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Vynéléz sa tyka trojsodnej soli 4-[N-etyl- .

-N-fenylamino)-6-[4-metyl-2-sulfobenzén-1-
-az0-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-1-yl jami-
'n0]-1,3,5-triazin-2-yl-hydroxyetylcelulazy

a spsobu jej pripravy.

Stanovenie aktivity glukandz s endo-spd-

sochom ataku polymérnych -substrdtov sa v.

poslednych rokoch znatne zjednoduluje po-
uZivanim tzv. chromogénnych substrétov,

t. j. polysacharidov s kovalentne_naviaza-

nym farbivom. V pripade celuldz (endo-1,4-
-g-glukandz) . sa pouZiva niekolko typov
chromogénnych substratov. Firma Calbio-
chem vyrdba substrat, ktory predstavuje vo
vode nerozpustni, C¢iastoSne amorfand ce-
lulézu s Kkovalentne naviazanym modrym
farbivom. L. Kuniak a J. Zemek pripravili pre-
parat zaloZeny na béaze sodnej soli 2-[3-(1-
-amino-2-sulfoantrachindn-4-yl-amino }fenyl-
sulfonyl] etyl — mikrokry$talickej celulozy
upraveny vo forme tabletiek (&s. AO
219 575).

Podobne M. Linko a M. Leisola pripravili
mikrokryStalikcu celulézu s tym istym na-
viazanym farbivom ako substrdt vhodny
predov3etkym pre stanovenie aktivity celu-
ldz, ktoré atakuid kryStalické oblasti celu-
10zy [M. Linko, M. Leisola: Anal. Biochem.
70, 592 (1976)]. Dal§im chromogénnym sub-
strdtom na stanovenie aktivity je vodone-
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rozpustnd O-(2,4,6-trinitrofenyl )celuléza, kto-
rej priprava ale vyZaduje pomerne drahé
a toxické chemikdlie a samotny substrat
sa vyzna€uje nestdlostou []. S. Huang, J.
Tang.: Anal. Biochem. 73, 369 (1976}]. Fa-
rebny substrdat na bdze hydroxyetylceluls-
zy bol pripraveny siefovanim hydroxyetyl- .
celulézy epichldrhydrinom a potom reak-
ciou s dvojsodnou solou l-amino-2-sulfo-4-

-[3-(2-sulfatoetylsulfonylanilino) | antrachi-
noénu (¢s. AO 192 202]

Vo vietkych vysSie uvedenych prlpadoch
ide o substraty nerozpustné vo vode, pri-
tom principom stanovenia aktivity celuldz
ich prosirednictvom je spektrofotometric-
ké meranie mnoZstva farbiva uvolneného do
roztoku vo forme rozpustnych fragmentov
polysacharidu s kovalentne naviazanym far-
bivom. - Nevyhodou nereczpustnych substra-
tov si taZkosii s ich davkovanim (tableto-
vanim sa tieto taZkosti odstrdnia) ako i
heterogenita inkubatnych zmesi s enzymom,
kedZe nerczpustny substrdt nedovoluje bez
mie$ania rovnomerné vytvaranie enzym-sub-
stratového kemplexu v celom objeme zme-
si. Nerozpustné substrity nie sd tie¥ vhod-
né na sledovanie aktivity enzymov viaza-
nych na nerozpustné 3trukttry, ¢i uZ no-

-si€e alebo bunkové, organely. Z tohto hla-

diska je preto vyhodnejSie pouZit daldi typ
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chromogénnych substrdtev, ktoré si roz-
pustné vo vode a predov3etkym v tlmivych
roztokoch, v ktorych sa stanovenie enzymo-
vej aktivity uskutodiiuje. Sti to chromogén-
ne derivaty modifikovanej celuldzy, ktora
je vo vodorozpustnej forme.

Na tieto udely je vhodnd karboxymetylce-
luléza alebo hydroxyetylceluloza. Nevyho-
dou doteraz pripravenych chromogénnych
substratov na uvedenej béze je, Ze karbo-
xymetylceluléza sa musi upravit €iastotnou
enzymatickou depolymerizdciou, aby sa zvy-
Sila jej rozpustnost [B. V. Mc Cleary: Car-
bohydr. Res. 86, 97 (1980)] a vodorozpust-
nd hydroxyetylceluléza po naviazani dvoj-
sodnej soli 1-amino-2-sulfo-4-[3-(2-sulféto-

etylsulfonylanilino)] antrachinténu sa stdva

nerozpustnou v tlmivych roztokoch, v kto-
rych sa uskutofliuje stancvenie enzymo-
vej aktivity.

