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STUDIUM HARDEN—YOUNGOVHO EFEKTU (I11)
PAPIEROVA CHROMATOGRAFIA FOSFORECNYCH ESTEROV CUKROV
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Slovenskej vysokej skoly technickej v Bratislave

0Od roku 1949, ked Hanes a Isherwood [1] prvykrat stanovovali fos-
foreéné estery cukr v (FEC) chromatograficky, bola metodika na urdovanie
tychto latok Siroko rozpracovand [2, 3, 4, 5, 6, 7]. V principe vSetky me-
tédy oddeluji FEC chromatograficky na papieri, hydrolyzuja ich chemicky
alebo enzymaticky a identifikuji ich fosforeénid alebo cukornd zlozku. Meto-
dika je velmi koniplikovans a nebola na prvykrat vypracovana.

Hanes a Isherwood [1] navrhli sedem rozpustadlovych ststav a molyb-
dénové detekéné &inidlo. Skvrny FEC vyvolavali teplom (85 °C) a sirovodikom.
Benson a spolupracovnici [2] identifikovali FEC pomocou oznaéeného uhlika
a navrhli benzidinové detekéné é&inidlo. S oznaéenym uhlikom pracoval aj
Charalampous [3]. Eggleston [4] pouZival rddicaktivny fosfor. Bandur-
skia Axelrod [5] vyuZili na oddelenie FEC vyhody dvojrozmerovej chroma-
tografie. Skvrny FEC vyvolavali UV-svetlom o vinovej dlzke 2537 A. Doman
a Kagan [2] a neskorS§ie Fletcher a Malpress [6] vypracovali metédu
enzymatickej hydrolyzy FEC alkalickou érevnou fosfatdizou. Wade a Mor-
gan [7] pouzili ako detekéné ¢&inidlo zmes FeCl, a kyseliny sulfosalicylove;.
FEC sa objavili ako biele $kvrny na fialovom pozadi. Niektori autori, napr.
Dulberg [8], pre obtaznost neodportéaju stanovovat FEC chromatograficky
priamo, ale hydrolyzujui ich za $tandardnych podmienok a vzniknuté cukry
stanovuju chromatograficky.

Rozpustadlové ststavy navrhnuté v priebehu vyvoja metodik viésinou
obsahuji bud silnd kyselinu, alebo zasadu [1, 2, 4, 5, 9, 10, 11, 12]. Pri papiero-
vej chromatografii FEC &asto spsobuje tazkosti aj uprava papiera [1, 2, 4, 13,
14] a dokonalé nasytenie papiera v komore [1, 5].

Z mnohych uvadzanych metéd a sposobov dpravy, ktoré sme preskusali,
vybrali sme najvhodnej$iu pre nafe podmienky a v podrobnostiach sme ju
upravili. Vypracovanii metédu sme pouZili na stanovenie kontroly d&istoty
FEC a sledovanie Harden—Youngovho efektu.

Experimentalna ¢ast .
Uprava vzoriek

Cisté vzorky FEC sme pripravili metédou uvedenou v [15]. Fruktozo-6-fosfadt sme
pripravili hydrolyzou fruktozo-1,6-difosfatu v ~-HCI pri 100 °C trvajucou 5 minut.
Anorganicky fosforeénan a zvySok fruktozo-1,6-difosfatu sme odstranili zrdZanim octa-
nom bérnatym. Po odfiltrovani zrazeniny sme k filtratu pridali 4 objemy etanolu a vy-
zraZzana barnata sol sme odfiltrovali, premyli alkoholom a vysusili v exsikétore.
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Béarnaté soli FEC sa rozpustali v N-HCI a i6ony Ba?* sa zraZali Na,SO, [15]. Sodné
alebo draselné soli FEC sa rozpuastali v destilovanej vode. Pri vzorkdch z prirodzeného
materidlu sa bielkoviny vyzrdZali rovnakym objemom 10 % kyseliny trichléroctovej.
Niekedy sa vzorky rozdelovali aj na frakcie podla Umbreita [16].

