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notky kysléhg polysacharidu sa aplikuje
0,1 az 1,5 molu homo~ alebg heterobiw
funkéného &inidla, ako 2,2 -bis(oxira-
nylmetyl)éteru alebo 2~chlorometylooxi~-
rénu v prostredi 0,4 aZ 1,2 molu hydro-,
xidu sodného alebo draselného pre 2-chlo-
romgtyloxirdn alebo pri pH nad 11,2 pre
2,2 =bis(oxiranylmetyl)éter po dobu 1 aZ
3 hodin pri 40 a2 80 0C. Risgenie ma
uplatnenie v analytickej biochémii v pre-
parativnej bioorganickej chémii, v kli-
nickej biochémii, v enzymovom inZinier-
stve a v technologiach vyuZivajlcich re-
kombinantnt dezoxyribonukleovu kyselinu.
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Vynalez sa tyka spdsobu pripravy sietovanych kyslych polysacharidov pre vyuZitie v
analytickej biochémii, dioorganickej syntéze a enzymovom inZinierstve.

Aj ked v dosledku rozvoja biotechnologii dochaddze k dynamickému rozvoju novych ana-
lytickych a preparativnych metod, zaloZenych na pouZiti ionexov anorganického a orga-
nického syntetického pbvodu, biopolyméry, predov3etkym v3ak polysacharidy kysléhes a
bazického povodu si ponechévaju svoj vyznam a to predovietkym s chladom na vysokd Cis-
totu vychodiskovych surovin - izolovanych predistenych biopolymérov, ich pravidelnd
Struktiru a vysoké zastudpenie funkdnych skupin, karboxylovych (pektin, kyselina pekto-
vé4, kyselina alginovd, kyselina hyaluronové, chondroitin, heparin a proteiny kyslého
typu}, sulfénovych (chondroitin 6-sulfét, keratan sulfat, dermatan sulfdat, heparin) a
primarnych aminoskupin (chitozan, bazické proteiny). Ionexy pripravené z prirodnych po-
lymérov sa nevyznaduju vysokymi ne3pecifickymi sorpciami a vzhYadom k vysokej &istote
pouzitych surovin nedochddza k negativnemu ovplyvneniu vlastnosti stanovovanych alebo

izolevanych biologicky aktivnych latok.

Pripravou pektinového katexu sa zaoberd &sl. patent 140 713, kde vychodiskovou su-~
rovinou pre reakciu sietovania je kyselina pektovd (deesterifikovany pektin). Pribliz-
ne ekvimoldrne zastupenie jednotlivych zloZiek v reaké&énej zmesi (pektin, hydroxid sod-
ny a 2-chlorometyloxiran) neumoZnuje pripravu sietovaného gélu o vhodnych hydrodyna-
mickych vlasnostiach. Pri priprave sietovaného gélu kyseliny pektovej podla A.0. 218 702
sa sice vychddza priamo z citrusového pektinu a deesterifika&nd reakcia spolu s reak-
ciou sietovania prebiehaju v jednom reaknom stupni, pripraveny gél, vhodny po dalsej
aktivacii i imobilizdcii enzymaov, nevyhovuje v8ak k pouZitiu akoc katex a to pre nizky
stupen sietovania a vysoky napulaci objem. Je potrebné viak su&asne zdbraznit, Ze pod-
mienky sietovania 2-chldromethyloxirdnom vyhovuji len pre alkalistabilnej$ie biopoly-
mér}, zatial &o alkalilabilné sa v pritomnosti vysokej koncentracie hydroxidov rozkla-
daju.

Uvedené nedostatky odstranuje postup podla vynidlezu, podstata ktorého spodiva v
tom, 28 kysly polysachrid sa sietuje homo- alebo heterobifukdnym &inidlom, s vyhodou
2,2 -bis(oxiranylmetyl)éterom alebo 2-chlérometyloxirdnem v pomere na 1 mol substituo-
vanej anhydroglykozylovej jednotky kyslého polysacharidu 0,1 a2 1,5 mdlu 2,2 -bis(oxi-
ranylmetyl) éteru alebo 2-chldérometyloxirdnu pri pH nad 11,2 pre sietovanie 2,2 -bis
(oxiranylmetyl)éterom aleboc v pritomnosti 0,4 aZ 1,2 molu hydroxidu sodného alebo dra-
selného na 1 mol substituovanej anhydroglykozylovej jednotky polysacharidu, pri sie-
tovani 2-chlormetyloxirénom a 5 a% 20 molov destilovanej vody, pri teplote 40 aZ 80 o
po dobu 1 a2 3 hodin.

