy, mi-
moto se provaddi chromatografie na tenké
vrstvé podle prikladu 2.

Frakce, v nichZ se zjisti derivaty amino-
cukrd o n == 4 aZ 6 se sliji, odpa¥li ve vakuu
na 10 ml a vysréZi tim, Ze se po kapkach pfi-
daji ke 200 ml absolutniho alkoholu. SraZe-
nina se oddg&li filtraci, promyje se acetonsm
a etherem a ususi ve vakuu. Vyt&Zek je 4,0
g surového inhibitoru, 0,2 g derivdtl amine-
cukru o n == 4 a7 6 s koncentraci 17,5 X 106
AIE/g a 8500 SIE/g. Frakce, obsahujici de-
rivadt aminocukru ¢ n = 3 se zpracovdavajl
stejnd, srdZeni se provadi 200 ml acetonu.
VytéZzek je 4,0 g surového inhibitoru, 0,1 g
derivdtu aminocukru o n = 3 pfi koncen-
traci 1,4 X 10° AIE/g a 21000 SIE/g. Frak-
ce, obsahujici derivat aminocukru ¢ n = 2
se zpracovdvaji stejng, srdZeni se provadi
acetonem, ziskd se 0,9 g derivdtu amino-
cukru o n = 2 pfi koncentraci 0,3 X 108
AlE/g a 68 000 SIE/g. »

Priklad 10

Do tFech fermentorli se uvede vidy 8 lit-
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rit Zivného roztoku s obsahem 7,5 % suSe-
ného sladového extraktu, 0,3 % hydrolyza-
tu kaseinu, 0,7 % extraktu z kvasnic, 0,3 %
CaCOs, 0,3 % KeHPO4 a fermentory se ofkuji
5 U pPedb3Zné kultury kmene SE 50/100,
ziskané podle pirikladu 4, ¢imZ se ziskd po
5 dnech fermentace p#i 24°C fermentaéni
prostredi se 73 SIE/ml a s obsahem pievaZné&
derivdtu aminocukru o n = 2. Po odstieds-
ni 30 minut pri 3000 otdfkach za minutu
k oddéleni mycela se ziskd 20,5 litrl syté
hnédého roztoku o 67 000 SIE/litr. Kyseli-
nou dusiénou se pH upravi na 3,5 a k od-
barveni se pfidd 60 g Lewapolu [Ca 9221,
0,35 mm rozmér zrn, firma Bayer)/litr, cel-
kem 1,23 kg Lewapolu. Po 20 minutdch mi-
chédni se smés zfiltruje pFes filtr Seitz K 3.
Odbarveny roztok se neutralizuje amonia-
kem (18,5 litrdi, 67 000 SIE/litr). Pak se ab-’
sorbuje u&innd latka na 20 g aktivniho uhli/
/litr, celkem 370 g uhli a michd se 30 mi-
nut. Pak se znovu smés zfiltruje pres filtr
Seitz K 3, pokryty vrstvou pripravku Clar-
cel. 17,5 litrQt filtrdtu o koncentraci 3 600
SIE/litr se odloZi. Aktivni uhli se promyje
3 X 2 litry destilované vody. Desorpce se
provadi michdnim s 3 X 1 litrem 80% ace-
tonu, michd se vZdy 15 minut, pFifemZ se
pH nastavi koncentrovanou kyselinou solnou
na 2,5. 2,4 litru desorbdtu o koncentraci
371 000 SIE/litr se nanese na 46 g piipravku
Dowex H* [Dowex 50W 4 v H*-formsé, fir-
ma Serva, Heidelberg), smés se michd 20
minut, pryskytice se oddgli filtraci (frakce
Dowex 1) a promyje se 75% acetonem. 3
litry filtrdtu a promyvaci kapaliny ¢ kon-
centraci 215 000 SIE/litr se michd se 60 g
pripravku Amberlite IRA 410 v OH™-form#&
(firma Serva, Heidelberg)/litr aZ do pH 7.
Pak se smés zfiltruje a 2,8 litru filtrdtu o
koncentraci- 219 000 STE/litr se smisi se 72
gramy Dowexu H*-form& a smés se miché
20 minut, pH se upravi tak, Ze se do smé&si
ponoii nylonovy safek s pryskyfici Amber-
lite IRA 410 v OH™ -forms&, timto zpdsobem
je moZno pH udrZet na hodnoté 3,0. Pak se

. Dowex oddgli filtraci (Dowex II}, 2,6 litrii

filtrdtu o koncentraci 27 000 SIE/litr se od-
loZi.

