szmoms| POPIS VYNALEZU | 203818

e "| K AUTORSKEMU OSVEDEENIU | ™

GHmcd
C 08 B 15/02

722/ Prihlésené 22 06 79
/21 [PV 4301-79/ ' : .

{40) zZverejnené 30 06 80
0”0"0“"‘@ (45) {Iydané 15 11 82
A OBIEVY

(15) . .
Autor vynélezu GEMEINER PETER ing. CSc., BRATISLAVA

(54) Spbsob pripravy merkaptodeoxycelulézy

1

Vyndlez sa tyka spdsobu pripravy merkaptodeoxyceluldzy z chlofodéoxycelulézy.

. Vodonerozpustné nosice obsahujﬁce.tiolové skupiny maji Siroké mo¥nosti uplatnenia v rdz-
nych oblastiach enzymového inZinierstva. Najéastej§?e sa pou¥ivaji v afinitnej chromatografii
tiolovicﬁ enzymov /Methods in Enzymology 34 {Affinity Techniques] 1974/ a pri imobilizdeii

_enzymov /0. R. Zaborsky, Immobilized Enzymes, CRC Cleveland 1974/, A% na polyakrylamidového
prechodcu /Enzacryl Polythiol, Koch-Light/ sa dnes vyrdbajd polytiolyvviluéne na bdze poly~
sacharidov, a to hlavne agarézy napr.: Activated Thiol-Sepharose 4B, Thiopropyl—-Sepharose 6B,
i sietovanej agardzy napr.: prisludné polytioly série Sepharose CL, v3etko Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala. . »

Priprava tjchto polysacharidov obsahujicich tiolové skupiny vychddza z aktivdcie poly-
sacharidu bromkydnom [Activated Thiol-Sepharose 4B, Upplands Grafiska AB /1974/; resp., z O-al~
kyldcie ;gatazy bis-epoxidmi &ic -halohydrinmi /R. Axén, H. Drevin, J. Carlsson, Acta Chem. .
Scand. B 29 /1975/ 471; H. Nishikawa, P. Bailomn, J. Solid-~Phase Biochem. 1 /1976/ 33/. Uvede-

- né postupy jednak pouZivajd u néds mnetradiéné polysachiridy /agardza, dextrdn/ akec aj devizové
chemikdlie /napr.: brémkydn, glutathiom, 2,2 ~dipyridyldisulfid, bisepoxidy, dithiothreitol/.
Naviac u celuldzy neddvajd tieto spdsoby pripravy uspokojivé vysledky /J. Zemek, L. Kuniak,

P. Gemeiner, PV - 7358/78/. Na druhej strane sa javi ako vhodny vychodiskovy materidl pre pri—

pravu tiol-polysacharidov chlérodeoxyceluléza /CD-celuldza/, lahko pripravitelnd za miernych
reak&nych podmienok s pomerne vysokymi stupfami substitdcie /DS 0,3/ /T. L. Vigo, C. W. Welch,

Textile J. Res. 40 /1970/ 109/. Chlér v tejto CD-celuldze moZno nahradit beZnjmi nukleofilny-

mi substituentami, napr. -amino, ~merkapto, ~hydroxy a iné. Tak je v pripade chldorodeoxydex-—

trénu popisand substitdcia za tiosiran za vzniku tiosiran-deoxydextrdnu /TSD-dextrédnu/ /A. F.

Kolova et al., Cell. Chem., Technol. 12 /1978/'553/. Takyto TSD~dextrén sa potom prevedie‘alka-

lickym 3tiepenim v prostredi argonu na merkaptodeoxydextrin /MD~dextrdn/.

203818



203818 : . o 2
NaSe vysledky vyskumu v tejto oblasti ukdzali, ¥e aj CD-celulézu je mo¥no uspokojivo
previest na txusiran—deoxycelulozu. Jej redukcia tiolmi, ako sd napr.: kyselina tioglykolovd
alebo 2-merkKaptoetanol v slabo alkalickom prostredi a v pritomnosti cheldtotvornych tinidiel,
. vedie ku tvorbe merkaptodeoxy-celulozy.

Podstata vyndlezu spodiva v tom, %e v prvom stupni 'sa prevedie CD-celuléza vo vodnom
roztoku tiosiranu sodného pri teplote 90 a¥ 105 ©°C po dobu 35 a¥ 45 hodin pri molovom pomere
CD skupiny polysacharidu : tiosfiran 1:10 a%¥ 15 pri hydromodule 10 a3 1J na tiosiran-deoxy-ce-
luldzu, nado v druhom stupni po premyti produktu do negativnej reakcie na tiosirany a vysuS{
sa prxda vodny tlvay roztok kyseliny txoglykolovej resp. -merkaptoetanolu o pH 7,7 a% 7,9
obsahujdci 1 a% 5 mwM Chelaton 3 pri molovom pomere tiosiranové skupiny polysacharidu : tiol

t15 a% 20 a pri hydromodule 10 a¥ 15 a nechd pdsobit 20 a% 40 mindt pri teplote 20 a%¥ 30 ©°C.

