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(54) Dvojsodnd sol' o-{h-chlér-sé[benzénazo-z-
-{1-hydroxy~3,6~bissulfonaft-8-yl)amino] ~
i,3,5-triazin-2-yl} D-galakturonanu o prie-
mernom stupni polymerizdcie 10 a spdsob

jej pripravy

aceténu a 1 obj. diel 0,6 aZ 1 $-ného vod-
ného roztoku alkalickej soli kyseliny octo-
vej alebo minerdlnej kyseliny.

(57) RieZenie 'sa tyka dvojsodnej soli O-
- {4~ch16x-6- [ benzénazo-2- (1-hydroxy=3,6-
bissulfonaft-8-yl)amino] -1,3,5~triazin-2-
-yl} D~galakturonanu o priemernom stupni
polymerizécie 10, farbeného vodorozpustné-
ho substrdtu, pouZitel'ného na detekciu a
stanovenie aktivity polygalakturondz v pre-
pardtoch obsahujicich pektolytické enzymy
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a sposobu pripravy. Podstata pripravy spo-
¢iva v tom, Ze 1 hmot. diel vodorozpustnej
kyseliny oligo-D-galakturdnovej o priemer-
nom stupni polymerizdcie 10 alebo jej sod-
nej, prip. draselnej soli reaguje vo vod-
nom roztoku s obsahom 0,8 aZ 1,2 hmot.die-
lov uhli¢itanu sodného alebo draselného za
pritomnosti alkalickej soli kyseliny octo-
vej alebo minerdlnej kyseliny s 0,6 aZ 1
hmot. dielom dvojsodnej soli 2,4-dichldr-
-6-[benzénazo-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft
-8-yl)amino_J-1,3,5-triazinu, vzniknuty roz-
tok zafarbeného D-galakturonanu sa zneutra-
lizuje kyselinou octovou alebo minerélnou
kyselinou, 1 obj. diel zneutralizovaného
roztoku sa zrdZa s 3,5 aZ 4,5 obj. dielmi
roztoku obsahujiceho 2 aZ 3 obj. diely

96 %$-ného etylalkoholu a 1 aZ 2 obj.diely
acetdénu a nenaviazané dichlortriazinové
farbivo sa odstréni vymyvanim zrazeniny
roztokom obsahujicim 2 aZ 3 obj. diely

96 %-ného etylalkoholu, 1 aZ 2 obj. diely

OH NH 0-D-galakturénan*
oo
I

NaSO3 SO3Na
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Vyndlez sa tyka dvojsodnej soli O- {4-ch16r-6-[benzénazo-2—(1—hydroxy-3,6-bissulfo-
nat-8-yl)amino] -1,3,5—triazin-2-y1} D-galakturdnanu o priemernom stupni polymerizicie
10 a spdsobu jej pripravy.

Rozpustné kovalentne vyfarbené polysacharidy sa v poslednej dobe s tGspechom pouZi-
vaji na rychlu a jednoduchd detekciu prisluénych hydroldz polysacharidov a tieZ sd vhod-
né na stanovenie ich aktivity / B.V. Mc Cleary: Carbohydr. Res. 86, 97 (1980); P. Biely
a spol.: Anal. Biochem., 144, 147 (1985); P. Biely a spol.: 172, 176 (1988)/. Farbivo sa
obvykle viafe na polysacharid priamo na hydroxylovd skupinu éterickou vidzbou alebo na
derivatizovany polysacharid. Princi{p detekcie .a stanovenia aktivity enzymov spodfva v
zmene rozpustnosti farebného polysacharidu v ddsledku hydrolyzy enzymom a n&slednej tvor-
be nizkomolekuldrnych farebnych fragmentov rozpustnych v pritomnosti organického rozpi3-
tYadla. V pripade pektin-degradujicich enzymov takgmto substr&tom je kovalentne zafarbeng
pektin azo-farbivom N- {1-[4- U3,6—disu1fo-1-nafty1)azo] -naftyl]} ~etyléndiamin, pripra-
veny D. R. Friedom a G. W. Changom / J. Agric. Food Chem., 30 (5) (1982) 982/, v ktorom
je farbivo viazané na pektin cez amidickd skupinu, pri vzniku ktorej sa pou’iva talko
dostupny katalyzdtor - vodorozpustny karbodiimid. Iny druh farebného substrétu pre pek-
tindzy je sodné sol' 2-[ 3-(l-amino-2-sulfoantrachinén-4-ylamino)fenysulfonyl ] -etyl -

- etyléndiamin derivdtu pektinu / J. S. Huang, J. Tang: Anal. Biochem., 73, 369 (1976)/.
Pripravuje sa v dvoch stuphoch. Najprv sa priprav{ etyléndiaminoderivdt pektfnu a na ten
sa potom viaZe farbivo. Tento substrit sa vZak vyznaduje zlou rozpustnost'ou v tlmivgch
roztokoch. ’