Frakce Dowex I a II se oddé&lené promyiji
3X acetonem o koncentraci 75 % pfi pH
3,5 a pak se frakce I promyje 3 X 100 ml
0,6% amoniaku a frakce II 3 X 150 ml roz-
toku. P¥i prvni desorpci, pfi niZ amoniak ne-
stati k neutralizaci prysky¥ice je nutno p¥i-
dat koncentrovany amoniak a upravit pH na
hodnotu 9 p¥i pouZiti pH-metru. S desorbé-
ty z frakce 1 a II se oddélené sliji, odpafi
témsér do sucha, smisi s 50 ml vody a pH se
upravi na 3 aZ 4 kyselinou solnou, a pak se
pFidd 50 m! methanolu. Roztoku se po kap-
kéach piidaji k 1,5 litru absolutniho acetonu,
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vytvolené sraZenina se oddéli filtraci a pro-
myje 3X acetonem a 1X etherem, nateZ se
ususi ve vakuu.
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Frakce I 6,5 g 25 000 SIE/g
Frakce 11 12,3 g 36 030 SIE/g

n = 2, malé mnoZstvi n = 3.

}
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Pfiklad 11

200 g p¥ipravku z pfikladu 1 se rozpusti
v 940 ml destilované vody a 60 ml koncentro-
vané kyseliny sirové a zahrivd se 4 hodiny
pod zpétnym chladifem. [Vnitini teplota 98
az 100 °C, teplota olejové lazné 140 °C). Zchla-
zeny Cernohn&dy roztok se smisi s 10 g ak-
tivniho uhli (Merck Art. 2186) a micha se
1 hodinu, Aktivni uhli se oddéli filtraci za
odsavani, promyje vodou a filtr4t se upra-
vi 250 ml 10 N KOH na pH 7 aZ 8. Roztok se
michd 1 hodinu s 50 g aktivniho uhli, uhli
se oddéli filtraci, promyije 2 litry vody a filt-
rat se odloZi. K desorpci se aktivni uhli ne-
cha stat se 2 litry 30% alkoholu pies noc.
Pak se aktivni uhli oddéli filtraci za odsa-
vaAni a alkoholicky roztok se odpaifi na ro-
taéni odparce na 6,2 g odparku, ktery se roz-
pusti v 500 ml vody a opatrné promiché s
30 g Amberlitu IR 120 v H*-formé& 1 hodinu.
Iontoménié se oddéli filtraci za odsévani,
promyje destilovanou vodou, aZ je filtrat
neutrdini a prosty glukézy. Iontoménif se
michd s 15 ml 25% amoniaku v 1000 ml vo-
dy pfes noc, oddéli se filtraci a filtrat se
odpafi na odparek 3,7 g.

K daldimu &iSténi se provadi chromatogra-
fie na celuloze. 4,5 materidlu, desorbované-
ho z iontomé&nife na sloupec celuldézy o roz-
mérech 1 m X 2,5 cm. Jako rozpustidla: se
uZivad nejprve smési ethanolu a vody v po-
mé&ku 5 : 1, k eluci aminocukru on = 1 se
uZije nejprve smé&si ethanolu a vody v pomé-
ru 3 : 1, PFi rychlosti 20 kapek za minutu se
odebiraji frakce po 14 ml a tyto frakce se
podrobi chromatografii na tenké vrstve.
Frakce 47 aZ 85 poskytuji po odpateni 1,6 g
slab& hn&dé zbarveného derivatu aminocuk-
ru o n = 1. Zne¢idtujici barvive nehraje
v tomto pPipad& Zddnou roli. Derivaty je
moZno ziskat i bez primé&si barviva v pri-
pads, Ze se Ci§téni provadi na silné kyselém
iontom#ni&i nikoli po jednotlivjch mnoZ-
stvich oddélené&, nybrZ na sloupci.

