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Актуальність пробо»ми.
В останні роки в усьому світі виникла проблема отримання цукру 

та інвих цукристих сполук в достатній кількості,к> ввдовольняють 

потреби населення та харчової промисловості. З іноого боку пробле­
ма захворювання людей цукровим діабетом та надмірною вагою вимагає 

аукати джерела нових низькокалорійних підсолоджуючих речовин. 

Шдоолоджукмі речовини, по становлять інтерео в практичної точки 

вору, можно розділити на природні та синтетичні
До природних речовин відносяться моно- та олігосахариди,продукти 

гідроліву крохмалю, а також цукрові спирти та підсолоджуючі речо­

вини. «> не відносяться до сахаридів. До другої групи можна віднести 

солодкі сполуки отримані хімічним шляхом .такі як сахарин, дуль­

цин, цикламат. сорбіт, ксиліт, аспартам та інші. Всі ці речовини 
яироко застосовуються в харчовій промисловості для виробництва 

консервів, кондитерських виробів, напоїв, моровива, а також в ме­

дицині та косметичній промисловості.

Після визначення структури деяких природиїх підсолоджуючих речо­

вин. вдалось розробити методи отримання даних речовин синтетичним 

шляхом, виключаючи виділення їв природної сировини. Одним 18 дже­

рел низькокалорійних .цукрозамінників являється рослина Stevia 

rebaudlana Bertonl родини Asteraoeae , батьківщиною якої являється 

Парагвай. Рослини стеви містять в собі низькокалорійні дитерпе- 

нові глікозиди в високім ступенем солодості, але мають гіркуватий 

присмак.
Актуальність проблем полягає також в тому,що на Україні стевія 

інтродукуеться Інститутом цукрових буряків УААН в 1085 р. Застосу­

вання методу культури тканин дало можливість швидко розмножити 

придбані одиночні екземпляри рослини до промислових масштабів 

плантації. Розпочата селекційна робота, розробляється технологія 

і і промислової переробки, проведені токсикологічні дослідження та 

е дозвіл МОв для використання продуктів на основі стевн в хар­

човій промисловості.

Мета та завдання досліджень.
Метою даної роботи було проведення реакції траногліковилювання 

ва допомогою різноманітних ферментативних систем, основного дитер- 

пійбіего глікозиду стевюзиду для отримання нових продуктів транс- 

глікозилювання, що мають кращі смакові властивості та 1-6 гліко-
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видний вв' явок.

Дія досягнення ими роботи послідовно вирішувались декілька вав 
дань:

1. Виділення Та розділення дитерпенових глікозидів отевіовида. ре- 
баудіовидів А. 0. Д. та Е, а також дульковида А їв рослини Stevia 

rebaudіana Bertonl.

2. Визначення умов трансгліковилювання ва допомогою різноманітних 

ферментативних систем.

а Виділення та накопичення продуктів трансгліковилювання ва допо­
могою високоефективної рідинної хроматографії. '* •

4. Визначення структури продуктів трансглі ковилювання стевювиду.

5.Тестування смакових якостей синтевованих продуктів трансглі коеи- 
лшання.

Наукова новизна та практична цінність роботи.

В результат і виконаної роботи був досліджений цілий рад фермен­

тативних систем мікробіологічного походження. За їх допомогою син­

тезовані нові сполуки, що мають рівні оманові властивості. Деякі 

їв отриманих продуктів мають високий ступінь солоності та гарні 

смакові якості . Виділення та накопичення продуктів трано- 
гліковилювання надало можливість вивчити будову та визначити 

структуру синтевованих речовин. Впер» були отримані продукти 

трансгліковилювання отевіовиду.до мають в своєму окладі 1-е гліко­
зидні вв'явки. Отримані дані позводили вивчити залеаиість ступеню 

солодості та омаковк якостей від структурного ровшцнт* молекул 
ГЛВК08И та кількості трансглікоаильоваяих иожекух Отримання про­

дуктів трансгліковилювання при економічно вигідна умовах довво- 

лить використовувати дані речовіии в харчовій промисловості для 

вживання хвортм.до страждають цукровим діабетом, а також дозволить 
значно скоротити вживання цукру, як основної солодкої речовини. Щ

Структура та обсяг роботи.

Дисертація викладена на 101 сторінці иашшопяеного тексту та 

складається їв вступу, огляду літератури, ексверииентальиоі части­

ни та обговорення рввультатів, заключения та вионовків. Робота 

ілюстрована 36 малюнками та 2 таблицями. Список цитованої літера-
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type містить 84 дшрела.