Uvedené nevyhody v podstatnej miere od-
strafiuje tento vyndlez. Podstatou vyndlezu
je vodorozpustny chromogénny substrat troj-
sodnd sol 4-(N-etyl-N-fenylamino)-6-[4-me-
tyl-2-sulfobenzén-1-azo-2-(1-hydroxy-3,6-
-bissulfonaft-1-yl)amino]-1,3,5-triazin-2-yl-
-hydroxyetylcelulézy. Dalej podstatou vyné-
lezu je spdsob pripravy tohto substratu,
ktory sa vyznaluje tym, Ze vodorozpustna
hydroxyetylceluléza reaguje vo vodnom roz-
toku s chsahem 1 aZ 3 % hmot. hydroxidu
sodného alebo hydroxidu draselného za pri-
tomnosti solf ‘ako octan sodny, siran sodny
a chlcrid sodny pri teplote 20 aZ 50 °C po-
¢as 1 aZ 2 h s trojsodnou solou .2-chlér-4-
-{N-etyl-N-fenylamino)-6-[ 4-metyl-2-sulfo-
benzén-1-azo-2-( 1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-
-1-yl}Jamino]-1,3,5-triazinu pri hmotnostnych
pomeroch hydroxyetylceluléza : trojsodnd
sol 2-chlér-4-(N-etyl-N-fenylamino)-6-[4-
-metyl-2-sulfobenzén-1-azo-2-(1-hydroxy-
-3,6-bissulfonaft-1-yl)amino]-1,3,5-triazinu:

hydroxid sodny alebo hydroxid drasel-
ny = 1:0,2 az 0,8 : 0,4 aZ 1,2; nato sa za-
farbend hydroxyetylceluléza vyzrdZa 3 ob-
jemami roztoku obsahujiceho 1,5 aZ 2 ob-
jemy 96 % obj. etylalkoholu a 1 aZ 1,5 ob-
jemu aceténu a nenaviazané farbivo a fa-
rebné nizkomolekuldrne frakcie hydroxye-
tylcelulézy sa odstrdnia vymyvanim s roz-
tokom obsahujicim 1 objem 0,6 aZ 1 %
hmot. vodného roztoku octanu sodného a 3
objemy roztoku obsahuitceho 1,5 aZ 2 ob-
jemy 96 % obj. etylalkoholu a 1 aZ 1,5 ob-
pemu aceténu aZ do- bezfarebného filtra-
tu.

Vyhodou navrhovaného nového substréatu
a spbsobu jeho pripravy je, Ze sa ziska jed-
noduchym spOscbom farebny substrdt roz-
pustny v tlmivych roztokoch, v ktorych sa
uskutoéiiuje stanovenie enzymovej aktivity.
Daldou vyhodou je, Ze tento substrdt je zra-
Zany a vymyvany za pritomnosti octanu sod-
ného, t. j. za podmienok zhodnych s pod-
mienkami zrdZania enzymaticky nerozStie-
penych farebnych makromolekil pri stano-
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veni aktivity endo-1,4-g-glukanaz. Vyhodou
je tieZ to, Ze zékladné suroviny st dostup-
né.

Priklad 1

1 g hydroxyetylcelulézy sa rozpusti v 30
mililitroch dest. vody, potom sa pridéd 0,3
gramov trojsodnej soli 2-chlér-4-[N-etyl-N-
-fenylamino)-6-[4-metyl-2-sulfobenzén-1-
-az0-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-1-yl)ami-
no]-1,3,5-triazinu (Ostazinovd ¢Cerveil bril.
H—3B} rozpustenej v 5 ml dest. vody. Po
dokladnom premieSani sa pridd 5 ml 6 %
hmot. vodného roztoku chloridu sodného a
10 ml 15 % hmot. vodného roztoku hydro-
xidu draselného. MieSa sa 2 h pri teplote
20 °C. Po zneutralizovani reakénej zmesi 3

- mol. 1l ! kyselinou c¢hlorovodikovou na pH

7 sa zafarbeny produkt vyzrdZa s roztokom
93 ml 96 % obj. etylalkoholu a 93 ml ace-
ténu.