PF¥iklad 12

200 g piipravku z p¥ikladu 1 se rozpusti v
940 ml destilované vody a 60 ml koncentro-
vané kyseliny sirové a smeés se zah¥iva 1/4
hodiny pod zp&tnym chladiCem p¥ vnitfni
teplotd 98 aZ 100 °C a teploté olejové lazné
140 °C. Zchlazeny hn&doferny roztok se smi-
si s 10 g aktivniho uhlf (Merck, Art. 2186) a
michd se 1 hodinu. Pak se aktivni uhli od-
d8li filtraci za odsévani, promyje se vodou
a pH filtrétu se upravi 10 N hydroxidem
draselnym na hodnotu 7 aZ 8. Roztok se mi-
chd 1 hodinu s 50 g aktivniho uhli. Aktivni
uhli se odd&li filtrac! za odsé&véni, promyje
se 2 litry vody a filtrat se odloZi. K desorp-
ci se aktivni uhli digeruje pfes noc s 2
litry 30% alkoholu. Nakonec se aktivni uhli
odd8sli filtraci za odsavani a alkoholicky roz-
tok se odpaii na rotaéni odparce, ¢imZ se
ziskd 8,0 g odparku.

Odparek se smisi s 15 ml vody a nanese
se na sloupec o rozmérech 20 X 2,4 cm, na-
pinény 50 g Amberlite IR 120 v H*-formé.
Pratokova rychlost je 3 kapky za minutu,
pak se sloupec promyva vodou rychlosti 12
kapek za minutu k odstranéni sloZek, které
nemaji zdsaditou povahu. Pak se vymyvaji
zdsadité slozky 0,5% amoniakem rychlosti
12 kap=k za minutu a vodny roztok se od-
paii na rotatni odparce, ¢imZ se ziskd 4,1 g
odparku.

2 g tohoto odparku se rozpusti v malém
mnoZstvi vody a roztok se nanese na slou-
pec o rozmérech 200 X 3 cm, naplnény Sep-
hadexem G 15. Sloupec se vymyva vodou.
Pfi rychlosti 8 ml za hodinu se odebiraji
frakce po 2 ml. Jednotlivé frakce se sleduji
chromatografii na tenké vrstvé. Z frakci 85
a¥ 94 se ziska 280 mg derivdtu aminocukru
o n = 2 se specifickou u¢innosti 50 000
SIE/g.

Priklad 13

2 g pripravku z piikladu 1 se inkubuji v
80 ml 20 mmolech pufru s glycerofosfatem
sodnym o pH 6,9 a 1 mmolu CaClz s 1 g
a-amyldzy ze spec. Aspergillus (Serva C.
13418) za stdlého michadni 120 hodin pii tep-
lot& 37 °C, nadeZ se smés zahfeje na 5 minut
na 100°C a odstFedi pfi 4000 otdfkach za
minutu od nerozpustného podilu. Po lyofili-
zaci roztoku se ziska 1,9 g produktu A 3500
SIE/g a 2 X 108 AIE/g. P¥i zkoumdni produk-
tu chromatografii na tenké vrstvé a na in-
hibici sachardzy zejména derivat aminocuk-
ruon =1,2a 3.

Priklad 14

2 g pripravku z pfikladu 1 se inkubuji ve
30 ml 20 mmolech acetdtového pufru o pH
4,8 a 1,25 mg g-amylazy z topinamburu (Boe-
hringer 15471) za stdlého michédni 120 ho-
din pFi 37°C, nateZ se smés zahfeje na 5
minut na 100°C, nerozpustny podil se od-
st¥edi p¥i 4 000 ot4Ckach za minutu, po lyo-
filizaci roztoku se ziskd 1,5 g produktu o
1800 SIE/g a 3,8 X 106 AIE/g. Po zkousce
tohoto produktu chromatografii na tenkeé
vrstvé a na inhibici sachardzy podie prikla-
du 2 je zfejmé, Ze je p¥itomen zejména de-
rivat aminocukruon = 2 a 3.