Апробація робота.

Матеріалі юсертаці і представлені на в' івді Яюноького фармацев­

тичного товариства. Саппоро ( 1090 ), наукових семінарах Хіро 

омського університету та методичнії Ражі Інституту цукрових бу 

років УААЕ

Публікації.

8а матеріалами дисертації опубліковано 2 етапі.

Матеріалі та методи дослідяевня.

Стевіовид був виділення їв сухих летків Stevie rebaudiana 

B»rtoni ва метолом a  Tanaka et.al. Лютки стевії булі надані 

tferuzen Kasel Cb.. Ltd. ( Японія ).
Траасглікоейотяння проводили такт чином :

Ровчин, щз МІСТИВ СТЄВІ08ИХ ( Іг ), донор ( 1г мвльтоаи або пуллу- 

лана ) та фермент ( 2000 од. активності кожної в глікоаидав. щ> 
вироблшгьсн на комерціЯнів основі ), в 50 мі ацетатного буферу 

(pH 5,45 або б.Об Мнкубувади при 37°0 або 50е 0 на протяв і 32 го­

дин. Реакційна сумі* аналізувалась ва допомогою ВЕРХ пісхя обробки 

ва допомогою іонообмінної смолі Dialon HP-20 ( Mitsubishi Kasel 

Go.. Ltd.). Эравки брали черев 1. 2. 4. 8. їв та 32 години. Умови 

для проведення ВЕРХ : колонка Tosoh TSK- eel ODS- 120Т (4,6 ні х 

25 см); температура колонки 60*0 ; реагент для ровділення - 60 Z 

метанол. Втдкість протікання 1 ма / хв . детектор УФ- 210 нм.
Тонкооарова хроматографія ( ТШХ ) проводилась на пластинах 

Kiesel gel 60 TLC plAe фірмі Mark Co., Ltd. ( ФРГ ). Високоефек­

тивна рідинна хроматографія ВЕРХ проводилась ва допомогою хрома­

тографа Tosoh ССРМ та реєструвалась ультрафіолетовім детектором 

Tosoh UY-8 ( 210 нм ) фірмі Tosoh ( Японія ) Ровділення гліковидів 

проводили на нворотньофавових колонках YVC D 00S-5 ( 4,бш х 15 

см для аналіву )та Tosoh TSK- всеї OOS- 120 Т ( 21,5 m i х X  см для

препаративного ровділення ) фірми Tosoh ( Японія ).1Н- ЯМР та

*%-'Я1Р Проводили На ЯМР-спектрометрі JEOL JNM ОХ-400 . При 400

мегагерц для протон 1Н ЯМР и при 100 мегагерц для вуглець 13С~ЯМР. 

Зразки розчиняли в піридині CgDgN. FAB- MS та El- М5 мас-спект-
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glo gl03__lg i0

Стевіол Н H

Ребаудіовид А glo glo^-iglo

Чю
Ребаудіоеид 0 glo glo|^-^rham

-Дульковид В '*glc

Ребаудіовид D glc2-_lglo glc|x_^glo

'vlglo

Ребаудіовид Е glc3__lgi0 gl03 ._lg i0

Дульковид А glc glo^--^rham

glc - D-глікопірановил rham - L-рашюпірановил

Мал. l. Структурне розміщення молекул глюкови та рамнози в

дитерпенових гліковидах, виділених їв Stevla rebaudiatia 

Bertonl.
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ри в апис увались sa допомого* JEOL JM5 SX- 102 мас-спектрс метру. 

Оптична ротація проводилась на автоматичному поляриметрі UNION 

РМ-101. Зразки розчинялись в етанолі.

Виділення та розділення дитерпенових глікозидів .

Э листків Stevifc rebaudiana Berton1 родини Asteraoeae були 

виділені солодкі дитерпенові глікозиди, так звані стевіозид, реба- 

уд108иди А, С, D, Е, а також дульковид А . Однотипний аглікон цих 
глікозидів стевіол. Процентний вміст та співвідновення стевіозиду 

і ребаудіовидїв А, С, D, Е та дульковйду А , варіює в залежності 

від селекційного матеріалу листків стевіі (мал. 1).

Визначення умов трансглікозилювання .

