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Fosforylované estery cukrov (FEC) maja délezitu ilohu v latkovej premene
Zivoéidnych i rastlinnych tkaniv, ako aj mikroorganizmov, a to pri oxydativ-
nych i pri anoxydativnych procesoch. Kedze priprava FEC chemickou cestou
je zloZita, vacéSinou sa pripravuju biochemickou syntézou z kvasnie, éinnostou
rastlinnych a ZivoéiSnych fosforylaénych enzymov. Ak maji byt pripravené za
spolutiasti kvasniénych buniek, musia-sa najprv nahromadit vo viéSom
mnozstve. Toto sa dosiahne inhibiciou fosforylaénych enzymov, napr. susenim,
toluénom, oktylalkoholom, izotiokyanatanmi a pod. Takto vyvolany efekt sa
nazyva Harden—Youngov efekt. Optimalne podmienky na vyvolanie Harden—
Youngovho efektu sme podrobne Studovali v predchadzajicej praci [1]. Po
skisenostiach, ktoré sme ziskali, pristipili sme k priprave ¢istych FEC. V lite-
rature sa sice dasto uvadzaju jednotlivé pripravy, avSak pravdepodobne slizia
len pre mensie pokusy, ktoré nevyzaduju velku ¢istotu preparatov a byvajui aj
tazko reprodukovatelné. Pokladame preto za dolezité uviest sthrnne na jed-
nom mieste nasu vysktSani metédu pripravy najdédlezitejsich FEC.

Experimentalna ¢ast
Priprava bdrnatej soli F-1,6-dP

Pri priprave Harden—Youngovho esteru sme vychadzali z nahromadovacej zmesi FEC
po vyvolani Harden—Youngovho efektu. Porovnali sme niekolko metdd, napr. Bern-
hauerovu [7], Tadrovu [6]a Stepanenkove] [8]. Zistili sme, Ze sa v podstate vSetky
opierajit o metédu uvedenu v [3]. VyuZili sme preto vlastné skiasenosti [1] a nahromado-
vaci pokus sme vykonali v nddobe upravenej ToméSkom [9] (obr. 1).

Do desatlitrovej banky sa daja 2 kg pivovarskych kvasnic, asi trikrat vedenych v pre-
vadzke a odleZanych vo vani pod vodou [1], 360 ml toluénu alebo 0,01 9% alylizotio-
kyanatanu, 4 litre vody a 342 g sachardzy. Banka sa zatvori vitanou zétkou (pozri obr. 1).
Tak moéZe unikajuci CO, prebubldavat fosforeénanovy roztok. Pravidelnost kvasenia sa
reguluje pripuistanim fosforeénanového roztoku (352 g Na,HPO,.12 H,0 v jednom litri
vody). Poéas pokusu sa vpusti cely liter. Priptista sa asi 60 ml priebehom 25—45 minit.
Po skonéeni kvasenia sa pridéd roztok kyseliny trichléroctovej (375 g sa rozpusti v naj-
mensom objeme vody). Tak sa vyzraZaja bielkoviny, ktoré sa odstredia. Filtrat sa zalkali-
zuje na pH 8,0 a pridé sa nasyteny roztok octanu bérnatého (280 g). Ziska sa zrazenina
surovej barnatej soli v mnoistve 93,75 g. Zrazenina sa vypiera vodou. alkoholom a vysusi
sa vo vakuovom exsikdtore. Filtrat sa pouZije na ziskanie Robinsonovho esteru.

Vysvetlen;e znaciek: G-1-P = glukozo-1-fosfat, F-6-P = glukozo-6-fosfit, F-1,6-dP =
fruktozo-1,6-difosfat, ATP = adenozintrifosfat, TCHO = kyselina trichléroctova,
ATPéaza = adenozintrifosfatdza = apyraza.
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Clistenie surovej barnatej soli F-1,6-dP