Vyber a dﬁava papiera

NajcastejSie sme pouZivali papier Whatman 1.

Pred chromatografovanim FEC treba papier zbavit vSetkych neéistét, ktoré sposobuju
na chromatograme poruchy (Smuhy a Skvrny na Starte) a stazuju i oddelovanie. Preskt -
Sali sme rozliéné v literature opisané upravy papiera [1, 2, 4, 13, 14].

Najlepsie sa vSak osvedéil tento postup: Do velkej smaltovanej a vyparafinovanej misy
sme naliali 5 litrov N-HCIl. 10—15 papierov sme premyvali naraz po dobu 36 hodin.
Premyvanie sme urychlovali dvoma mieSa¢kami. Potom sme papier tak dlho premyvali
destilovanou vodou, aZ kym odtekajuca voda bola neutrdlna a nereagovala s AgNO,.
Papier sme vysusili pri teplote miestnosti, na¢o sme ho hladili horticou Zehlickou cez dva
filtradné papiere.

Dobré vysledky sme dosiahli aj s papierom, ktorym sa nechalo pretekat rozpustadlo.
Po dokonalom vysuSeni papiera sa nanaSali vzorky.

Obr. 1 a 2 ukazuju rozdiely v premytom a nepremytom papieri, na ktoré sa nanasali
rovnaké vzorky.
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Obr. 1. Chromatogram 12. Rozpustadlova zmes kysla, papier Whatman 1,
nepremyvany, doba vyvijania 7 hod. Vzorky I, § = F-1,6-dP a znedisteny G-6-P;
2 = G-1-P + F-1,6-dP + znedisteny G-6-P; 3 = F-1,6-dP; 4, 7, 9 = G-1-P + F-1,6-dP;

5,6 = G-1-P.
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Obr. 2. Chromatogram 2. RozpusStadlové zmes zdsaditéd, papier Whatman 1, premyvany
N-HCI, doba vyvijania 17 hod. Vzorky 4—10 ako pri obr. 1.
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Nandsanie vzoriek

NajvhodnejSie je nanaSat vzorku o 0,1 M koncentricii a v mnoZstve 3 ul, pricom
priemer $kvrny mé byt 0,8 cm. Vzdialenost medzi jednotlivymi vzorkami bola 3 cm.
Obr. 3 ukazuje, ako z4visi zdarilost chromatogramu od koncentricie nanésanej latky.
Pri vzorkach o vysokej koncentricii vznikajt aj na premytom papieri Smuhy a Skvrny
na Starte.

Obr. 3. Chromatogram 1. Rozpustadlova
zmes zasaditd, papier Whatman 1, premy-
. vany N-HC], doba vyvijania 24 hod. Vzorky
(ehk 1, 2 =F-1,6-dP; 3 = F-1,6-dP + G-1-P o
g vysokej koncentracii (nasyteny roztok);

. 4 = F-1,6-dP + G-1-P o niZSej koncent-
7 2 {0 3 4 racii. VSetky vzorky sa nanésSali Styri razy.

Rozpustadlové sustavy

V sklenych zabrtsenych trubiciach bola presktSand viéSina z 22 v literatdre opisa-
nych rozpustadlovych sustav. NajvyhodnejSou sa ukézala kysld ststava metanol :
: HCOOH : voda = 80 : 15 : 5 a zasaditd ststava metanol : NH,OH (Sp. v. 0,9015) :
: voda = 60 : 10 : 30. Celo kyslého rozputstadla dosiahlo vzdialenost 35 cm pri vzostup-
nej technike na papieri Whatman 1 za 7 hod. V chromatografickych trubiciach urazilo éelo

Obr. 4. Chromatogram 3. Rozpustadlové zmes zésadité, papier Whatman 1, premyvany

~-HCI, doba vyvijania 17 hod. Vzorky 1, 2, 3,7, 8, 9 = G-1-P 4 F-1,6-dP; 1,3, 7,9 =

= nanéSané vo velkych koncentrciach, F-1,6-dP bol znedisteny F-6-P (stredné $kvrna
vo vzorkach 2, 8, 9). Vo vzorkéch 4, §, 6 = nepredisteny F-1,6-dP.
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kyslého rozpustadla dréhu 30 em za 11, hod., kym é&elo zdsaditého rozpustadla tu istt
dréhu za 2 hod. Pri kruhovej chromatografii sa vzdialenost 7 cm dosiahla za 3 hod.,
pri kyslom rozpustadle za 125 hod.