Ідея траногліковилшання полягає в тому, е р  ва допомогою спе­

цифічних ензимів dr глікозидав. які являються еквокарбогідравами, 
вільні молекули глюкози переносяться на основу дитерпенового 

глікозида. В залежності від розміщення зв'язків між молекулами 

стевіолу та глюкози, а також кількості глюкови, т приєднується до 

основи, сильно варіюють ступінь солодооті та якість смакового тес­

тування .

В зв'язку а цим для подальші роботи використовували чистий 
стевіозид у вигляді акцептора молекул вільної глюкози . як донор 

вільних молекул глюкови виступали мальтова або пуллулан. Пуллулан 

являє собою лінійний водоровчинний полісахарид, ао складається 18 
мальтотриоз та мальтотетраоз, що пов'язані між собою 1-6 глікозид­

ним зв’язком . Компанія Магиzen Kasei Co., Ltd. надала для 

досліджень десять рівних трансфераз. До класу трансфераз належать 

ферменти, в» каталізують перенос цілих атомних угруповань від 

однієї сполуки до іншої. Аналогічним чином в молекулах полісаха­

ридів може відбуватися процес ферментативного переглікозилювання,̂ 

тобто заміщення залишку одного моносахариду на другий. При трано- 

'глікозилюванні необхідно було визначити оптимальне співвідношення 

донора та акцептора, температуру та час інкубації, pH середовища 

ікубування та кількість ферменту, достатню для проведення реакції. 

Середовище інкубування містило ацетатний буфер із слабо кислым pH, 
який був здатний пдролівувати вільні глікозидні зв’ягки , зали-
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Ыал. 2. Хроматограиа продуктів трансгліковилювання 

отриманих ва допомогою ферменту пуллуланави 

БЕРХ умови : колонка YVC-pack 0DS-AM-302 

Елюент : 50Х метанол 

Швидкість струму : 0,8 мл / хв.

Температура колонки : 60°0

,іг
«



1Ы .& Цзомадограма продукти треноги ковішлання 
іирмимпя аа юпоуогоо ферменту Biozyi» L

ВЕРХ умови такі самі кк ва шх 2

- і -
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■ИМИ В ЦІЛІСНОСТІ ядро СтеВ108йду . Спочатку були проведені екс­

перименти в серією ензимів, виробництва Biozyme laboratori Hatted 
( Англії), Ці ферменти мають навви : Biozyme А, С, М, L 1 були 

виділені в Aspergillus sp. Вві вони являегьсіД-аміл&зами . При 
проведенні експерименту теадервтура інкубації вмішоаал&оь від 40 

до 66° С, pH середовииа від 4,6 до б,б , кількість енвима від 20 
од. активності до 2000 од. активності, час інкубації від 30 хвилин 

до 32 годин . Використання Biozyme А, С та М не принесло позитивних 

результатів. Черев 12 годин відбувалося ровцэплеиня мальтови на 

вільну глвкоау, але продуктів трансгліковклювання зафіксовано не 

було.

Blozyne L отримано шляхом очищення jS-амілави 18 Aspergillus sp. 

Ровчин, ар складався в стевювиду ( 1г ), енвиму Biozyme L та 

мальтови в ацетатному буфері ( pH 5,45 ), інкубували при тешіера- 

турі 50 0. Оптимальний час для інкубації 24 години. Потім реакцію 

зупиняли нагріванням до 100 С на протяві 15 хвилин. Сум і и 

деіонізували та очищали від ферменту, моносахаридів та інших 

домівок шляхом хроматографії на колонці с виоокопоривтою синтетич­

ною смолою Оіаюп HP- 20 (Mitsubishi Kasel Co., Ltd .) Метанольна 
фракція досліджувалась ва допомогою ВЕРХ. Було зареєстровано три 

піки їм , 2м и Зм (мал. З ).
Наступні два ферменти являли собою о̂-гліко&идави, виділені їв 

дріжджів Бакера ( тип 1 ) та дріжджів ( тип 2 ), виробництва 

Boehringer Mannheim Blochemica ( *РН ). фи проведенні експеримен­

ту в даними ферментами проводил зміни температури в і д  40 до 55 С; 

pH середовча в і д  5 до 7.15 ; к і л ь к і с т ь  ферменту від 60 до 2000 
од. активності ; час інкубації від ЗО хвилин до 32 годин. Продукти 

трансглікозиливання зафіксовані не були .