BeZné techniky viazania farbiva na polysacharid, ktoré nevyZadujd jeho derivatizi~
ciu, v pripade kyseliny pektovej neposkytuji substrdt s poZadovanymi vlastnost'ami. Ta-
kymto spSsobom vyfarbovania sa u kyseliny pektovej dosiahne vel'mi nizky stupen substi-
ticie farbivom. Ziskany substrdt neposkytuje enzymatickym Stiepenfm nfzkomolekuldrne fa-
rebné fragmenty, ktoré by umoZhovali jeho pouZitie na detekciu a stanovenie enzymovej
aktivity. Enzymom sa uvol'nujd iba nizkomolekuldrne nefarebné fragmenty, pri&om farbivo
zostdva naviazané na polymérnom zvyZku, ktory je nerozpustny v 60 $ etylalkohole.

Uvedené nevyhody v podstatnej miere odstrafuje vodorozpustny chromogénny substrit
dvojsodnd sol' 0O- {4—ch16r-6- [benzénazo-z—(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-8-y1)aminoJ -1,3,
5—t:iazin—2—yl} D~galakturdnanu s priemernym stupfiom polymerizicie 10 vzorca I

OH NH -galakturénan.

0SS
NaSO

SO3Na

(1)

Zzistilo sa, Ze uvedend dvojsodnd sol' O- {4 -chl6r-6- [benzénazo 2-(1-hydroxy-3,6-
-bissulfonaft-8-yl)amino] -1,3,5-triaz{n-2 2-yl- J D~ galakturonanu s priemernym stupiom
polymerizicie 10 je mo¥né pripravit' nasledujlcim spdsobom podl'a vyndlezu, ktorého pod-
stata spo€iva v tom, Ze 1 hmot. diel vodorozpustnej kyseliny oligo-D-galakturdnovej
o priemernom stupni polymerizdcie 10 alebo jej sodnej, prfp. draselnej soli reaguje vo
vodnom roztoku s obsahom 0,8 aZ 1,2 hmot. dielov uhli&itanu sodného alebo draselného za
pritomnosti alkalickej soli kyseliny octovej alebo minerdlnej kyseliny s 0,6 a%Z 1 hmot.
dielom dvojsodnej soli 2,4-dichlor-6- [benzénazo—2—(1—hydroxy—3,6—bissu1fonaft—8-yl)
amino ] -1,3,5-triazf{nu (dichlértriazfnové farbivo). Vzniknuty roztok zafarbeného D-gala- .
kturénanu sa zneutralizuje kyselinou octovou alebo minerdlnou kyselinou. 1 obj. diel zne-
utralizovaného roztoku sa zrdZa s 3,5 aZ 4,5 obj. dielmi roztoku obsahujdceho 2 a% 3 obj.
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diely 96 3-ného etylalkoholu a 1 a% 2 obj. diely acetdnu. Nenaviazané dichldrtriazinové
farbivo sa odstrdni premyvanim zrazeniny roztokom obsahujicim 2 aZ 3 obj. diely 96 %-né-
ho etylalkoholu, 1 a% 2 obj. diely acetdénu a 1 obj. diel 0,6 aZ 1 %-ného vodného roztoku
alkalickej soli kyseliny octovej alebo minerdlnej kyseliny. Vyhodné je pouZit' na neutra-
lizdciu takd kyselinu,ktorej sol' sa pouZije polas reakcie. Z hl'adiska vyuZitia dvojsod-
nej soli O- {4-ch16r-6- [benzénazo-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-8-yl)amino ]-1,3,5-tri-
azin-2-y1} -D-galakturdnanu o priemernom stupni polymerizécie 10 ako substrdtu na detek-
ciu a stanovenie aktivity pektindz, ktoré sa uskutolnuje v octanovom tlmivom roztoku,

je vyhodné pouZit' pri reakcii octan sodny a kyselinu octovi pri neutralizicii.

Vyhodou dvojsodnej soli O- {4-ch16r-6— [ benzénazo-2-(1-hydroxy-3,6~bissulfonaft-8-
~yl)amino ] -1,3,5—triazin-2-yl} -D-galakturdnanu o priemernom stupni polymerizicie 10
podl'a vyndlezu je, Ze sa ziska farebny substrit rozpustny v tlmivych roztokoch, v kto-
rych sa uskuto&huje enzymov4 reakcia. Dal'Sia jeho vyhoda je, %e enzymatickym Ztiepenim
polygalakturondzou uZ pri prvom ataku uvol'nuje farebné fragmenty (DP 5), ktoré zostéva-
jid rozpustené v supernatante po vyzrdZan{ nerozitiependho substrdtu organickym rozpis-
t'adlom.

Uvedené priklady ilustrujdi, ale neobmedzujd predmet vyndlezu.

