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Utelom rieSenia je spdsob pripravy ne-
rozpustného chromolytického stbstrdtu na
stanovenie C, zloZKky celulézovej aktivity.
Utel sa dosiahne tak, Ze na hydroxyetylce-
lulézu so stupiiom substiticie 0,15 aZ 0,25
sa kovalentne naviaZe farbivo  dvojsodnej
soli kyseliny 8-amino-5-[3-(sulfoetylsulfo-
nyl)]-6-antrachinom sulfénovej v prostredi
vodného roztoku hydroxidu sodného o kon-
centracii 2 aZ 4 % hmot. po dobu 1 aZ 2 ho-
din pri teplote 15 aZ 20 °C, nao v druhom
stupni sa vyfarbeny produkt vyzrdZa nalie-
vanim do mixéra s okyselenym etanolom
pri otatkach mixéra 1500 aZ 2 500 za mind-
tu. RieSenie méa pouZitie v biochémii a bio-
technolégii a vsade tam, kde je potrebné
sledovat troveil C, zloZky celuldzovej akti-
vity.
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Vyndlez sa tyka spHsobu pripravy neroz-
pustného chromolytického substritu na sta-
novenie C, zloZky celuldzovej aktivity.

Na stanovenie C. zloZky celuldzovej ak-
tivity (endo-8-1,4-glukan glukanohydroléza,
EC 3.2.1.4) sa pouZivaji metédy viskozime-
trické [T. M. Enari, P. Markkanen: in Ad-
vances in Biochem. Engineering (1977), T.
K. Ghose, A. Fichter, N. Blakesbrough eds.
Vol. 5, 24, Springer Verlag, Berlin, New
York], nefelometrické [I. V. Gorba&ova, N.
A. Rodinova: Biochim. Biophys. Acta 484, 93
(1977)1, [M. Nummi, P. C. Fox, M. L. Niku-
-paavola, T. M. Enari: Anal. Biochem. 116,
136 (1981)] a kolorimetrické za pouZitia
prisluSného chromolytického rozpustného a-
lebo nerozpustného substrdtu, ktory po en-
zymovej hydrolyze poskytuje farebny filtrat,
intenzita ktorého je Gmernd pritomnej en-
zymovej aktivite [B. V. Mc Cleary: Carbo-
hydr. Res. 86, 104 (1980)], [P. Biely, D. Mis-
lovi¢ova, R. Toman: Anal Biochem. 144, 146
(1935) ], [L. Kuniak, J. Zemek. Cs. AO 192 210
(1979)1, [A. O. Stamm: Helv. Chim. Acta 46,
3008 [1963)].

Nevyhodou doposial zndmych a pouZiva-
nych metdd stanovenia C, zloZky celuldzo-
vej aktivity je ich pomerna &asovd, pristro-
jova, resp. experimentdlna narotnost.

" Uvéadzané nedostatky riesi navrhovany po-
stup, ktorého podstata spodiva v tom, Ze na
hydroxyetylcelulgzu so stupiloin substitiicie
0,15 aZ 0,25 sa kovalentne naviaZe 5 aZ 8
perc. hmot, dvojsodnej soli kyseliny 8-ami-
no-5-[ 3-(sulfoetylsulfonyl}anilino ]-8-antra-
chinén sulfénovej v prostredi vodného roz-
toku hydroxidu sodného o koncentrdcii 2
aZ 4 Y% hmot. po dobu 1 aZ 2 hodin pri tep-
lote 15 aZ 20 °C, nafo sa vyzrdZa nalieva-
nim do mixéra s okyselenym etanolom pri
ota¢kach mixéra 1500 aZ 2500 za mindtu.

Zistili sme, Ze hydroxyetylceluléza o niz-
kom stupni substiticie je vyhodnej3im sub-
strdtom pre stanovenie C, zloZky celuldzo-
vej aktivity a patri k neionogénnym deriva-
tom celulézy v doslediku ¢oho nedochédza
u nej k neZiadicim interakcidm s celuldzo-
vym enzymom. Dalou vyhodou pouZitia niz-
kosubstituovanej hydroxyetylcelulézy je zna-
ma skutotnest, Ze so stupifiom substiticic
zakladného celulézového polyméru sa jeho
substrdtové vlastnosti pre celuldzovii akti-
vitu zhorSuji aZ stracaju.

Doporueny stupeti substitticie zniZuje len
v nepatrnej miere substrdatové viastnosti za-
kladného celulozcvého polyméru, a preto
pouZity derivat je dostatotne citlivy k ce-
luldzovej C, zlozke enzymu. KedZe vlastné
kovalentné viazanie pouZitého farbiva pre-
bieha v homogennej fdze dosahuje sa velmi
rovnomernd distribiicia chromogénnej sub-
stancie na makromolekule hydroxyetylcelu-
lozového retazca, ¢o je podkladom pre lep-
Siu rcprodukovatelnost enzymovej analyzy.
Pri zrdZani vyfarbeného produktu je vyhod-
né volit otatky mixéra medzi 1500 aZ 2500
za minutu, nakolko pri tychto rychlostiach
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sa dosahuje optimdlna velkost gélovych tas-
tic hydroxyetylceluldzy, t. j. 60 aZ 300 nm.