Цв два ен8ими Ftntzym и Cereflo являє собою̂З-гшканави, вироб­

ництва Novo Enzymes Foundation ( Данія ). Вони застосовуються в 

харчовий промисловості. Фермент Ftnizym виділений 18 Aspergillus 

nlger , a Cereflo їв Bacillus subtilis . Дані єнвими досліджува­

лись в тих же режимах, ир і попередні ферменти . Ас донор 
ГЛХК08И використовували мальтозу. Finizym розщеплював мальтозу че­

рев ЗО хвилин після початку інкубації Cereflo не роэшэплював 

мальтову на протяві 32 годин . Продуктів трансгліковилювання вияв­

лено не було .
Фермент пуллуланава, виділений їв Klebsiella pneumonia, виробля-



- 9-

Mbjl 4. Хроматограма продуктів трансгліковилювання

отриманих ва допомогою ферментативної системи 

Transetlucosllase L - мальтова



Мал. б. Хроматограма продуктів трансгліковилювання

отриманих ва допомогою ферментативної системи
Transglucosllase L - пуллулан
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еться компанією Amano Pharnaaeautlcal Co., Ltd ( Японія ). 

Використання пуллуланави в реакційній оуміиі, хе донором глюкоеи 
виступала мальтова, не дало позитивних результатів. Пальтова ров 

щеплювалась на вільну глюкозу, але продуктів трансгліковилювання 
виявлено не було .

Тоді вирішено було як джерело вільної глюкоеи використати пул­

лулан . Реакційна оумів складалась в стевіовиду ( 1г ), пуллулану 

(2.5г ), ацетатного буферу в pH 6.06 води ( бОмл ), а також ензиму 

пуллулан аз и ( 1600 од. активнооті ). Реакція при тетературі 60 С 

проходила ва 06 годин. Черев Об годин реакцію трансгліковилювання 

зупиняли нагріванням до 100°С на протязі 15 хв. Суміш наносили 

на колонку з іонообмінною смолою Diaion HP- 20 . уетанольну 

фракцію досліджували за допомогою В8РХ. колонка TSK-gel 0DS-12O Т, 
швидкість течи 1500 мкл/ хв. Було одержано б піків нових вравків? 

в яких номера 4Р ( Збмг ), 5Р ( 24мг ). та 6Р ( ібмг ) являють со­

бою комерційний інтерес для подальша досліджень ( мал. 2) . Ос­

таннім ферментом що вивчався, був Transgluoosllase L , виділений в 
Aspergillus genus виробництва Amano Pharmaceautical Co., Ltd. 

(Язонія). Реакційна суміш,що складається в стевіовиду ( 1г), маль­

този ( 20г У. ацетатного буферу ( pH 5.45). води ( ІООмл ) та 

ферменту Transgluoosllase L ( 300000 од. активності ). інкубува- 

лась на протяві б годин при температурі 50° 0 . Потім продукти 
трансгліковилювання виділяли ва допомогою іонообмінної колонки 

Diaion HP- 20 . Метанольна фракція випаровувалась на ротаційному 
виларювачі.Осад досліджувався ва допомогою ВЕРХ, колонка TSK- -gel 

006-120 Т . швидкість течи 1600 ии / хв. В результаті досліджень 
було одержано б піків продуктів трансгліковилювання . Вихід даних 

іфодуктів складав до ЗО X від початкового стевіовиду. Особливий 
інтерес являють речовини 4NL ( 262,3 мг ) та 5NL ( 57,1 мг ) 

(мал. 4 ) .
Вули проведені експерименти 8 даним ферментом, в присутності до­

нора глюкоеи - пуллулана . Реакційна суміш, складалась в стеві­

овиду С 2г ), пуллулану < 20г ), ацетатного буферу ( pH 5,45 ), 
ВОДИ ( 200мл ), фермента Transgluoosllase L ( 300000 Од. актив*

* кості ) при температурі 50*0, інкубувалась на протяві 24 годин . 

Потім продукти трансгліковилювання очищались 8а допомогою іоно­

обмінної смоли Dmipn НР-20; Метанольна фракція випаровувалась ва 
допомогою ротаційного випарювана. Осад вивчався ва допомогою ВЕРХ .



В результаті досліджень були отримані два нових продукта трано- 

гліковилгвання 1L ( гімг ) та 2L ( Ібмг) ( мах 6 ).

Визначення структури продуктів трансгліковалювання стевіоеяду .