Vzniknutd zrazenina sa filtruje na nufi
a premyva roztokom obsahujacim 1 diel 0,6
perc. hmot. vodnBho roztoku octanu sod-
ného, 1,5 dielu 96 % obi. etylalkoholu a
1,5 dielu aceténu do bezfarebného filtra-
tu. Potom sa zrazenina premyje roztokom
96 % obj. etylalkoholu a vody 3 : 1. Este
vlhkd zrazenina sa rozpusti v 50 ml vody a
lyofilizuje. Ziska sa 1 g farebnej hydroxy-
etylcelulézy s obsahom 2,5 % hmot. troj-
sodnej soli 4-(N-etyl-N-fenylamino }-6-[ 4-me-
tyl-2-sulfcbenzén-1-azo-2-(1-hydroxy-3,6-bis-
sulfonaft-i-yljamino]-1,3,5-triazin-2-yl.

Priklad 2

10 g hydroxyetylcelulizy sa rozpusti v 200
mililitroch dest. vody.pri teplote 40 °C. Po-
tom sa pridd 8 g trojsodnej soli 2-chlir-
-4-{N-etyl-N-fenylamino)-6-[ 4-metyl-2-sul-
fobenzén-1-azo-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfo-
naft-1-yl}amino]-1,3,5-triazinu rozpustenej
v 50 ml dest. vody a dalej 50 ml 6 % hmot.
vhodného roztoku octanu scdného a nako-
niec 100 ml 4 % hmot. veduého roztoku
hydroxidu scdného. MieSa sa 1 h pri tep-
lote 40 °C. Reak&né zmes sa zneutralizuje s
3 mol.1~! kyselinou octovou.na pH 7 a vy-
ZréZa za intenzivneho mieSania s 860 ml
96 % obj. etylalkoholu a 430 ml acet6nu.

Zrazenina sa prefiliruje na nu€i a pre-
myva roztokom obsahujicim 1 diel 1 %
hmot. vodného roztoku octanu sodného, 2
diely 96 % obj. etylalkoholu a 1 diel aceto-
nu do bezfarebného filtratu. Potom sa zra-
zenina premyva roztokom 96 % obj. etyl-
alkoholu a vody 3 : 1 a eSte vlhké sa roz-
pusti v 400 m!l vody a lyofilizuje. Ziska sa
10 g farebnej hydroxyetylcelulézy s obsa-
hom 13 % hmot. trojsodnej soli (4-N-etyl-

~ -N-fenylamino)-6-[ 4-metyl-2-sulfobenzén-1-

-820-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-1-ylJami-
nol-1,3,5-triazin-2-yl-.
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Priklad 3

Postupuje sa ako v priklade 2 s tym roz-
dielom, Ze sa pouZije miesto octanu sodné-
ho 5 % hmot. vodny roztok siranu sodného
a 6,5 g trojsodnej soli 2-chlér-4-(N-etyl-N-
-fenylamino)-6-[4-metyl-2-sulfobenzén-1-
-azo-2-{1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-1-yl)ami-
no]-1,3,5-triazinu. Reakcia prebieha pri $ep-
lote 50 °C po dobu 1 h. Ziska sa 10 g fa-
rebnej hydroxyetylcelulézy s obsahom 20
perc. hmot. trojsodnej soli 4-(N-etyl-N-fe-
nylamino)-6-[4-metyl-2-sulfobenzén-1-azo-
-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-1-yl Jamino]-

" -1,3,5-triazin-2-yl-.