Tento rozmer velkosti ¢astic je wptimdlny
aj pre vymyvanie nezreagcvaného farbiva
z hotového chromolytického produktu. Op-
timélne mnoZstvo kovalenine viazaného far-
biva pre tento typu celulézového substré-
tu je 5 aZ 8 % hmot. na hmotnost vychodis-
kového derivatu celuldzy.

Vyhodou nového navrhovaného sposobu
pripravy substrdtu pre stanovenie C. zloZKky
celuldazovej aktivity je, Ze pripraveny sub-
strdt méd vysoku citlivost k prislu§nému en-
zymu, mé& homogénne distribuované chro-
mogénne skupiny, o podmiefiuje velmi vy-
sokt reprodukovatelnost enzymovej ana-
Iyzy ako i skutonost, Ze novy substrat je
neionogénny, takZe pri jeho pouZiti nedo-
chadza ku neZiadicim interakcidm enzymu
50 substratom.

Priklad 1

5 g hydroxyetylcelulézy so stupiiom sub-
stiticie 0,15 sa rozpusti v 100 ml vodného
roztoku hydroxidu sodného o koncentréacii
4 % hmot. Po rozpusteni sa roztok ochladi
na teplotu 15 °C a postupne sa k nemu za
stdleho mieSania priddva roztok 0,5 g far-
biva dvojsodnej soli kyseliny 8-amino-5-[3-
-(sulfoetylsulfonyl }anilino ]-6-antrachinén
sulfénovej (Remazol brillant blue R) v 100
mililitroch vody po dobu 30 mintit, priom
sa teplota stdle udrZuje chladenim na tep-
lote 15 °C. Po pridani celého objemu rozto-
ku farbiva sa reak&nd zmes e3te miea 90
mintt pri uvedenej teplote, po ktorej dobe
je viazanie farbiva ukondené. Nato sa re-
akfnd zmes tenkym priidom nalieva do mi-
xéra, v ktorom sa mieSa 2 litre etanolu oky-
seleného s 10 ml koncentrovanej kyseliny
nctove] pri otdckach mixéra 1500 za mini-
tu. Priddvanie roztoku vyfarbeného substra-
tu trvd 10 minit, nafo sa nerogpustny pro-
dukt odfiltruje a na filtri premyva destilo-
vanou vodou tak dlho, aZ odtekajaci filtrat
je bezfarebny. Nakoniec sa voda z chromo-
lytického substratu vytesai alkoholom, resp.
acetéoucm. a pouZité organické rozptsfadlo
sa nechd odparit z produktu pri laboratér-
nej teplete aleho vdkuovo sa oddestiluje pri
teplote do 50 °C.

Hotovy suchy produkt o vyta’ku 52 g
cbsahoval 8,0 % hmot. viazaného farbiva,
dobre naptal vo vode na objem 9 ml/g a
bol vhodnym chromolytickym substratom pre
stanovenie C, zloZky celuldzovej aktivity pri
velkosti ¢astic za sucha 80 aZ 300 nm.

Priklad 2

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym roz-
dielom, Ze sa pouZije hydroxyetylceluléza
so stupriom substiticie 0,25 a na farbenie sa
pouZije 0,3 g farbiva a celkova reakénd do-
ba bola 60 mindt pri teplote 20 °C, zraZa-
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nie sa previedlo pri otdC¢kach mixéra 2500
a¥ minttu. Vysledny produkt mal 5,1 % hmot.
kovalentne viazaného farbiva a naputcal vo
vode na objem 10 ml/g. Velkost astic za
sucha bola v rozsahu 40 aZ 200 nm.
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Vyndlez moZe nédjst uplatnenie v bioché-
mii a biotechnoldgii, kde je potrebné sta-
novit droveii C, celuldzovej aktivity, a to
tak pre vyskumné ucely, ako i v priemyslo-
vych aplikacidch.

PREUDMET VYNALEZU

Sposob pripravy nerozpustného chromo-
lytického substrdatu na stanovenie C. zloZky
celuldzovej aktivity kovalentnym viazanim
farbiva v alkalickom prostredi na celulézovy
derivat vyznafeny tym, Ze na hydroxyetyl-
.celulozu so stupitom substiticie 0,15 aZ 0,25
sa kovalentne naviaZe 5 aZ 8 % hmot. far-
biva dviojsodnej soli kyseliny 8-amino-5-[3-

-(sulfoetylsulfonyljanilino]-6-antrachinon
sulfénovej v prostredi vodného roztoku hyd-
roxidu sodného o koncentrdcii 2 aZ 4 %
hmot. po dobu 1 aZ 2 hodin pri teplote 15 aZ
20 °C, nato sa v druhom stupni vyfarbeny
produkt zrdZa nalievanim do mixéra s oky-
selenym etanolom pri otd¢kach mixéra 1 500
aZ 2 500 za mindtu.
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