Дія вивчення структури продуктів траисглікоаилювання використо­

вували спектрометрію ядерного магнітного резонансу ( ЯМР ). Метод 
ЯМР вивчає поглинання електромагнітної радіації речовиною,яка вна- 

ходиться в дум» сильному однорідному магнітно»? полі. Спектрометрія

і;ротон *Н - ЯМР хоча і являється одним 8 найбільш росповсвджеиих 
методів для вивначення структури речовини, все ж дає відомості 

т іл ь к и  про положення в молекулі атомів водню І̂ааом в тим для 

структурного аналізу більше значення має вуглецевий скелет , 

безпосередня інформація про який може бути отримана за допо­

могою спектроскопі і вуглець1 Використовуючи вуглець13С- ЯМР, 

можно визначити структуру аглікону, положення, конфігурацію глі- 

козильникчзв’ явків та структуру карбогідратноі частини глікозидів 

без будь яких втрат. Вимірювання.які проводились в денній роботі , 

отримані в середовищі,цо містить дейтеріевий піридін. Як еталон для 

вивчення хімічних зсувів, використовували тетраметілсилан. Вуглець

13СЯМР має три сигнали аномерних вуглеці в при і- 95,2 ; S - 96,9 
та £ - 106,1 . Два перяих сигнали характеризують аномерні вуг­

леці стевюла 19-0- та 13-0-^-глікозиди відповідно. Останній 

сигнал біля S -106 , характеризує -гліковил аномерний вуглець 

гліковидів . При вивченні продуктів трансгліковилюваиня стевюви- 

ду, отриманих в результаті обробки ферментом пуллуланава ,в при­

сутності донора глюкози - полісахариду пуллулана . перші три 

компоненти IP , 2Р та ЗР виявились мінорними . Збільшення ви­

ходу даних речовин не %ю  успішним . Тому зацікавленість 

для подальших досліджень яЬляли речовини 4Р , 5Р та 6Р , які

мали набагато більший процент виходу.Вивчаючи протон1 Н-ЯМР и вуг-
1 'З

лець 1°С- ЯМР спектри, було виявлено , шр речовини 4Р, 5Р та 6Р 

відповідно, являють собою 13-0 (JS-мальтотриозил ( 1-2 )-^-D гліко­

зид )- 19-O-Ji D-глікозил-стевіол. 13- <Mj 9 -мальтозил ( 1 2 ) -  

До-глікозил )-19-0-.)8-0-глікозил -стевіол та 13-О^І софорозил19 0^5 

кильтотриозил-стевіол (мал. 6 ). Ці продукти були виє от­

римані раніше шляхом транс-вС-1 4-глікозилювання іа реакційної
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суши , «о містить став 108ид та циклодекетринтрансфераеу. Як 

донор вільної глюкови в даній системі виступав крохмаль. Серед 
великої к і л ь к о с т і  продуктів даного̂1-4-трансглікоеилювання. речо­

вини 4Р та 5Р являться не т і л ь к и  наибільп солодкими, але і во­
лодіть найкращими смаковими якостями. Якщо ступінь солодості 
стевіовиду порівняно в сахаровою. більш в 160 разів , то речови­

на 4Р солодве сахароеи в 180 pasів, компонент 6Р в 206 pastв. Ком­

понент 6Р має гірші смакові властивості , але ступінь соло 
д о с т і  тільки в 133 рави більве сахароеи .
Пуллуланава являється ферментом,який гидролізуеаб-і-б-гліковидні 

вв'явки в пуллулані, в ревультаті чого утворюються мальтотриови та 

мальтотетраоеи . В промисловості пуллуланава використовується для 

перетворення крохмалю та виробництва глюкови і мальтови в промис­

лових масштабах . Специфічне трансгліковилювання цукрів на 4-у по- 

8ИЦ1Ю глюкозної еубодиниці, в ревультаті проведених досліджень, 

дозволяє судити про наявність нових функцій даного енвиму,або явля 

еться причиною забруднення промислового вразка . Заслуговує уваги 

те , цо траноглікозилювання стевіовиду ва допомогою циклодекотрин- 

трансфераза-крохмалю системи, продукує цілу серію моно-, ди-, три- 
і більав гліковильованих продуктів. В той ме час пуллуланава-пул- 

лулан система продукує, в цілому, три речовини 4Р. 6Р та 6Р, хоча 

в и х ід  даних.продуктів значно нижче, н іж  циклодекстринтрансфера- 

ва-крохмаль системі.