Priklad 4

60 g hydroxyetylcelulozy sa rozpusti v
1200 ml dest. vody poCas 24 h. Potom sa
pridé postupne 24 g trojsodnej soli 2-chlor-
-4-(N-etyl-N-fenylamino }-6-[ 4-metyl-2-sul-
fobenzén-1-azo-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfo-
naft-1-yl)amino]-1,3;5-triazinu rozpustenej
v 300 m! dest. vody, potom 50 ml 30 % hmot.
vodného roztok u octanu-sodného a nako-
niec 600 ml 4 % hmot. vodného roztoku
hydroxidu sodného. Teplota sa zvy3i na 50
stupiiov Celsia a reak&nd zmes sa mieSa pri
tejto teplote 1 h. Po ukonéeni sa zneutrali-

zuje s 5 mol.1 ! kyselinou octovou na pH
7 & zrdZa s 4600 ml 96 % obj. etylalkoho-
lu a 2300 ml acetdnu. VyzrdaZana zafarbe-
nd hydroxyetylceluléza sa premyva rozto-
kom obsahujicim 1 diel 0,6 % hmot. roz-
toku octanu sodného, 2 diely 96 % obj. e-
tylalkocholu a 1 diel aceténu do slabého
sfarbenia filtratu. Zrazenina sa eSte vo vlh-
kom stave rozpusti v 1500 ml 0,6 % hmot.
vodného roztoku octanu sodného a prezré-
Za zmesou rozpuStadiel obsahujdcou 3 000
mililitrov 96 % obj. etylalkoholu a 1 500 ml
acetonu. Zrazenina sa prefiltruje cez nué
a premyva roztokom obsahujicim 1 diel .
0,6 % hmot. vodného roztoku octanu sod-
ného, 2 diely 96 % obj. etylalkoholu a 1
diel aceténu do bezfarebného filtrdtu a na-
koniec s roztokom 96 % obj. etylalkcholu a
vody 3 : 1. Vlhkd zrazenina sa rozpusti v
1500 ml vody a lyofilizuje. Ziska sa 55 g fa-
rebnej hydroxyetylcelulézy s obsahom 15
perc. hmot. trojsodnej soli 4-(N-etyl-N-fe-
nylamino)-6-{4-metyl-2-sulfobenzén-1-azo-
-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-1-yl}amino]-
-1,3,5-triazin-2-yl-.

Vynélez mé pouZitie v biochémii pre de-
tekciu a kvantitativhe stancvenie aktivity
endo-1,4-6-glukandz ako zloZiek celulazo-
vych enzymovych systémov.

PREDMET VYNALEZU

1. Trojsodnd sol 4-{N-etyl-N-fenylamino}-
-6-[ 4-metyl-2-sulfobenzén-1-azo-2-(1-hyd-
roxy-3,6-bissulfonaft-1-yljamino]-1,3,5-tria-
zin-2-yl-hydroxyetylcelulszy.

2. Spdsob pripravy zli¢eniny pedia bo-
du 1 vyznaCujici sa tym, Ze vodorozpustnd

-bydrozyetylceluléza reaguje vo vodiom roz-
toku s obsahom 1 aZz 3 % hmot. hydroxidu
scdného alebo hydroxidu draselného za pri-
tomnosti soli ako octan sodny, siran sod-
ny a chlorid sodny pri teplote 20 °C aZ 50
stuptiov Celsia pofas 1 aZ 2 h s trojsodnou
solou 2-chlor-4-(N-etyl-N-fenylamino)-6- 4-
-metyl-2-sulfobenzén-1-azo-2-(1-hydroxy-
-3,6-bissulfonaft-1-yl)amino]-1,3,5-triazinu

pri hmotnestnych pomeroch hydroxyetylce-
luléza : trojsodnd sol 2-chlér-4-(N-etyl-N-
-fenylamino}-6-[ 4-metyl-2-sulfobenzén-1-
~820-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-1yl)ami-
no}-1,3,5-triazinu hydroxid scdny alebo
hydroxid draselny = 1 : 0,2 aZ 0,8 : 0,4 aZ
1,2; nato sa zafarbend hydroxyetylceluldza
vyzraza zmesou rozpuStadiel ~obsahuiiicou
1,5 aZ 2 objemy 96 % obj. etylalkcholu a
1 87 1,5 objemu aceténu a zrazeunina sa
premyva roztokom obsahujlicim 1 objem
0,6 aZ 1 % hmot. vodného roztoku octanu
sadného, 1,5 aZ 2 objemy 96 % obj. etyl-
alkoholu a 1 aZ 1,5 objemu aceténu aZ do
bezfarebného filtratu.
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