Priklad 15

Erlenmeyerovy bailky o obsahu 200 ml s
obsahem 25 ml Zivného roztoku, ktery obsa-
huje 0,1 % K2HPO4, 0,2 % (NH4)2804, 0,05
procent MgSO04, 0,05 % KCI1, 0,01 % FeSO4
2 9 pripravku z pfikladu a suspenze spor
kmene Asp. niger ATCC 11394 se podrobi
fermentaci pfi 28°C na rotaéni t¥epalce,
pritemZ po 6 «dnech poklesne titr AIE z
210 000 AIE/ml na 53 000 AIE/ml, po 10 dnech
aZ na 21300 AIE/ml. Soutasné se zvy$i ob-
sah SIE/ml ze 7,0 na 72 SIE/ml.
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20 ml roztoku, ktery byl 10 dni inkubovan
se suspenzi spor se odstfedi 30 minut k od-
déleni mycelia pfi 3 000 otd&kach za minutu.
15 ml supernatantu o 72 000 SIE/litr se micha
30 minut s 2 g Amberlitu IRC 50 v H*-formé
a 1 g Amberlitu IRA 410 v OH -formé, &imZ
dojde k odstranéni soli. (Vodivost je mensi
neZ 2 m Siemens). Smé&s se zfiltruje a filtrat
se nechd projit rychlosti 5 ml/hodinu sloup-
cem o rozméru 1 X 10 cm s ohsahem Dowe-
xu v H*-form& v 0,001 N kyseliné solné.
Sloupec se vymyva 200 ml 0,001 N kyseliny
solné. K desorpci se nechd rychlosti 10 ml za
hodinu projit sloupcem roztok amoniaku o
koncentraci 0,6 %, odebiraji se frakce po 5
ml. Frakce s obsahem inhibitoru sacharazy
se sliji, odpali na 2 ml v rota&ni odparce a
smisi se 2 ml methanolu. Roztok se upravi
na pH 3 aZ 4 a vysrdZi se tak, Ze se po kap-
k4dch pridda do 100 ml acetonu. SraZenina
se oddgli filtraci za odsédvéni, promyje se a-
cetonem a etherem a usu3i ve vakuu. Ziska
se 26 mg produktu o 28 000 SIE/g, produkt
sestdvd z derivdtd aminocukru on = 2 a 3.
Derivat o n = 2 je moZno z tchoto produktu
ziskat zpfisobem podle pfikladu 9 gelovou
filtraci pres sloupec p¥ipravku Bio-Gel P-2.
Ziskd se 7 mg derividtu aminoccukru o n =
= 2 se specifickou ddinnosti 60 000 SIE/g.

Priklad 16

2 litry fermenta&niho prostiedi, ziskané-
ho podle pFikladu 6 oddé&lenim mycelia pf¥i
13 000 ota€kéach za minutu s udinnosti 13 000
SIE/g se ke sniZeni obsahu soli (vodivost
filtrdtu 10mS) micha s 500 g smési 2,5 dilu
Amberlite IRC-50 v H*-formé& a 1 dilu Am-
berlite IRA-410 v OH-form& 1 hodinu. Ionto-
méni¢ se oddéli, roztok se odpaii na mnoZ-
stvi niZ8i neZ 100 ml a nerozpustny podil se
odstrani odstfedénim p#i 20000 otackdch
za minutu 15 minut. Supernatant se doplni
na 100 ml, mé vodivost 3,5 mS a déle se Cisti
na sloupci o rozmérech 55 X 400 mm s ob-
sahem P-celulézy (Serva ¢. 45130, pfiprave-
no b&Znym zpdsobem, rovnovaZného stavu
bylo dosaZeno v 5 molech pufru s fosforeg-
nanem amonnym o pH 5,5). Sloupec se vy-
myvd uvedenym pufrem rychlosti 90 ml/ho-
dina. Odebiraji se frakce po 18 ml.

Frakce se zkoumaji na obsah uhlohydratu
anthronovym testem a na obsah inhibito-
ri sacharazy testem na inhibici sacharazy,
frakce prosté uhlohydraté (frakce 60 aZ 80),
které byly sou€asn& ufinné jako inhibitory
sacharazy se odpafi na 150 ml a nechaji se
projit sloupcem o rozmérech 50 X 300 mm
s obsahem Amberlite IRA-410 v HCO3-forms.
K lepSimu Fizeni deionizace se eluét odebird
po frakcich Pgo 10 ml za 20 minut a frakce
se zkou3eji na obsah uhlohydratu anthrono-
vym testem, kter§y ma byt tém&F negativni,
na fosfore€nan ¢inidlem s kyselinou askorbo-
vou a molybdenanem a na inhibici sachara-
zy enzymatickym testem. Nejicinné&jsi frak-
ce 3 aZ 30 se sliji, odpafi a lyofilizuji, zno-

30
vu rozpusti a znovu lyofilizuji, ¢imZ se zis-
ké 280 mg surcového inhibitoru.