Я̂ЫР спектр речовини їм показав чотири аномерних протоних сиг­

нали приіб,90 (1Н, 10-COO-^-Glo ). &б,2б ( 1Н.j3Glo ), &6.12 (1Н,

^аіо), Еб.ЗЗ (lH.dt.Qlc ). Вуглець13с-ЯМР спектр покавав чотири ано­

мерних вуглецевих сигналя приЕдб.б (ie-000-JJ-eio ), &Q7.9 (із-о-
>81о ) ,Ьі0б,7 <£01с ) та Si00,4 (<01о). Дані і 13С- ШР
спектрів показують, по речовина їм повинна являти собою моно- 

-гликоеильований продукт стевіовиду (махб) Для визначення струк­

тури речовини, одного методу ЯКР виявилося недостатньо. Тому для 
подальша досліджень застосовували метод мас-спектрометри, який 

широко застосовується для ідентифікації та визначення структури 
природних сполук. Негативний FAB- мас-спектр високого роерішення , 

речовини їм ВИВІВ молекулярну формулу С44 HjiQ Ogg ( мах 7 ).

За допомогою реакції вибіркового ровриву ефір-глікозильних 
зв'язків,був отрицаний стевюлбіозид ( іЗ-O-Jrсофороеил-отевіол ).
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Мал. 7. Мес-спектр продукту трансгдікоаижвмшя їм
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Це дає підставу стверджувати. що розміщенняоС-гліковидноі субоди- 

ниці знаходиться на 19-COO-j8-глюкозі. Авалів метилювання-адатилю- 

вання показав наявність основної глюкови їв вв'явком на 2-ій по­

зиції та глюкови їв вв'явком в 6-ій позиції . Це підтвердне, ЯР 
глюкоза прікріплена до 6-ої позиції 19-(ХХ>/8-глюко8и . Ці ре­

зультати підтвердили раніше отримані дані вуглець13С-Як1Р: по сигна­
лу 6-го вуглеці, де при глікозилпванні відбувся зсув $67,8, 
порівняно 8 $>62,6. Кінцева, речовину їм можна сформулювати, як 

ІЗ-О-̂-софоровил- 19-0- ізомальтозил-стевіол. Для речовини 2м нега­

тивний , високого рсюріпення FAB- мас-спектр, вивначив молекуляр­

ну формулу С44 Ндз Ogg . Протон 1Н-ЯМР спектр речовини 2м вивна­

чив чотири аномерних протонних сигнали Ьб,СГ7 (1Н, 19-COO-j5-Glc ),< 

8б,22 (ін.̂аіо ), 56.20 (lH.^Qlo ), бБ,48 ( 1Н, o(Glc ). Вуглець

13С ЯИР спектр вивначив чотири вуглецевих аномерних сигнали $95,8 

( 19-000-jB- Qlc ), 897,4 (13-0-Д-аіо ), 5і06,б (fcQlc ) та6100,4 
(оСзіс ) Це показує,цэ речовина 2м повинна бути моно-̂-глікозиль- 

ованим продуктом стевіовиду.В результаті реакції вибіркового роз­

риву ефір-гліковильних зв'язків речовини 2м,був отриманий проаглі-

нон 2мА . фотон *Н~ЯМР спектр речовини 2мА показав три аномерних 

сигнали при S6.20 (lH.^Qlc ), 56,24 (lH.^Qlo), S5,62 (ІНДвіо ).

Вуглець 130-ЯМР спектр речовини 2мА виявив три аномерних вуглеце­

вих сигнали при 9̂7,б(13-О -̂01с),Sl06,5 {J-Qlc ).SlOO,4 fc(01o ). 

Це показує, up речовина 2мА повинна бути моно-̂-глікозильованиМ 

продуктом стевіолбіовиду. Лані ЕІ-М5 мас-спектру ацетата речовини 

2мА, показали піки іонів при m / 2 331 , 619 и 907 . Це докавуе, 

по цукровий ланцюг на 13-ій позиції являється прямою перацетильо- 

ваною глікотриозил оубодинипею . Розміщення о(,-ГЛ1К08ИЛЬНОІ субо- 

диниці на 6-ій позиції основноt$ гликозильноі субодиниці було 

визначено 8а допомогою аналізу метилювання- ацетилювання ‘ речовини 

2мА. Цей аналіз показав наявність основної глюкози, глюкови, 

пов’язаної в 2-ому полоненні та глюкови , пов’язаної в 6 - ому 

положенні . Це ровміщення було також підтверджено наявністю

вуглець 13С ЯМР сигналу . Гліковильований вуглець С-б викликав 

зсув з Ь 62,8 на $68,6. Виходячи 18 отриманих даних , можна 

сформулювати, шо речовина 2м це 13-0- (j3 -1зомальтозил ( 1-2 ) 

j?-D-глікозил )-19-0-^ о-гл(ко8ил-стевюл . а речовина 2мА це 13
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-0-{£- 180МаЛЬТ08ИЛ (1-г )-^-D^rilK08iU )-CT6BtOJL Негативний, ВИ­
СОКОГО розріпення FAB-MS мас-спектр речовини Зм . вивів формулу 
с44 HpQ Og3 (U-H ). Визначення структури речовини Зм проводилось