5 g surovej barnatej soli F-1,6-dP sa preleje 5 ml vody a 25 ml x-HCI, dobre sa roz-
mieSa, pridd sa 10 9% roztok Na,SO, do tplnej sedimentdcie BaSQO, a zrazenina sa od-
filtruje. Filtrat sa zneutralizuje na metyloranz za pouZitia roztoku 5 N-NaOH a prileju sa
2 ml 25 % roztoku NH,OH a 10 ml horeénatej zmesi (100 g MgCl, + 200 g NH,Cl sa
rozpusti v jednom litri vody a prida sa NH,OH aZ do alkalic-

kej reakecie). Roztok sa premiefa, necha sa 30—40 minut stat, ﬂ
nacosa filtruje. K filtratu sa pridd 25 ml x-HCl a 10 ml 10 9%, Ul
roztoku octanu barnatého. Usadenina siranu barnatého sa od- T ;

filtruje, k filtratu sa prileje 40 ml 10 % octanu barnatého
a luh do slaboruZového sfarbenia fenolftaleinu. Za stéleho mie-
Sania sa pridavaju 2/3 objemu etanolu. Takto ziskand zrazenina
distej barnatej soli F-1,6-dP sa premyva etanolom a su$i sa vo
véakuu nad chloridom vapenatym. Vytazok je 1,3 g éistej barna- {

tej soli F-1,6-dP. Aj surovii barnatu sol F-1,6-dP sme &istili sp6-
sobom, ktory je zaloZeny na vyuZiti vlastnosti kyslych soli
F-1,6-dP [9].

Vytazky dost koliSu, kedZe F-1,6-dP je velmi nestéla zliée-
nina. Z 342 g sacharézy sme ziskali 93 g surovej barnatej soli

a po vyéisteni 24 g béarnatej soli F-1,6-dP. Cistotu pripravku
sme kontrolovali najmé chromatograficky [10], aby sme sa
presvedéili, ¢i nie je pritomny iny FEC alebo anorganicky fos-

%

fat. Podla obsahu fosforu metédou MeSkovovej a Severina
[2] a podla obsahu fruktézy [5] sme zistili, Ze preparét je 96 °;.
Obr. 1.
Prevedenie na sodnu sol

Obsah béarya sme stanovili vazkove, fosfor kolorimetricky a vlhkost suSenim nad
fosforpentoxydom pri 40 °C. Presny navaZok sme rozmieSali v desatndsobnom mnozstve
vody a s ekvivalentnym mnoZstvom Na,SO,. Suspenziu sme 24 hodin trepali pri 0 °C.
Potom sme zrazeninu oddelili. Po pridani dvojndsobného mnoiZstva etanolu (etylalko-
holu) k filtratu sa vyzrézali vlo¢ky sodnej soli, ktoré sme oddelili a vysusili.

Priprava Co;‘iho esteru [5, 6, 11, 12, 13, 14]

Najprv sa zo zemiakov pripravi fosforylaza: 1800 g zemiakov sa umyje, olisti, pokraja
a na misovom mlynéeku z nehrdzavejicej ocele sa pomelie. Stava sa vylisuje cez platno.
Potom sa 76 g Skrobu rozmieSa vo vode, pomaly sa vleje do 4 litrov vriacej vody a ener-
gicky sa mieSa. Roztok sa 20 minat udrZiava pri 100 °C, aby sa ziskal homogénny maz. Po
vychladnuti mazu pri teplote miestnosti sa pridé zmes 850 g pripravenej fosforyldzy,
2125 ml 0.25 M fosforeénanového tlmivého roztoku o pH 6,8 (KH,PO, -+ IK,HPO,).
10—15 ml toluénu a doplni sa vodou do 8500 ml. Zmes sa pri 30 °C vloZi do termostatu na
taka dlht dobu, pokial anorganicky fosforeénan neprestane ubtidat [1]. Potom sa enzym
inaktivuje zahriatim na 100 °C a po vychladnuti sa nadbytok anorganického fosfo-
reénanu vyzraZa pridanim octanu horeénatého a nepatrného nadbytku épavku. Zra-
zenina sa odstredi a filtrat sa zahusti vymrazenim vody alebo odparenim vo védkuu. Ak sa
zahustuje vymrazovanim, rozleje sa do eylindrickych nadob o obsahu 250 ml a dé sa do
chladni¢ky pri —10 az —20 °C, pokial sa nevymrazia 3} objemu tekutiny. Tekutina sa
zleje, pridé sa do nej 85 g octanu barnatého a 7 litrov metanolu. Vzniknuté barnatd sol sa
neché usadzovat 12—15 hodin. Potom sa oddeli odstredenim.
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Prevedenie na draselnit sol