CD-celuldza pripravend podla T. L. Vigo, C. M. Welch, Textile Res. J. 40 /1970/ 109
s DS 0,3 aZ 0,6 je dostatolne vhodné pre pripravu MD-celulézy. Takdto CD-celuldza méd vyrazne
zvydend tepelnd odolnost.

Zavedenie tiosiranovej skupiny sa mé%fe prevddzat s tiosiranom sodnym pri teplote 90 a%
105 °C po dobu 35 aZ 45 hodin. Vysledny produkt obsahuje 0,4 a% 0,6 mmélov tiosiranovych sku-
pin na 1t g suchého prepardtu.

Redukeia tiosiranovej skupiny na tiolovd sa previdza pdsobenim kyseliny tioglykolovej
&i 2-merkaptoetanolu vo vodnfych tlmivych roztokoch pH 7,7 a% 7,9 obsahujdcich Chelaton 3.
Po redukcii sa produkt rychle premyje pufrovanym vodnym roztokom obsahujdcim Chelaton 3ﬁ de~
stilovanou vodou obsahujicou Chelaton 3 a acetdn., Vysledny produkt obsahuje 0,25 a% 0,5 mmé-
lov tiglovich skupin na 1 g suchého preparétu. *

Vyhodou navrhovaného spdsobu pripravy merkaptodeoxy—-celuldzy je, %e prepardty umoZiiuje

vyrdbat z domdcich lacnyeh surovin pomerne jednoduchym technologickym postupom,
Priklady prevedenia

Priklad 1

10 g chlorodeoxy-celuldzy /CD-celulézy/ obsahujicej 1,8 mméla Cl/g sa nechd napuéat

v 100 ml 2,1t M vodného roztoku tiosiranu sodného, Reaklnd zmes sa potom udriiava 40 hodin pri’
100 °C za ob&asného premiefania. Produkt sa premyje vodou do negativnej reakcie na tiosirano~
vé iény, acetonom a nechd sa vysuELt pri 40 ©°C, Suchy produkt sa rozsuspenduje v 80 ml1 0,1 M
vodného roztoku hydrouhliZitanu sodného obsahujdceho 5 wM Chelaton 3. Za stdleho mie¥ania sa
priddé 10 ml kyseliny tioglykolovej a pH sa upravi pridanim koncentrovaného hydroxidu sodného
na 7,8, Suspenzia sa nechd mie¥af 30 mindt pri laboratormej teplote. Produkt sa rychlo pre-
myje na sklenom fileri 0,1 M vodnym roztokom hydrouhliitanu sodného obsahujdcim 5 mM Chela-
ton 3, destxlovanou vodou obsahujicou 1 mM Chelaton 3 a acetonom, vidy do negativne; ‘reakcie
na tioly. Produkt sa vysu¥i pri 40 ©C,

" Prepardt obsahuje 2,4 % siry a 0,475 mmdlov/g titrovatelnych tiolovych skupin.

Priklad 2

Postup podla prikladu 1s tym rozdielom, Ze pri redukecii tiosiranu CD-celulézy sa pouZi=’
je 10 ml 2-merkaptoetanolu. Suchy produkt obsahuje 2,85 % siry a 0,33 mmélov/g titrovatelnych
tiolovych skupin. ’
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Priklad 3

-Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom, Ze ako 'vychodiskovd CD-celuléza sa pou¥ije pre-
pardt s obsahom 3,2 mmélov Cl/g a v 1. stupni 3,85 M vodny roztok tiosiranu sodného. Suchy
produkt obsahuje 2,5 Z siry a 0,25 mmdlov/g titrovatelanych skupin,

Vyndlez mé uplatnenie vSade, kde je potrebné izolovat &i &istit enzymy a iné bielkoviny
obgahujdce tiolové skupiny a kde je vyhodné imobilizovat enzymy prostednictvom ich cysteino-.

vych zvySkov, a to &i u% v priemyselnej praxi alebo vo v§skume.

PREDMET VYNALEZU

Sp&sob‘pripravy merkaptodeoxy~celuldzy vyznaZenj tym, Ze chlorodeosyceluldza sa v prvom
stupni wechd reagovat s vodnym roztokom tiosiranu sodnéhe pri teplote 90 aZ 105 °C po dobu
35 aZ 45 hodin pri mélovom pomere chlorodeoxy CD skupiny polysacharidu : tiosiram 1:10 a% 15
pri hydromodule 10 aZ 15, nalo v d;uhom stupni, po premyti produktu do negativnej réakcie na
tiosirany a vysu#eni sa pridd vodny tlmivy roztok kyseliny tioglykolovej alebo 2-merkaptoeta-
nolu o pH 7,7 a%Z 7,9 obsahujdci 1 aZ 5 mM Chelaton 3 pri mélovom pomere tiosiranové skupiny
pélysacharidu : tiol 1:15 aZ 20 a pri hydromodule 8 a% 12 a nechéd pdsobit 20 a% 40 mindt pri
téplotg 20 a%Z 30 °C a nakoniec sa premyva rjchlo na filtri vodnym tlmivym roztokom obsahuji~
cim 1 a% 5 mM Chelaton 3, destilovanou vodou-obsahdjﬁcou 0,5 a2 1 mM Chelaton 3 a acetodnom,
vidy do negativnej reakcie na tioly,

Severogmafia. n. p.. zévod 7. Most
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