ва допомогою таких самих методів, цо і попередні речовини, фотон

1Н-ЯМР спектр речовини Зм виявив чотири аномерних протонных сиг­
нали при 56.09 (1Н. 19-OOChfi -Qlo ), $5,20 (lH.^Qlc ), $5,09 (1Н.

JlGlc ), S6.91 (1Н,о(01о ). Вуглець 13C -ЯЫР спектр виявив чотири 
аномерних вуглецевих сигнали при S95.8 (19-000-jJGlc ) $97,9 (13-0- 
fiQlo ). Sioe.3 (fiQlo) та Sl01,8 (»(.61с )цр доводять,ир речовина Зм 
повинна бути моно - гліковильованим продуктом стевіоаиду . В ре­
зультаті проведення реакції вибіркового розриву ефір-гліковильних

8В’ явків.був отриманий проаглікон ЗмА. Протон1 Н-ЯМР спектр речовини 
£імА показав наявність трьох аномерних протонних сигналів при£ 5,20

(1Н.£в1с ). % б.Ю (1Н,$01с ),5 6,98 (ІНІВІо ). Вуглець 13С-ЯМР 

спектр виявив три аномерних вуглецевих сигнали при $98,0 (13-0- 

jlGlo ), $106,3 (JIGlo ) та Sl01,7 (оСШо ). Ці Дані показують, що 

речовина ЗмА являється моно-глікоаильованим продуктом стевіолбю- 
8йду . EI-MS мас-спектр ацетильованої речовини ЗмА , показав 

піки іонів при m / z 331, 619 та 907. Ці результати дозволяють ска­

зати, пр цукровий ланцюг на 13-ій поаиції являється перацетильова- 

НОЮ прямолінійною ГЛ1К0ТРИ08ИЛ субодиницею . Р03М1ЩЭННЯ аСгГЛІКО- 

зильної субодиниці було визначено за допомогою реакції метилюва- 

иня - ацетилювання, яка показала наявність основної глюкози , 
глюкози, пов'язаної в 2-ій повицп та глюкози , пов’язаної в 3-ій 

повии . Де було також підтверджено наявністю зсуву сигналів

13С-ЯМР 8 578,4 на 8̂4,8,щр говорить про зв’язок в 3-ій вуглецевій 
субодиниці. Грунтуючись на отриманих даних, компонент ЗмА можна 

вивначити як 13-0- (/3-нигеровил ( 1-2 )-£ -D-гліковил )-стевюл , 

а речовину Зм як 13-0-(j*-нигерозил ( 1-2 )-̂-0-глікозил )-19-0^/&- 

-D-глікоеил-стевюл .

При дослідженні продуктів трансгліковилювання стевіовиду, отри­

маних ва допомогою Transglucosllase L-мальтоза системи, 18 шести 
компонентів чотири виявились мінорними . Збільшення виходу речо­

вин 1NL , 2NL , 3NL та 6NL не увінчалися успіхом . Тому інтерес 

для подальших досліджень являли собою речовини 4NL та 5NL . які 

мали до ЗОХ виходу від первісного стевіовиду. При подальшому вив­

ченні спектрів ЯЫР , було виявлено, щр вразок 4NI. являє собою

л н б 1 » Г в Г с т 5 5 « ^  !
аН У країв» і
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Нал 8. структурне розіевення молекул глюкози в
дитерпенових глікозидах, отриманих в результаті 
проведення реакт 1 трансглікозилювання



- ів ч

суші речовин. Використовуючи колонку TSK-gel 00S-120T, вдалось 

виділити два коїшоненти 4NLa и 4NLb .