Bérnaté sol sa rozpusti v 1000 ml vody a pH sa kyselinou sirovou upravi na 1,8. BaS0,
sa odstredi, zrazenina sa trikrat rozotrie a extrahuje 150 ml vody, nado sa pripoji k centri-
fugétu. Tekutina obsahujtca ester sa 5 N-KOH upravi na pH 8,3 a prid4 sa 1,2 objemu
etanolu. Vyluéi sa surové draselnd sol esteru, ktora sa neché 24 hodin usadzovat. Potom sa
oddeli odstredenim, rozpusti sa v 1000 ml vody, pH sa kyselinou octovou upravi na 5,5
a pridé sa 200 mg sladovej amylazy, ktord méd dextrinové zneédisteniny vyzraZané alko-
holom odstrénit prevedenim na malt6ézu rozpustnt v alkohole. Zmes s amyl4zou sa necha
2 hodiny stat. Nato sa pridéd také mnozstvo TCHO, aby vysledna koncentracia bola 5 9,
a 1,5 objemu etanolu. Zrazenina sa odfiltruje, pH vo filtrate sa 5 ~-KOH upravi na 8.3
a neché sa 24 hodin stat pri 0 °C. Vzniknuté draselnd sol sa odstredi a vysusi vo vakuo-
vom exsikatore nad chloridom vapenatym.

Cistenie draselnej soli

Draselna sol sa pri 50°C rozpusti v 1000 ml vody. rozmiesa sa s 3 g aktivneho uhlia
a filtruje sa. Potom sa k filtratu pridéd 1000 ml aceténu. Draselna sol sa necha vykrystalo-
vat, a to najprv 24 hodin pri teplote miestnosti, potom 2 dni pri teplote 0 °C. Znovu sa
pridd 500 ml acetonu a kry$talizacia sa prediZi eSte na tri dni pri 0 °C. Zrazenina sa od-
stredi a vysusi vo vakuu nad chloridom vépenatym. VytaZok je asi 3 g &istej draselnej soli
G-1-P.

Zo 76 g Skrobu sme ziskali 3 g draselnej soli G-1-T. ktora mala &istotu 97 %, podla
obsahu fosforu.

Suhrn

Opisuju sa metddy, pomocou ktorych sa pripravili fosforeéné estery cukrov
F-1,6-dP a G-1-P. Met6dy uvedené v literatire sa upravili a prisposobili tak,
aby vysledky boli uspokojivé, najma ¢o do mnoZstva a distoty pripravkov.

V3YUEHIE XAPIEH—IOHI'OBOI'O 9MMEKTA (II)
IIPUTOTOBJIEHNE 1 MBOJIAUA GOCOOPUIIOBAHBIX AMUPOB
CAXAPOB (FEC)

A. TEBAVEPOBA, k. TOMAIIER
OryicileEue 1IMIM0B M OnoxuMuu XuMuueckoro maetutyTa CioBankoit Awajiemnn Hayw
B Bpatuciase
Kadeppa Texunyeckoii Mukpoduosiorun 1 Onoxumun XuMHUECROTO ParyALTCTA
CroBankoii Bricimelil TexHMuCecKoit 1Ko.16l B Bpatuciiase

Brisoiet

B 5101t pafoTe aeTcs OMHCAHHE METOJOB, IIPH IIOMOI(M KOTODPLIX OLITH MPUIOTOBICHL (hoc-
gopusie apuper caxapos F-1,6-dP a G-1-P. MeTogsl, KOTOpHIC PUBONATCS B JMTCPATYpE, OblJIH
06paboTaHs B IpHCHIOCOGIEHEL TaK, YTOOK Pe3yIBTATHL OBLIM Y;(OBICTBOPAIOLINE I[NIABHOE, 9TO
KacacTcs KOJEYeCTBA H 9HCTOTHI IPEIIapaToB.

Tlocrynuzo B pegarnouio 18. 7. 1956 1.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit beschreiben die Autoren die Methoden, mittels welcher s’e
die Thosphorsédureester des Zuckers ¥-1,6-dP und G-1-P hergestellt haben. Die in der
Literatur angegebenen Methoden wurden modifizicrt und so angepasst, damit die erhal-
tenen Ergebnisse befriedigten, besonders hinsichtlich der Monge und Reinheit der Préipa-
rate.

' In die Redaktion eingelangt den 18. 7. 1956
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