K dal$imu ¢isténi se surovy inhibitor pod-
robi frakcionaci na pripravku Bio-Gel P-2
podle piikladu 6. Z frakci se ziskd Cisty de-
rivat aminocukrd o n = 1, po lyofilizaci se
ziskd 30 mg produktu o 0,3 X 106 AIE/g a
35 000 SIE/g.

P¥iklad 17

K ziskdni derivdtu aminocukru o n == 5
aZ 7 se vychdzi napfiklad z pripravku podle
prikladu 1.

30 g extraktu z piikladu 1 se rozpusti ve
250 ml vody. Vodivost tohoto roztoku je 10
mS, pH 5,5. Roztok se zbavi soll tak, Ze se
smisi s 60 g Amberlite IRC 50 v H*-formé
(slabé kysely kationtoméni&, ktery vaZe de-
rivaty aminocukru ve vodném roztoku jen ve
stopédch) a 20 g Amberlite IRA 410 v OH"-
-form#& a smés se michd 20 minut. Filtrat s
vodivosti 0,5 mS o pH 3,5 se upravi na pH
3,0 1 N HCl a ma pak vodivost 0,6 mS. Ten-
to roztok se nechd projit rychlosti 42 ml za
hodinu sloupcem o rozméru 2,5 X 40 cm s
obsahem Dowex 50 W v Ht-formé& o rozmé-
ru zrn 200 aZ 400 mesh, sloupec je v rovno-
vaZném stavu v 0,001 N HCIL Sloupec se vy-
myva 2 litry 0,001 N HCL. Po promyti se pro-
vadi eluce 1,2% vodnym amoniakem a ode-
biraji se frakce po 10 ml. U&inné frakce se
sliji, amoniak se odpa¥i ve vakuu a roztok
se pak ve vakuu odpafi na objem 30 ml
SraZeni se provadi tak, Ze se roztok po kap-
kach prida do 600 ml bezvodého alkoholu,
sraenina se oddgli filtraci za odsdvéni a
po promyti alkoholem a etherem susf ve va-
kuu, 8imZ se ziskd 4,4 g produktu o 26,5 X
X 106 AIE/g.

V#dy 0,5 tohoto produktu se jemné& dgisti
preparativni chromatografii na sloupci pfi-
pravku Bio-Gel P-2 podle piikladu 9. Frak-
ce, které podle zkousky chromatografii na
tenké vrstvé obsahuji derivdt aminocukru o
n = 5 a¥ 7 se sliji, odpa¥i ve vakuu a vysré-
i svrchu uvedenym zplisocbem bezvodym
ethanolem. VytéZek z 0,5 g surového produk-
tu je 0,2 g derivatu aminocukru o n = 5 aZ
7 530 X 108 AIE/g a 2 500 SIE/g.

Priklad 18

I. Usporddéni pokusu ke zji§t&ni ufinnosti
inhibitort hydrolaz glykosidii a ke zjiSté-
ni zdbrany resorpce glukézy u krysy u €lo-
véka

K vyvolani alimentarni hyperglykemie a
hyperinzulinemie se podd bdicim Kkrysdm-
(n=86) nebo bdicim pokusnym osocbdm bud
2,5 g sachardzy, 2,5 g maltozy, 1 g povare-
ného 3krobu nebo 2,5 g glukoézy/kg perordl-
né nebo 50 g sacharoézy, 50 g maltézy, 50 g
povafeného $krobu nebo 50 g glukdézy na
osobu ve vodném roztoku nebo suspenzi.
Dal8i krysy {n = 6) obdrZi stejné mnoZstvi



200173

3

svrchu uvedenych uhlohydr4tdi a mimoto -
¢innou latku z ndkterého prikladu v uvede-
né dévce. Zdravé pokusné osoby stiidavs ob-

drZely v odstupu 2 dnQl pouze uhlohydrat .

nebo uhlohydrat s uvedenou Géinnou latkou.
Hladina krevniho cukru a inzulinu, byla
stanovena v odstupu po 5 minutdch po dobu
aZz 3 hodiny po zatiZeni uhlochydrdtem 4 -
¢innou latkou v Kkrvi, pFitemZ krev byla o-
debrédna u krys z retroorbitalni #ilné plete-
né a u pokusnych osob bud z loketni Zily ne-
bo jako kapilarni krev. Stanoveni hladiny
krevniho cukru bylo provddéno piistrojem
Auto-Analyzer {Technicon®, podle publikace
Hoffman: J. biol. Chem. 120, 51 (1937) nebo
enzymaticky glukézooxiddzou a o-dianisidin-
hydrochloridem, stanoveni inzulinu v krev-
nim séru bylo provddéno metodou podle
publikace Hales a Randle: Biochem. ]. 88,
137 (1963).