Вивчаючи протон 1Н-ШР та вуглець 13С-ЯМР . негативний FAB-US 

мас-спектри, дані тонкошарової та високоефективної рідинної хрома­
тографії! , було визначено , що вравки 4NLa , 4NLb та 5NL являють 

собою 13-О-софоровил - ів-О-івомальтовил-стевюл, 13-0-(£ 

-ГЄНТ106І08ИЛ (1-2) -̂ J-D-ГЛІКОЗИЛ )-1в-О̂В-І)-ГЛ1К08ИЛ- стевіол та 

13-а-(̂-і8омадьто8ил С 1-2 )-£ -D-гліковил )-і0-О-_£-і)-гліко- 
зил-стевіол. ці продукти трансглі ковалювання були отримані ранів 

при використанні пуллулан-пуллуланава системи. Кожна стверджувати, 
що речовини 4KLa та 5NL аналогічні вравкам їм , та 2м відповідно.

При вивченні продуктів трансгліковиловаяня стевіовиду, отри­

маних 8а допомогою Transglucosilase L - пуллулан системи . зравок 
.jlL виявився суміш двух речовин lLa та lLb . На основі спектрів

протон 1В*Я0> и вуглець 13С-ШР , мас -спектрів , даних ТШХ та 

ВЕРХ можна стверджувати , що вравки lLa , lLb , 2L аналогічні ре­

човинам 4NLa, 4NLb та 5NL ВІДПОВІДНО (М & І. 8  ) .

а б. Вивначвння ступеню солодості та смакових якостей продуктів 
трансглі ковшвжанвя .

Інтенсивність солодості по відношенню до сахарови та смакові 
якості кожного їв отриманих продуктів трансглковилювання,

досліджував • комваїї Marusen Kasei Co., Ltd. Шість професіональ­

них дегустаторів о пробували б X водні рсвчини продуктів транв- 

гліковилювання та цоріанвшаля 8 б Z водним ровчином сахароз* . 

Речовина 4Р має в ід м ін н і  смакові якостями та ступінь соло­
дості, дорівняно 8 сахарозою більше в 180 равів. Речовина 5Р має 

в і д м і н н і  смакові якості та солодше оахарови в 206 равів. Речовина 

6Р має добрі смакові якості та солодше оахарови в 133 реви . Речо­

вина їм має відмінні смакові я к о с т і  та Ьолода» сахарови в по 

равів. Речовина 2м має кращі по зрівнянню 8 стевіовидом смакові 

властивості і солодше сахарови в 40 ревів. Речовина Зм має 

Рірші смаковіякостіта має гірькуватий присмак. Речовини 4Р. № 
та 6Р зарає використовуються харчовою промисловістю Японії.

Ступі№ с о л о д о с т і речовин їм та 2м менше, ніж СТ6В108ШДУ, а речо­
вина Зм ще ввагалі гіркий смак. Проте, 8 точа вору омаковю 
якостей, яка» добитися збільшення виходу речовини їм , то да речо-



вину можна рекомендувати для практичного використання в прокисло- ■ 

вих масштабах .
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ВИСНОВКИ

1. Ів листків рослини Stevla геbaudіana Вегtonі родини Asteraoeae 

( СКЛаДНОЦВІТІ ) 6УЛИ ВИДІЛеНІ ДИТерПеНОВІ ГЛ1К08ИДИ-СТЄВ108ИД, 

ребаудювиди А, С, D і Е, а також дульковид А .

2. Визначені умови трансгліковилювання ва допомогою ферментативних

систем : Biozyme L - мальтова , Pullulanas© - пуллулан, Trans*

Slucosllase L - мальтоза и Transglucosllase L - ̂іуллулан.

3.3a допомогою сучасних методів ВЕРХ вивначені’тмови та виділені 
продукти трансгліковилювання в достатній кількості для грунтовного 

їх дослідження .

4. Визначені структури продуктів траясглікозилювання ва допомогою

сучасних 1 методів Я̂МР ,13С-ЯНР . FAB-M5 , ЕІ-МЗ , гааорідинної

хроматографії - мас-спектрометрі і.

5. Вперше були отримані продукти трансгліковилювакня, які мають в 

своєму складі l-б глікозидні вв'явки. Це речовини їм , 2м , 4NLa, 

4NLb та 5NL .
6. Визначені ступінь солодості та смакові властивості синтезованих 

речовин. Речовини 4Р та 5Р мають відмінні смакові якості та мають 

ступінь солодості вище . ніж у стевювиду. Речовини їм та 2м мають 

високу ступінь солодості та смакові властивості кращі ніж у 

стевіовиду.
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