Priklad 1

1 g kyseliny oligo-D-galakturdnovej o priemernom stupni polymerizécie 10 sa rozpus-
ti v 40 ml destilovanej vody pri teplote 30 "C a odfiltrujd sa nerozpustné podiely. Potom
sa k filtrdtu pridd 1 g dichlértriazinového farbiva rozpusteného v 6 ml vody a miefa sa
10 mindt pri teplote 30 "C. Potom sa pridd 0,5 g octanu sodného a zase sa miea 10 mindt
pri tej istej teplote. Nakoniec sa prid4 12 ml 6 $-ného vodného roztoku uhli&itanu sodné-
ho a mieSa sa 2 hodiny pri 30 "C. Reak®n4 zmes sa potom zneutralizuje 2 M kyselinou octo-
vou na pH 7 a vyzrdZa sa roztokom obsahujicim 120 ml 96 %-ného etylalkoholu a 120 ml ace-
tonu. Zrazenina sa odfiltruje na nudi a premyva roztokom obsahujtcim 1 diel 0,6 %~ného
vodného roztoku octanu sodného, 2 diely 96 %-ného etylalkoholu a 2 diely acetdnu aZ do
slabo sfarbeného filtrdtu. Potom sa zrazenina prezrédZa, a to tym spgsobom, Ze sa rozpusti
v 50 ml 0,6 %-ného vodného roztoku octanu sodného a potom sa vyéréia roztokom obsahujlicim
100 ml 96 $-ného etylalkoholu a 100 ml acetdnu. Premyva sa ako uZ bolo uvedené, a% do bez-

farebného filtrdtu. Zrazenina sa premyje etylalkoholom, acetdnom a vysu3i sa.

Ziskal sa 1 g zrazeniny s obsahom farbiva 5,6 %.

Priklad 2

5 g Na-D-galakturénanu o priemernom stupni polymerizécie 10 sa rozpusti v 200 ml vo-
dy pri teplote 40 "C a prid4 sa 5 g dichlértriazinového farbiva rozpusteného v 40 ml vody
a mieSa sa 10 mindt pri tej istej teplote. Potom sa prid& postupne 2,5 g octanu sodného
a 60 ml 6 $-ného uhlifitanu draselného a miea sa 2 hodiny pri 40 “C. Potom sa reakéné
zmes ochlad{, zneutralizuje s 2 M kyselinou octovou a zrdZa za st&lého mieSania roztokom
obsahujicim 300 ml 96 $-ného etylalkoholu a 300 ml acetdnu. Zrazenina sa prefiltruje cez
nué¢ a vymyva ako v priklade 1. Potom sa prezrd%a, premyje a vysu$i tym istym spSsobom ako
v priklade 1.

ziskalo sa 4,8 g zrazeniny s obsahom farbiva 6 %.
Vynédlez moe ndjst’ uplatnenie v potravindrskom, textilnom i tabakovom priemysle na

detekciu a stanovenie aktivity polygalakturondz v prepar&toch obsahujlicich pektolytické
enzymy.
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PREDMET VYNALEGZU

1. Dvojsodnd sol' O- {4-ch16r-6— [ benzénazo-2- (1~-hydroxy-3, 6-bissulfonaft-8-yl)amino J -
A—1,3,5—triazin-2-le D-galakturdnanu s primernym stuphom polymerizicie 10 vzorca I

OH NHNAN,-0-D-galakturdnan:

.. — . . DP=10 . .
O 000

Na$O3 '503Na

2. Spgsob pripravy zld&eniny podl'a bodu 1, vyznadujdci sa tym, %e 1 hmotnostny diel vo-
dorozpustnej kyseliny oligo-D-galakturdnovej o priemernom stupni polymerizdcie 10 alebo
jej sodnej, pripadne draselnej soli reaguje vo vodnom roztoku s obsahom 0,8 aZ 1,2 hmot~
nostnych dielov uhliZitanu sodného alebo draselného za pritomnosti alkalickej soli kyse-
liny octovej alebo minerdlnej kyseliny s 0,6 aZ 1,0 hmotnostnym dielom dvojsodnej soli
2,4-dichldr-6-[ benzénazo-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-8-yl)amino] -1,3,5-triaz{nu,
vzniknuty roztok zafarbeného D-galakturdnanu sa zneutralizuje kyselinou octovou alebo
minerdlnou kyselinou, 1 objemovy diel zneutralizovaného roztoku sa zrd%a s 3,5 a% 4,5 ob-
jemovymi dielmi roztoku obsahujiceho 2 aZ 3 objemové diely 96 %-ného etylalkoholu, a 1 a¥
2 objemové diely acetonu a nenaviazané dichlértriazfnové farbivo sa odstrdni vymyvanim
zrazeniny roztokom obsahujicim 2 aZ 3 objemové diely 96 $-ného etylalkoholu, 1 aZ 2 obje-~
mové diely acetdnu a 1 objemovy diel 0,6 a% 1,0 $-ného vodného roztoku alkalickej soli

kyseliny octovej alebo minerdlnej kyseliny.
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