Po zosieteni sa reakénad zmes zaleje nadbytkom destilovanej vody, rozvoelni, neutra-
lizuje pomocou kyseliny octovej alebo chlorovodikovej, pripadne vybieli u&inkom zrie-
dendho chlarnanu sodného, odvodni postupnym G&inkom nadbytku 50% a potom 96 - 100% eta-
nolu alebo acetdnu a vysudi vo vékuovej su$iarni. Vysudeny gél sa vytriedi na sitéch
na frakcie o potrebnom zrneni a upravi na vhadnd hodnotu pH pre dal$ie pouZitie.

Vyhodou uvedeného postupu je skuto&nost, 2e zdkladny materidl, kysly polysacharid
je povadsine Yahko dostupny a lacny, stupen substittcie DS kyslymi fuk&nymi skupinami
v pripade kyseliny pektovej, alginovej, chondritin 6-sulfatu a dermetan sulfétu je oko~
lp 1, v pripade keratan sulfadtu a hyaluronovej kyseliny je okole 0,5 a u heparinu je
okolo 2. Pri sietovani esterifikovanych kyslych polysacharidov predovietkym pomocou
2-chlorometyloxirdnu dochddza aj k suSasnej deesterifikacii. V pripade sistovania po-
mocou 2,2 -bis(oxiranylmetyl)éteru moZno reakciu sietovania zabezpe&it aj bez deeste-
rifikdcie. Zostavou reak&nej zmesi moZno regulova® stupen sietovania gélu a jeho napu-
gaci objem v rozsahu od 3,8 a% po 25 ml.gfl.

\



2 CS 270 819 Bl

Priklad 1

Ku kyseline pektovej (176 g; 1 mol anhydrogalakturdnovej kyseliny) sa pridala za
miedania 40 ml destilovanej vody a potom postupne v priebehu daldich 30 minit za stédle-
ho miedania 1 mol NaOH, rozpusteny v 50 ml destilovanej vody. Po dokonalom zvlh&eni a
zhomogenizovani reakénej zmesi za stdleho mie3ania a chladenia sa priddvalo postupne
0,5 molu 2-chlérometyloxirdnu a po dbkladnom premieani sa zvy3ila teplota reak&nej zme-
si na 40 °C. Po 3 hodinach priebehu sa vybielil G&inkom 200 ml 0,5% phlérnanu sodnéhao,
znovu vymyl v destilovanej vode a adjustoval do H* cyklu G&inkom 400 ml 2% kyseliny fos~
forednej. Nadbytok volnej kyseliny fosforeénej sa vymyl opakovane 500 ml destilovanej
vody a vysu$il postupnym odvodnenim pomocou 50% etanolu alebo acetdnu (1000 ml) a 96 a2
100% etanolu alebo acetdnu a dosu3il vo vakuovej susiarni., Ziskany siefevany gél kyse-
liny pektovej (204 g) mal vymennu kapacitu 5,2 mél.g-1 a napuéaoi objem 12,5 ml.g ",

Priklad 2

Postupuje sa tak, ako je uvedené v priklade 1 s tym rozdielom, 2e namiesto kyseli-
ny pektovej sa pouZije 187 g jabl&ného pektinu o stupni esterifikdcie 62%. Reakénym pro-
duktom bolo 205 g gélu sietovanej kyseliny pektovej o vymennej kapacite 5,2 mél..,g'l a
napudacom objeme 12 ml.g™ ~.

Priklad 3

Postupuje sa tak, ako je uvedené v priklade 1 s tym rozdielom, Ze namiesto 40 ml
destilovanej vody sa ku zvlh&eniu kyseliny pektovej pouZije 100 ml a 1,2 molz NaOH sa
rozpusti v dalsich 100 ml destilovanej vody. K sietovaniu sa poufilo 1,5 molu 2-chlé-
rometyloxirdnu. Reakcia sietovania prebiehala pri 80 ¢ po dobu 1 hodiny. Ziskany gél
kyseliny pektovej (211 g) mal vymgnnl kapacitu 4,6 mél.g"l a napudaci objem 6,0 ml.g'l

*
- -

Priklad 4

Postupuje sa tak, ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze sa k sietovaniu pouZije
0,1 mél 2-chlérometyloxirdnu a 0,4 mélu KOH. Ziskany gél sietovanej kyseliny pektovej
(145 g) mal vymenn. kapacitu 5,4 mol.g"1 a napulaci objem 25 ml.g‘l.