Il. Sledovéni inhibice pfemdny uhlohydratd
na lipidy tukovych tkéni.

Krysy (n == 6) obdrZely uhlohydraty z
odstavce I v inaktivni formé& spolu s vhod-
nou davkou téhoZ uhlohydratu, znafeného
radicaktivnim uhlikem -~ Ginnou latku z
téhoZ piikladu polykaci sondou. Po kratké
dobé byla zvifata usmrcena a byla provede-
na analyza tukové tkan& epididynis a/nebo
perirendlni tukové tkéané, lipidy byly extra-
hovany smési chloroformu a methanolu v
poméru 2 : 1 a metabolity nelipidové po-
vahy byly vymyty. Méfena byla radicaktivita
izolovanych lipid@ na kapalinovém scintilad-
nim po¢itati. Utinnost byla uddna v dpm/1
grami tukové tkané.

V tabulkdch znamend P pravdépodobnost
chyby a s standardni odchylku.
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Priklad 19

Pifiklad na kyselou desorpci sloutenin po-
dle vynéalezu.

Sloupec o prdméru 1,5 cm se naplni 30 g
vihké hmotnosti p¥ipravku Dowex® 50 W X
X 4 v H*-formé& o rozméru zrn 200 aZ 400
mesh v 0,001 N HCL Sloupcem se nechéa
projit 500 ml smiSeného desorbatu o 400 000
SIE/litr p¥i pH 2,5 s obsahem 60 % acetonu,
ziskaného z pfikladu 10. Desorbat prochéazi
sloupcem pFibliZzn& 1 hodinu, sloupec se pak
promyje 500 m! 0,001 N HCl. Za té&chto pod-
minek se vymyji pouze malé stopy piitom-
ného inhibitoru. Pak se provede pfimo ve
sloupci desorpce 0,0125 N kyselinou solnou,

34

pridemZ se stanovi vodivost eludtu. Mimoto
se v eludtu stanovi obsah SIE. U&inné frak-
ce €. 74 aZ 100 se sliji a neutralizuji prida-
nim Amberlite IRA 410 v OH form8, pak se
odpaii na 5 ml, smis{ se s 5 ml methanolu
a vysrazi se tak, Ze se rozlok po kapkdach
pfidda do 200 ml acetonu. Po promytl aceto-
nem a etherem se roztok odpafi ve vakuu.

VytéZek je 1 g derivdatu aminocukru o n =
= 2 s obsahem 65 000 SIE/g. .

Z aktivnich predbé&Znych frakci je moZ-
no ziskat derivaty aminocukrtl, v nichZ n =
= 3 nebo 4.

Tento postup pro kyselou desorpci umoz-
fiuje také na rozdil od alkalické desorpce
frakcionaci jednotlivfch homologt Fady de-
rivatl aminocukru.

PREDMET VYNALEZU

1. Zphsob vyroby novych derivati amino-
cukrl obecného vzorce

OH OH CHy

HO /'v

o :‘-&‘OH H
kde

R znamené ‘oligosacharidov;’r Fet8zec s 1
aZ 7 hex6zovymi jednotkami, vyznadujici se

tim, Ze se p&stuji mikrorganismy €eledi Acti-
noplanaceae kmen SE 50/110 — CBS 674.73
ve vodném Zivném prostiedi s obsahem zdro-
ji uhliku, dusiku a anorganickych soli pfi
pH 5,0 aZ% 8,5 a teploté 15 aZ 45°C za aerob-
nich podminek a derivdt aminocukru se po
skontené fermentaci izoluje, a pop¥ipadé se
pfi vyrob& sloucenin, v nichZ R znamend 1
nebo 2 monosacharidové jednotky odboura-
vaji sloudeniny, v nichZ R znamend vice neZ
2 monosacharidové jednotky enzymatickym
zplisobem inkubaci s hydroldzami nebo hyd-
rolyzou v kyselém prostfedi za pouZiti vod-
nych roztokli anorganickych Kkyselin.

3 listy vykresfi

Severografia, n. p., zévod 7, Most
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