Techniky s rozliénym smerom tokw pohyblivej fdzy

Vo velkych chromatografickych skriniach sa pouZivala vzostupné a zostupné technika.
Pri vzostupnej technike sa papier stolil do kottuéa tak, aby okraje k sebe nepriliehali
a Gelo postupovalo rovnomerne. Okraje papiera sa volne zoSivali. Kotud sa nitami
zavesil na tyéinku a jeho spodny okraj sa po nasyteni papiera v komore ponoril do Petriho
misky s rozpustadlom. V chromatografickych trubiciach sa pouZivala zostupné technika,
medzi dvoma Petriho miskami kruhové technika.

Nasycovanie papiera v komore, teplota pri vyvijant

Ak nie je komora a papier dobre nasyteny parami rozpustadla, hromadia sa FEC
pri &ele rozpustadla (pozri obr. 4). Z grafu 1 vidiet, Ze s predlZovanim nasycovania papiera
v komore sa zniZuju Rp hodnoty. Preto sme pri vzostupnej metéde nechali skriteny
a zoSity chromatograficky papier visiet nad Petriho miskou s rozpustadlom. Po 12—16
hod. sme ty8inku, na ktorej bol kotué papiera zaveseny, znizili tak, aby sa papier spod-
nym okrajom ponoril do rozpustadla v Petriho miske. Pri zostupnej metéde sme papier
zavesili do Zliabku. Po nasyteni papiera (12—16 hod.) sme po otvoreni veka chromato-
grafickej komory opatrne naliali do Zliabku 100 ml rozpustadla. NajlepSie sa vSak osved-
éilo po nasyteni papiera pripustat rozpustadlo do Zliabku otvorom vo veku chromato-
grafickej komory.
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— glukopyranéza 1-fosfat
050y —="Z 661002 Kk ® — — —anorganicky fosforednan
HOD. NASYCOVANIA  ——— fruktofurandza-1,6-difosfat

Nasytenie papiera urychluje aj postup ¢ela rozpustadla. Chromatogram 15 bol nasyco-
vany 12 hod., éelo kyslého rozpustadla dosiahlo vzdialenost 360 mm za 7 hod., chromato-
gram, ktory sa nasycoval 36 hod., urazil vzdialenost 400 mm za 515 hod.

Pri vyvijani sa dodrZiavala teplota 21—23 °C.

Detekcia

Hoci sa vyskusali najrozliénejsie spésoby detekcie — aj s alkalickou ¢érevnou fosfata-
zou pripravenou podla Schmidta a Thannhausera [17], Domana a Kagana [2],
najdastejSie sa postupovalo takto: VysuSeny chromatogram sa postriekal roztokom na-
sledujticeho zloZenia (v mnozstve 2 ml na 100 cm?): 5 ml 60 % kyseliny chloristej
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+ 10 ml ~-HCl -+ 25 ml 4 9% roztoku molybdénanu aménneho sa doplni vodou do
100 ml.

Potom sa papier vysuSil pri teplote miestnosti a 15 minit sa ozaroval UV-svetlom
bez pouZitia filtra. Organické fosforeénany sa objavili ako modré Skvrny, kym anorga-
nické ako Zlté Skvrny.