Priklad 5

Postupuje sa tak, ako je uvedené v priklade 1, s tym rozdielom, Ze namiesto kyse~
liny pektovej sa pou2ije kyselina alginovd. Ziskany gél sietovanej kyseliny alginovej
(145 g) mal vymenny kapacitu 4,8 mél.g-l a napudaci objem 23 ml.g'l°

Priklad 6

Postupuje sa tak, ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze kyselina pektovéd sa rozpusti
v 150 ml bordtového pufru (pH 11,2; 0,05 mol) a k sietovaniu sa pouzije 1 mél 2,2 -bis
(oxiranylmetyl)éteru. Ziskany gél sietovanej kyseliny pektove] (218 g) mal vymennu kapa-
citu 5,1 mél.g” " a napu&aci objem 15,6 ml.g™".

Priklad 7

Postupuje sa tak ako v priklade 6, s tym rozdielom, Zze namiesto kyseliny pektove]j
sa pou%ije 0,01 molu substituovanych anhydroglykozylovych skupin heparinu. Ziskany gél
sietovaného heparinu (210 g) mal vymennd kapacitu 7,1 mrJl.g'1 (s03) a 2,1 mr::l.g-_l kar-
boxylovych skupin. Napudaci objem ziskaného gélu bol 18,5 ml.g_l.

Priklad 8

Postupuje sa tak, akc je uvedené v priklade 6, s tym rozdielom, Ze namiesto kyseli-
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ny pektovej sa pouZije kyselina hyaluronovd (2 g; tj. cca 0,01 mol). Pri zachovami’:
ostatnych molarnych proporcii tak, ako je uvedené v priklade 6 sa ziskal gél sietova-
nej kyseliny hyalurénovej v mnoZstve 2,1 g o vymennej kapacite 2,8 mol.g 1 (karboxy-
lovad skupina) a napudacom objeme 17,7 ml.g~

Priklad S

Postupuje sa tak, ako je uvedené v priklade 8, s tym rozdielom, Ze sa namiesto ky-
seliny hyalurdnovej pouzije chondroitin 6-sulfat. Ziskany gél 2,4 g sietovaného chon-
droitin 6-sulfdtu mal vymenni kapacitu 2,4 mol.g = (karboxylova skupina) a 2,1 mol.g'1
(-803).

Priklad 10

Pgstupuje sa tak, ako je uvedené v priklade 8, s tym rozdielom, Ze namiesto kyseli-
ny hyalurﬁnovej sa poufije keratan sulfat. Ziskany gél, 1,6 g sietovaného keratan sul-
fidtu mal vymenn’ kapacitu 1,6 mc;l.g-1 (-303) a napulaci objem 14,1 ml.g-l.

Priklad 11

Postupuje sa tak, ako je uvedené v priklade 8, s tym rozdielom, Ze sa namiesta ky-
seliny hyaluronovej pouZzije dermatan sulfdt. Ziskany gél, 1,8 g sietovaného dermatanu
mal vymennu kapacitu 2,4 mol.g ~ (karboxylovd skupina) a 2,2 mol.g'l (-305) a napudaci
objem 19,2 ml.g'l

Vyndlez ma $iroké uplatnenie predovdetkym v analytickej biochémii, v bioorganickej
chémii, v enzymovom inZinierstve a v,technalégiach vyuZivajucich rekombinantni dezoxy-
ribonukleovly kyselinu. !

v
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PREDMET VYNALEZU

Sposob pripravy sietovanych kyslych polysacharidov vyznageny tim, 2e kysly polysa-
charid sa sietuje homo- alebo hetersbifunkZnym &inidlom, s vyhodou 2,2 -bis(oxiranyl-
metyl)éterom alebo 2-chldrometyloxiranom v pamere na 1 mol substituovanej anhydroglyko-
zylovej jednotky kyslého polysacharidu 0,1 a2 1,5 molu homo- alebo heterabifunk&ného
éinidla pri pH nad 11,2 pre siefovanie 2,2'-bis(cxiranylmetyl)éternm alebo v pritomnos-
ti 0,4 a% 1,2 mdlu hydroxidu sodného alebo draselného na 1 mol substituovanej anhydro-
glykozylovej jednotky polysacharidu, pri sietovani 2-chldrometyloxiranom a 5 a2 20 mo-
lov destilovanej vody pri teplote 40 aZ 80 % po dobu 1 aZ 3 hodin.
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