Bielente chromatogramu

Po éase chromatogram zmodrie, preto sa musi podklad vybielit. Chromatogramy sme
bielili roztokom kyseliny askorbovej [18], redukujucim roztokom podla Charalam-
pousa [3] i metédou Bandurského a Axelroda [5]. NajlepSie sa vSak osvedéil
tento postup: Do Petriho misky sa nalial koncentrovany NH,OH. Asi tyZden stary
chromatogram sa poloZil na Petriho misku a ponechal sa tak dlho, pokial sa podklad
nevybielil. Tak sa postupovalo z miesta na miesto cez cely papier.

Vyhodnocovanie chromatogramov

V tab. 1 stt uvedené Ry a Pg hodnoty FEC, dosiahnuté zostupnou technikou v zasadi-
tej rozpustadlovej sustave.

Tabulka 1

Hodnoty Ry a Pg anorganického fosforeénanu, ako aj nie-
ktorych FEC, dosiahnuté zostupnou technikou v rozpustadle
metanol : NH,OH (Sp. v. = 0,9015) : voda = 60 : 10 : 30

RF Px

Anorganicky fosfore¢nan 0,56 100

Fruktofurandza-1,6-difosfat 0,52 92

Glukopyranéza-1-fosfat 0,65 120

i Fruktofurandza-6-fosfat 0,62 117
l i

Treba zdoraznit, Ze aj ked pri vyvoji metodiky (zdokonalovanie nasycovania papiera,
premyvanie papiera atd.) sa Rp hodnoty znaéne menili, hodnoty Px zostévali v podstate
rovnaké. '

p vzdialenost §kvrny od Startu X 100
R =

vzdialenost anorganického fosfore¢nanu od Startu

Preto je vyhodné pri papierovej chromatografii FEC pouZivat na vyhodnocovanie
hodnoty Pg, kedZe lepsie charakterizuju jednotlivé FEC.

Sihrn

Preskiala sa vidésina metéd opisanych v literatire na oddelenie fosfored-
nych esterov cukrov na papieri a na ich identifikdciu. Z nich sme vybrali
a upravili najvyhodnejsiu metédu, ktora sa najlepsie osvedéila pre kontrolu
tistoty fosforednych esterov cukrov a na sledovanie Harden—Youngovho
efektu.
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N3VUEHNE XAPIEH—IOHI'OBOT'O SOOERTA (III)
BYMAKHASI XPOMATOI'PAOUST OOCOOPHBIX 9®HPOB CAXAPOB

HKAPOJI TOMAIIER

Hadenpa TexHmueckoii Minxpoduosnornu n 6moxuMuu Xumuueckoro daxy/nrera CroBankoi
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BriBogn

Bruia ucciegoBasa Gosbluasi 4acTh METONOB, OIHMCAHHBIX B JIMTEPATYPC IS PA3[EsIeHMAs
PocdopHLIx 3¢uUpoB caxapoB Ha GyMmare W [Ia ux HAeHTH(MKaiuu. 113 HEx Obur BHIGpaH
HaWBHIFOJHEH LM METO)(, KOTOPKIL GoJIble BCEro TOfM/ICS IS KOHTPOIA HCTOTH ocdop-
HeIX 9QupoB caxapoB M is usyuends XappeE—IOHroBoro ajfexra.
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STUDIUM DES HARDEN—YOUNG-EFFEKTS (III)
PAPIERCHROMATOGRAPHIE VON PHOSPHORSAUREESTERN
VON ZUCKER

KAROL TOMASEK

Lehrstuhl fir technische Mikrobiologie und Biochemie der Chemischen Fakultit an der
Slowakischen Technischen Hochschule in Bratislava

Zusammenfassung

Der Autor uberprifte die Mehrzahl der in der Literatur beschriebenen Methoden fur
die Trennung von Phosphorséureestern von Zucker mittels der Papierchromatographie
und fiir ihre Identifizierung. Aus diesen Methoden wurde die vorteilhafteste ausgewahlt
und modifiziert, d. h. jene, die sich am besten fiir die Reinheitskontrolle von Phosphor-
sdureestern von Zucker und fiir die Beobachtung des Harden—Young-Effekts bewihrt hat.

In die Redaktion eingelangt den 18. 7. 1956
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